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Resumen

En este trabajo fin de grado se ha llevado a cabo el diseno y fabricacion de
dos tipos de redes de sensores que nos han permitido construir una lengua
voltamétrica y una lengua potenciométrica que de forma individual o
combinada permiten el analisis de productos de interés en la industria de la
alimentacion. Primeramente, se ha construido la lengua voltamétrica a partir
de sensores de pasta de carbono que han sido modificados con enzimas GOx
(Glucosa Oxidasa) y Tyr (Tirosinasa). Seguidamente, se ha fabricado una red
potenciométrica que contiene 20 sensores diferentes, estos son membranas
de base PVC, con aditivos y plastificantes. Ambas redes de sensores se han
caracterizado en diferentes disoluciones patron con objeto de determinar su
viabilidad. En el caso de los sensores voltamétricos han sido testados en una
disolucion de KCI y en una disolucion redox de ferro-ferricianuro. Mientras que
la red potenciométrica se ha acondicionado en disolucion de KCl y en cinco
disoluciones distintas que emulaban los 5 sabores (dulce, salado, acido,
amargo y umami). A continuacion, los dos tipos de redes de sensores se han
probado en diferentes productos alimentarios. En dos muestras de zumos
lacteo (Control-Problema) para su diferenciacion. Por ultimo se han utilizado
para analizar vinos, permitiendo discriminar entre cuatro muestras de vino de
la misma edad y procedentes de cuatro tipos de uva; y entre cuatro muestras
de vino de la misma uva pero con distinto envejecimiento. Los sensores
desarrollados tienen repetitividad y reproducibilidad 6ptima y han logrado
diferenciar y discriminar perfectamente todas las muestras de estudio.

Palabras clave: Sensores, biosensores, voltamétricos, potenciométricos, red,
sabores, zumo, vino, uva, envejecimiento, discriminacion.



Abstract

This final project has consisted of the design and production of two different
types of sensor grid in order to build a voltammetric tongue and a
potentiometric tongue, both of interest in the food industry.

Firstly, a voltammetric tongue has been made from carbon paste sensors that
have been modified with enzymes Gox (Glucose oxidase) and Tyr (Tyrosinase).
Subsequently, a potentiometric sensor grid has been constructed, made up of
twenty different sensors, which are membranes composed of PVC, additives
and plasticizers.

Both sensor grids have been characterized in different standard solutions to
determine their feasibility. Voltammetric sensors have been tested in a KCI
dissolution and a redox solution of ferro-ferricianide. Whereas the
potentiometric grid has been conditioned in a KCI dissolution and in five
different solutions which emulated the five flavours (sweetness, saltiness,
sourness, bitterness and umami).

Subsequently, both sensor grids have been tested on different food products.
In one case, upon two milk juices samples (Control-Problem) for their
differentiation. In a second case, they were then used to analyse wines,
allowing discrimination between four samples of wine of the same age and
from four types of grape; and between four samples of wine from the same
grape but with different ageing.

The sensors developed have optimum repeatability and reproducibility and
have been able to perfectly differentiate and discriminate all study samples.

Keywords: Sensors, biosensors, voltammetric, potentiometric, grid, flavors,
juice, wine, grape, ageing, discrimination.



Abreviaturas y acronimos

GOx: Glucosa Oxidasa

Tyr: Tirosinasa

CV: Voltametria ciclica

Gluta: Glutaraldehido

TiNP’s: Nano particulas de Titanio

NiP’s: Nano particulas de Niquel

CeP’s: Nano particulas de Cerio

PCA: Analisis de componentes principales

PLS: Regresion de minimos cuadrados parciales (siglas en inglés)
LDA: Analisis de discriminacion lineal (siglas en inglés).
MLR: Regresion lineal maltiple.

Jv: Vino Joven

Cr: Vino crianza

Rv: Vino reserva

Grv: Vino gran reserva

REDOX: Reaccion de reduccion-oxidacion

Gr: Uva garnacha

Temp: Uva tempranillo

TT: Uva tinta de Toro

Men: Uva mencia

CPE: Electrodos de pasta de carbono

LE: Lengua electronica

WE: Electrodo de trabajo (Working electrode)

RE: Electrodo de referencia (Reference electrode)

AE: Electrodo auxiliar (Auxiliary electrode)
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1.Justificacion

El sector industrial de las bebidas y la alimentacion en Espana, ha conseguido
convertirse y mantenerse como el primer sector industrial en el pais en
facturacion y como importante generador de empleo. Es un motor de
crecimiento que contribuye a la riqueza y el desarrollo de la economia
espanola.

El volumen que factura el sector supera los 93.300 millones de euros, que es
el 20,5% del total de las ventas netas de la industria del pais. Ademas aporta
el 16,8% del valor anadido bruto de la industria. Representa el 2,4% del PIB
de Espana.

Actualmente, dicho sector da el 20,2% del empleo industrial, 1o que supone
que 1 de cada 5 personas que trabaja en la industria lo hace en empresas del
sector alimentario [1].

La incorporacion de aproximadamente un millar de nuevas empresas ha
contribuido a consolidar un sistema empresarial mas robusto. Por tanto la
estructura empresarial esta integrada por 29.018 industrias de alimentos y
bebidas, un crecimiento anual del 3,5%. Y con ello se ha conseguido una gran
mejora del sector.

El comercio exterior del sector se ha mantenido en auge, constatando en
2017 un récord de las exportaciones que se sitian en 30.652 millones de
euros (un incremento del 9%) [2].

La industria espanola de la alimentacion y las bebidas se ha posicionado en
cuarto lugar de Europa y en octavo a nivel mundial con los datos de ventas
netas.

Enfocandose en la industria vinicola, esta es cada vez mas sofisticada e
internacionalizada. La Unidén Europea sigue encabezando el mercado mundial
del vino, pero su participacion en las exportaciones ha disminuido
considerablemente. La industria del vino en la actualidad se enfrenta a una
variedad de desafios.

Por tanto, el sector de la alimentacion y las bebidas y concretamente el
vinicola, dada su gran trascendencia, sufre la rigurosa legislacion para que al
consumidor le llegue un producto libre de fraude. El sector y las empresas
para seguir liderando el mercado y cumplir con la ley, optan por la
implementacion de nuevas tecnologias [3] como métodos rapidos, eficientes y
econdmicos que posibilitan examinar la calidad de los alimentos y bebidas.

Aunque ya existen técnicas de analisis punteras que estan en pleno uso como
es el caso de la cromatografia de liquidos (HPLC) y de gases, analisis fisico-
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guimico, analisis microbiologico, muchas de ellas no pueden ser plenamente
mecanizadas, por tanto, conllevan una pérdida mayor econémica y de tiempo,
gue si existiese un analisis mas sencillo y rapido. Ademas, los equipos para
llevar a cabo estas técnicas son muchos de ellos de alto valor econémico.

Por tanto, para examinar la calidad, el sabor y los parametros que debe
cumplir un alimento o una bebida se necesita un instrumento que permita
mediciones in-situ y sea facil de mover, mida eficientemente, es decir que los
resultados tengan una repetitividad y reproducibilidad y que sea econémico.

Los sensores voltamétricos de pasta de carbono cumplen estos requisitos, ya
gue son sensores portatiles y de tamano pequeno, cuya fabricacion es rapida
y poco costosa. Con este sensor se obtiene una repetitividad vy
reproducibilidad elevada y los resultados se obtienen de forma rauda,
eficiente y econdmica. Con estos sensores se podra conocer rapidamente si
dicho alimento o bebida esta dentro de los parametros correctos que debe
cumplir.

Por otro lado, la legua potenciométrica, son también sensores de bajo coste
econdémico, pero conlleva mayor tiempo para su preparacion, son sensores
que dan medidas precisas y con muchos resultados fiables. Este sensor tiene
la ventaja de que puede diferenciar entre sabores. Es de tamano pequeno y
portatil. Se obtiene una repetitividad y reproducibilidad elevada y discrimina
bien los diferentes compuestos que contiene el alimento. El consumo de
energia es muy pequeno. Dan medidas muy rapidas con lo que resultan muy
atiles para el control de calidad y seguridad de los alimentos y las bebidas.
Estos sensores han dado muy buenos resultados y por tanto lleva a concluir
que una buena viabilidad en zumos, vinos y leches. Se han probado en estos
alimentos ya que tienen una composicion compleja por lo que se deduce que
el sensor es 6ptimo con los resultados obtenidos.

Este Trabajo Fin de Grado (TFG), se ha llevado a cabo en el Departamento de
Ciencia de los Materiales e Ingenieria Metallrgica de la Escuela de
Ingenierias Industriales de la Universidad de Valladolid (UVa), dirigido por la
profesora Ana Cristina Garcia Cabezon, en colaboracion con el Departamento
de Quimica Fisica y Quimica Inorganica, y dentro del grupo de investigacion
UVaSens. En el grupo se llevan a cabo numerosas investigaciones sobre
sensores de utilidad en el sector agro-alimentario. En este TFG se han
disenado dos tipos de redes de sensores que se han probado en zumos y en
vinos a la par que en otro TFG se han utilizado para el analisis y
discriminacion de productos lacteos.



1.2.0bjetivos

El objetivo principal del proyecto es llevar a cabo el diseno y puesta a punto
de distintos tipos de sistemas de sensores que conformen lenguas
electronicas que se pueden utilizar de forma sencilla y rapida en el control de
calidad de productos alimentarios, a un precio competitivo.

Otro objetivo fundamental de este proyecto es comprobar la fiabilidad de los
resultados obtenidos por nuestros sistemas y para ello se estableceran las
oportunas correlaciones con los datos quimicos utilizando programas de
analisis estadistico, para concluir no sélo su capacidad de discriminacién sino
también su capacidad de predecir y conocer los datos quimicos que nos
permitan caracterizar y controlar la calidad de nuestros productos.

Los objetivos concretos para proceder a realizar esta investigacion:

1. Diseno de sensores voltamétricos de pasta de carbono con resina
“Araldite”, que consigan tener una repetitividad y reproducibilidad
en las medidas.

2. Medir distintas disoluciones para la puesta a punto de los sensores
y poder probarlos seguidamente en distintos zumos y vinos para
comprobar que los sensores diferencian en los productos
alimentarios elegidos.

3. Tratar los datos obtenidos de las medidas de la red de sensores
voltamétricos con “Matlab” para conseguir las PCA’s (Analisis de
componentes principales), para observar como discriminan los
sensores entre los distintos zumos y los distintos tipos de vinos.

4. Uso del programa informatico “Origin” para representacion y estudio
comparativo de los resultados voltamétricos y potenciométricos
registrados en los distintos productos.

5. Tratamiento de datos con el programa estadistico “Unscramble”,
para relacionar las medidas obtenidas con los datos quimicos de los
productos alimentarios.

6. Diseno de una lengua electronica potenciométrica, con distintas
membranas que registran el potencial a circuito abierto en el medio
de medida.

7. Puesta a punto de la lengua electronica potenciométrica, para
comprobar su repetitibilidad y su reproductibilidad.



8. Mediciones de zumos y vinos con la lengua electronica
potenciométrica disenada. Y en cinco sabores para Ssu
diferenciacion.

9. Tratamiento de datos de los sensores potenciométricos en dos
programas estadisticos:
a. Para la comprobaciéon de la discriminacion de los distintos
productos con el sensor, utilizacion del programa “IBM SPSS”.
b. Para relacionar las medidas obtenidas con los datos
quimicos, se empleara el programa estadistico “Unscramble”.

10. Correlacion de los datos obtenidos y conclusion de los
resultados.



CAPITULO 2. FUNDAMENTOS TEORICOS Y ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En este capitulo se incluirda la descripcion tedrica de este proyecto.
Primeramente se describira el concepto de sensor quimico y sensor
electroquimico. A continuacion se describira el concepto de sensor
voltamétrico y en que consiste el proceso de la voltametria ciclica y como se
va a aplicar a este trabajo. Seguidamente se explicara el fundamento teérico
de los electrodos que se han disenado en la ejecucion de este proyecto, en
concreto los electrodos de pasta de carbono con la resina “Araldite”. Y se
desarrollara el fundamento tedérico de los biosensores que se han elaborado a
partir de los sensores de carbono.

Asimismo se describira el concepto de sensor potenciométrico y el concepto
de lengua electrénica potenciométrica, la descripcion del proceso de
fabricacion, su funcionamiento y sus propiedades y campo de aplicacion.

Finalmente, se escribira sobre los antecedentes de estos sensores que se
han llevado ya a cabo en otros proyectos anteriores, que han ayudado a la
progresion de estos en este trabajo.

2.1.Sensores quimicos

Un sensor es un dispositivo que esta habilitado para localizar actuaciones o
estimulos externos y dar una respuesta a estos. Dichos instrumentos son
capaces de transformar las magnitudes fisicas 0 quimicas (variables de
instrumentacion), en magnitudes eléctricas [5].

Los sensores se pueden clasificar segun:

e Su principio de funcionamiento
e Eltipo de senal de salida

e Elrango de valores de salida

e El nivel de integracion

e El tipo de variable medida

Se va a detallar cada clasificacion de los sensores [6].

» Clasificacion segun el tipo de funcionamiento

= Activos: Producen senales especificas de las magnitudes a
medir de manera independiente. Sin necesitar fuente de
alimentacion.

= Pasivos: Originan senales determinadas de las magnitudes a
medir, mediante una fuente auxiliar.

» Clasificacion segun el tipo de senal que genera



= Digitales
= Analogos
= Temporales

» Clasificacion segun el rango de valores de salida

=  On/Off
= De medida

» Clasificacion segun el nivel de integracion

= Discretos
= |ntegrados
= Inteligentes

» Clasificacion segun el tipo de variable fisica medida

= Mecanicos

= Eléctricos

= Magnéticos

=  Térmicos

= Termorresistivos

= Termoeléctricos

= Monoliticos o de silicio
= Piroeléctricos

= Acusticos

= Ultrasonicos
= Quimicos

= OQpticos

= De radiacion
= Laser

Ademas, otra clasificacion que es de interés, es la de los dos grupos
principales dependiendo del tipo de informacion que obtienen:

o Sensor fisico: transforman una magnitud fisica (presiones,
temperaturas, etc...) en magnitudes eléctricas.

o Sensor quimico: perciben cambios quimicos (pH, composiciones, etc...)
y llevan a cabo una determinacion mediante senales eléctricas.

En la realizacion de este proyecto se trabajado con sensores quimicos, por
tanto, se va a describir este tipo de sensor, su funcionamiento, clasificaciones
y aplicaciones.



2.1.1. Concepto de sensor quimico

Un sensor quimico es un dispositivo que transforma informacion quimica en
una senal eléctrica, analiticamente Gtil. Es capaz de dar la concentracion de
un componente especifico de una muestra [7], [8].

Un sensor se caracteriza por sus dimensiones reducidas, robustez, facilidad
de utilizacion y capacidad de suministrar informacion analiticamente fiable
continuamente.

Los sensores quimicos normalmente tienen dos componentes basicos
conectados en serie:

= Receptor:
Un sistema de reconocimiento molecular. El receptor es capaz de
reconocer selectivamente un determinado analito.
Como resultado de esta identificacion se origina una senal primaria
eléctrica, optica, térmica o masica.

= Transductor
Fisico-quimico. El transductor es el encargado de transformar dicha
senal en otra de tipo eléctrico, la cual es mas facil de cuantificar, de
medir y de manipular.
La senal eléctrica producida aporta informacion analitica sobre la
muestra, el proceso o el sistema que se esta estudiando.

Los sensores quimicos también se los denomina quimiosensores si el
elemento de estudio se obtiene sintéticamente y biosensores si el sistema de
investigacion emplea un mecanismo bioquimico.
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Figura 1. Funcionamiento de un sensor quimico.

2.1.2. Sensores electroquimicos

Los sensores electroquimicos son dispositivos simples que facilitan la etapa
de adquisicion de datos, son un tipo de sensores quimicos, cuyos
transductores son electroquimicos que transforman los efectos que se
produce en la interaccion electroquimica entre el analito y el electrodo en una
senal atil en forma de senal eléctrica [9].

Tienen una elevada sensibilidad, son faciles de reducir su tamano y se
asocian a dispositivos de medida sencillos, como potenciostatos o equipos de
potenciometria.

Ejercen su actividad como elementos incorporados en la muestra de estudio,
donde se origina la transferencia de cargas entre la sustancia que se quiere
examinar y dicho sensor.

Para llevar a cabo este proyecto se ha optado por los sensores
electroquimicos ya que en algunos casos se ha tenido limitadas cantidades
de analito para realizar el estudio, con este tipo de sensores no se requiere
una instrumentacion compleja. Ademas la senal que se obtiene es inmediata
y al tratar los datos obtenidos, se adquieren resultados rapidamente.

Se va a investigar la correlacion electroquimica entre el analito de estudio y el
sensor que se va a disenar, cuyo sensor va a medir el analito y transmitir
dicha senal a un equipo electronico para que se obtenga la senal eléctrica
que se va a describir y caracterizar.



Se van a desarrollar también un tipo de sensores electroquimicos Ilamados
biosensores electroquimicos en los que se incluye en su diseno un
componente bioldgico que seran unas enzimas.

> Tipos de sensores electroguimicos

Existe una gran variedad de este tipo de sensores, se ha realizado una
clasificacion de estos respecto a su fundamento de actuacion.

Estos son los tipos de sensores electroquimicos:

o Sensores potenciométricos:

Son los sensores cuyo fundamento operativo se basa en la obtencién
de informacion a partir de la medida del cambio de potencial eléctrico.
Las medidas potenciométricas consisten en la determinacion de una
diferencia de potencial en condiciones de circuito abierto entre un
electrodo de trabajo y un electrodo de referencia [9], [10].
Para medir el potencial no debe circular corriente por el sistema
(condicion—=>1=0 A).
La diferencia de potencial medida entre los electrodos se relaciona
con la concentracion del analito conforme con la ecuacion de Nerst,
(Ecuacion 1. Ecuacion de Nerst.):

E=F -~ I(Q)

T

Ecuacion 1. Ecuacion de Nerst.

Donde:

= E: el potencial corregido del electrodo

= E° el potencial en condiciones estandar

= R:la constante de los gases

= T:la temperatura absoluta

= n:la cantidad de mol de electrones que participan en la reaccion
= F:la constante de Faraday

= Q: el cociente de reaccion correspondiente

o Sensores amperométricos:

Son dispositivos que se basan en la aplicacion de un potencial fijo
sobre un electrodo de trabajo, generalmente de platino, oro o grafito,
respecto a un electrodo de referencia. Un tercer electrodo, llamado
electrodo auxiliar, es necesario en la mayoria de los casos para
completar la celda electroquimica [10], se introduciran los tres en el
interior de una celda electroquimica.



Dentro de este tipo de sensores se encuentran los sensores
voltamétricos, que se obtienen variando el potencial de trabajo de
forma controlada, se han disenado en este proyecto este tipo de
sSensores.

o Sensores conductimétricos:

Son los sensores que se basan en la medida de cambios de
conductividad que se estimulan por el analito, se impone una tension
o corriente alterna de forma fija entre dos electrodos para determinar
las conductancias y resistencias del medio de estudio. Es conveniente
utilizar electrodos no polarizables [9], [10].

La conductividad matematicamente es (Ecuacion 2. Conductividad.):

k
C

A=

Ecuacion 2. Conductividad.

Dénde:

= k: Conductividad especifica
= C: Concentracion de iones.

La electroquimica, es un campo de la quimica, se estudia la transformacion
entre la energia eléctrica y la energia quimica, implican procesos de
transferencia de electrones, la pérdida o la ganancia de estos. A estos
procesos se los denomina oxidacion y reduccion, y al conjunto de ellos, las
reacciones redox.

Con este tipo de reacciones se pueden medir parametros como: el potencial,
la carga y la corriente.

Estos procesos se llevan a cabo en celdas electroquimicas, que dependiendo
el tipo de sensor, si mide en circuito abierto o cerrado, consta de dos o tres
electrodos, que se sumergen en el medio de estudio. Estos electrodos se
conectan a un potenciostato/galvanostato.

Un potenciostato es un instrumento utilizado en la electroquimica, se encarga
de proporcionar una diferencia de potencial constante, que lo controla en los
electrodos.

Los electrodos son conductores eléctricos utilizados para hacer contacto con
una parte no metalica de un circuito.

Los electrodos que se utilizan en estas reacciones son:

= Electrodo de trabajo (WE): es el electrodo en un sistema
electroquimico en el que esta ocurriendo la reaccion de interés, y
sobre el cual se implanta el potencial o la corriente.
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= Electrodo de referencia (RE): es el electrodo que tiene un potencial de
equilibrio estable y conocido.

= Electrodo auxiliar (AE): también se le denomina contraelectrodo, es el
electrodo que se utiliza para cerrar el circuito eléctrico de la celda. Solo
se utiliza cuando se trabaja a circuito cerrado, por ejemplo con
sensores voltamétricos.

2.2.Sensores voltamétricos

Son un tipo de sensores amperométricos, que obtienen informacion del
analito a partir de los valores de intensidad de corriente obtenidos al aplicar
un potencial que va variando de forma controlada sobre el electrodo de
trabajo (WE) respecto al tiempo, en este caso los sensores voltamétricos que
se han disenado han sido con el WE de grafito, como ya se describira mas
adelante. El potencial que se aplica en el WE es respecto al electrodo de
referencia (RE). Ademas para cerrar el circuito electroquimico se completa
con un electrodo auxiliar (AE) también llamado contraelectrodo, una plaquita
de platino, ya que se trabaja a circuito cerrado.

Se introducen los tres en el interior de la celda electroquimica y se ponen en
contacto con la disolucion de estudio, por el otro extremo de los electrodos se
conectan a un potenciostato/galvanostato.

Esquema del montaje de una celda electroquimica y los electrodos (Figura 2.
Montaje celda electroquimica voltamétrica.):
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Figura 2. Montaje celda electroquimica voltamétrica.

Los valores medidos que se obtienen como resultado mediante la
intensidad de corriente en funcion del potencial que se ha aplicado
nos da una curva “corriente-potencial” y esto aporta informacion sobre
la reaccion que se lleva a cabo en el electrodo.

Los sensores voltamétricos son Utiles para la deteccion de la
composicion en la solucion de estudio, por su elevada sensibilidad y
selectividad.

Este tipo de sensores que se han disenado en este proyecto se han
probado como ya se explicara mas adelante en analisis de bebidas,
COMO ViNoS y ZUmos.

Los graficos obtenidos con los resultados de los datos medidos, se
llaman voltamogramas y se distinguen distintos métodos segin el
modo de aplicar el voltaje.

Estos sensores son bastante sencillos y dan buenos resultados.

2.2.1. Voltametria

La voltametria engloba un conjunto de técnicas electroquimicas que se
fundamenta en la respuesta corriente-potencial de un electrodo polarizable
en la disolucion de estudio [11].
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a. Descripcion del proceso

Este procedimiento es electroquimico, es decir se fundamenta en la oxidacion
y reduccion del analito de estudio que se introduce en una celda electrolitica
en interaccion con el electrodo de trabajo (como ya se ha explicado en los
apartados anteriores y se ha representado en Figura 2). Se aplica un
potencial determinado en el electrodo de trabajo (WE), que es el electrodo
que se va a disenar en este proyecto.

No es necesario separar previamente los elementos que componen el analito,
ya que con esta técnica se puede trabajar con concentraciones pequenas de
dicho analito, ademas es un procedimiento que tiene bastante especificidad
gue ademas es capaz de trabajar en mezclas complejas.

Esta técnica se lleva a cabo variando el potencial que se aplica, entre el
potencial inicial y el potencial final que se quiera determinar (como ya se ha
descrito con anterioridad). Se obtiene como informacion la intensidad de
corriente que resulta con la variacion del potencial. Dicha informacion se
suscribe como un voltamograma, que es un grafico donde se representa
enfrentada la intensidad de corriente medida en funcion del voltaje que se va
aplicando.

El objetivo de esta técnica es poder detectar una especie electroactiva que se
encuentre en un electrolito.

El procedimiento se lleva a cabo en una celda electroquimica, donde se
introducen tres electrodos, el electrodo WE, RE y AE, y una disolucion que es
la que se quiere estudiar. Esto se representd anteriormente en la Figura 2.
Montaje celda electroquimica voltamétrica.. Se aplica una diferencia de
potencial, el cual es variable, entre el electrodo que se va a disenar en este
trabajo, que es el electrodo de trabajo (WE), y un electrodo de referencia (RE).

En este trabajo el electrodo de trabajo se va a disenar como se explicara mas
delante de pasta de carbono, obteniéndolo mediante una técnica sencilla,
mezclandolo con una resina llamada “Araldite”.

El electrodo de referencia utilizado es Ag/AgCl. En la Figura 3. Electrodo de
referencia.se esquematiza:
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Figura 3. Electrodo de referencia.

El electrodo de referencia (RE) se compone de un hilo de plata que esta
rodeado de una disolucion de cloruro de plata (AgCl), esto a su vez se aloja en
una disolucion de cloruro potasico (KCl) de concentracion 0.1M.

El cometido del RE es medir la diferencia de potencial existente entre él y el
WE, con el potencial constante al que se encuentra el RE.

Ademas como en la voltametria se trabaja a circuito cerrado, se necesita un
tercer electrodo que se le denomina electrodo auxiliar (AE) o contraelectrodo
como se ha mencionado con anterioridad en los apartados anteriores.

El AE tiene que ser de un material conductor que transmita la corriente desde
la fuente al WE, por medio del analito. En este trabajo se ha trabajado con
una placa de platino, que se sujetaba con unas pinzas, cuyo otro extremo se
conectaba con el potenciostato. En ningun caso las pinzas pueden estar en
contacto con la solucion de estudio, pues los datos podrian estar alterados.

En la siguiente Figura 4. Contraelectrodo (AE). se puede ver un esquema del
electrodo auxiliar:

Contactoconel
potencicstato

- Pinzas

l <— Placade platino

Figura 4. Contraelectrodo (AE).
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Existe un momento en el que se llega a un potencial, para el que se ocasiona
una reaccion redox (reduccién-oxidacion) de un componente que se
encuentra en la solucion de estudio. En ese momento, se origina un
incremento de la intensidad notable, y se observa en la respuesta que se
obtiene en el grafico (voltamograma).

Como ya se ha ido explicando con anterioridad los tres electrodos (WE, RE y
AE), por uno de sus extremos van conectados a un potenciostato.

Un potenciostato es un dispositivo que actla como fuente que aporta una
diferencia de potencial constante y lo mantiene, ya que puede controlar esta
diferencia entre uno o mas electrodos de trabajo (WE), tomando como punto
de referencia el voltaje en el electrodo de referencia (RE) y corrigiendo las
variaciones mediante el control de la corriente en el electrodo auxiliar (AE).
Ademas va midiendo la intensidad de corriente producida en el proceso [12].

Seguidamente se muestra en la Figura 5. Potenciostato conectado a celda
electroquimica. una fotografia de un potenciostato como el que se ha
utilizado en este trabajo conectado a una celda electroquimica a través de los
electrodos:

Figura 5. Potenciostato conectado a celda electroquimica.

Una vez que el potenciostato ha obtenido los datos, este va conectado a un
ordenador en el cual se instala un software que consigue registrar los
voltamogramas como el de la Figura 6. Voltamograma., que son los registros
graficos de la variacion de voltaje frente a la intensidad aplicada o al tiempo,
[13].
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Figura 6. Voltamograma.

Dependiendo de como se realice el barrido del potencial durante la técnica,
hay distintos tipos de voltametrias, [11]:

= Voltametria de barrido lineal

= Voltametria de onda cuadrada (OC)
= De pulso diferencial (VPD)

= Voltametria ciclica (VC)

= Voltametria de redisolucion

En este proyecto se ha utilizado la voltametria ciclica como técnica de ensayo,
para obtener los resultados del sensor expuesto a cada uno de los analitos.
Por tanto en el siguiente apartado se va a desarrollar mas a fondo en que
consiste este tipo de técnica voltamétrica.

b. Voltametria ciclica

La voltametria ciclica (CV) es un procedimiento que se basa en el suministro
de un potencial en el electrodo de trabajo (WE) y este cambia a medida que
pasa el tiempo. La variacion de potencial, es decir que se aplican distintos
potenciales, en el electrodo de trabajo que esta estacionario colocado en la
disolucion de estudio, provoca que la medida recogida por el potenciostato y
tratada por el software del ordenador, sea una senal de forma triangular.
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El primer potencial que se aplica se le denomina Eo, normalmente tiene un
valor donde la corriente posee un valor despreciable, y varia linealmente (se
ejecuta un barrido lineal de potencias donde la velocidad de barrido es
constante), hasta el potencial final que se determina, al que se le llama E;x.
Cuando se ha alcanzado este valor, el sentido de barrido se invierte y el
potencial vuelve a su valor original que es Eo, los potenciales donde ocurre la
inversion se denominan potenciales de cambio. El intervalo de potenciales de
cambio seleccionado para un ensayo, es el en el que ocurre la oxidacion o
reduccion de uno o mas compuestos. La direccion del barrido inicial puede
ser negativa o positiva, segun el analisis que se quiera realizar. Este ciclo se
puede repetir todas las veces que se desee [11].

A continuacion se muestra en la Figura 7. Senal del potencial aplicado en
funcion del tiempo en VC., una imagen del barrido lineal:

Barrido directo Barrido inverso

‘_ —_—

E{V)

Figura 7. Senal del potencial aplicado en funcion del tiempo en VC.

Donde la velocidad de barrido se corresponde con la Ecuacion 3. Velocidad de
barrido.:

AE

V= E
Ecuacion 3. Velocidad de barrido.

En el recorrido del intervalo de potencial de Ep a E;, se produce la reaccion
redox (oxidacion-reduccion). Si en los potenciales elegidos no se produce
esto, se amplian los valores de estos para que ocurra lo descrito.

Asi pues el voltamograma puede quedar como el ejemplo que se proporciona
a continuacion (Figura 8. Voltamograma de VC.), sabiendo que las
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intensidades que se implantan, las positivas corresponden al anodo, mientras
gue las negativas pertenecen al catodo (segln convenio).

Oxidacion ——— Reduccién
al
ISt
- E
z
=
=]
(] -
=
B
c
2z
£ .
| B
IC B
14 c a
-'--- T T T '_l T T T T L
Potencial (mV)
Oxidacidon < Reduccion

Figura 8. Voltamograma de VC.

Los picos visualizados en el voltamograma representan los puntos de
oxidacion-reduccion del compuesto que se esta estudiando. Cuando el pico es
de oxidacion se originan intensidades positivas y al contrario, cuando el pico
es de reduccion se producen intensidades negativas. Esto es una
caracteristica del analito.

Para hacer un estudio por primera vez con la voltametria ciclica, se comienza
realizando experimentos cualitativos para entrenar al sistema vy
seguidamente los experimentos cuantitativos para poder obtener los
parametros que se desean [11].

o Reversibilidad e irreversibilidad de la VC.

Un aspecto relevante en la voltametria ciclica es la reversibilidad o
irreversibilidad de las reacciones redox (oxidacion-reduccion).

Las reacciones redox siguen la Ecuacion 4. Reaccion Redox.:
O+ne” <R

Ecuacion 4. Reaccion Redox.
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Un proceso de voltametria ciclica es reversible cuando se ejecuta el barrido
inverso del potencial, existe un desplazamiento mediante las posiciones de
equilibrio y se reduce el producto de la electrélisis (en este caso R, segln la
Ecuacion 4, y se produce componente inicial (es decir, O).

En la Figura 8. Voltamograma de VC., se observa como es la respuesta de una
voltametria ciclica con reaccion redox reversible. Donde vemos indicados los
parametros que se corresponden con:

» Ej-> Potencial del pico catodico
» Eg-> Potencial del pico anddico
* [;-> Intensidad del pico catodico
» [7-> Intensidad del pico anddico

Para que un proceso sea reversible se tienen que cumplir los siguientes
requisitos:

* Las intensidades (I5 e I7),son iguales ya que:

Ia
r=t
I
Ecuacion 5. Intensidades de VC.

= |La diferencia de potencial entre los picos:

59
AE = Ef — Ef = —

Ecuacion 6. Diferencia de potencial de VC.

En un sistema reversible la velocidad de transferencia de electrones es mas
grande que la velocidad de transporte de masa y el equilibrio de Nernst
siempre se mantiene en la superficie del electrodo.

Si un sistema de transferencia de electrones no logra mantener el equilibrio
en el electrodo la forma del voltamograma ciclico cambia y por tanto ahora es
irreversible [11].

En la Figura 9. Enfrentamiento de la reversibilidad y la irreversibilidad en VC.
se observa la diferencia en el voltamograma de un proceso reversible y de un
proceso irreversible:
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Figura 9. Enfrentamiento de la reversibilidad y la irreversibilidad en VC.

Las curvas (a) y (b) pertenecen a la senal de intensidad obtenida después de
ejecutar los respectivos barridos de potencial.

La curva (b) se produce a mayor velocidad de barrido que la curva (a).

En los dos casos, el barrido de izquierda a derecha desarrolla e mismo
recorrido (la parte de arriba del “pajarito”, la curva negra superior).

Pero el proceso (b) que es el mas rapido perfila la curva por arriba mientras
que el proceso (a) que es el mas lento cuando regresa al potencial inicial,
muestra un perfil distinto que es la curva azul.

Estas diferencias son causadas por la reversibilidad o la irreversibilidad de las
reacciones que ocurren en el proceso.

Cuando el proceso es irreversible el voltamograma de la voltametria ciclica
puede mostrar o no mostrar el pico inverso de la oxidacion o de la reduccion,
pero si el proceso es reversible como es el caso del proceso (b) que es el mas
rapido, no se produce el paso irreversible, ya que habra aumentado la
velocidad de barrido y por tanto el paso inverso puede aparecer antes que el
paso irreversible [14].

2.2.2. Sensores: Electrodos de grafito

Actualmente hay muchos tipos de sensores y diversos procedimientos de
preparacion para obtenerlos. Pero este proyecto se va a enfocar a disenar un
tipo de sensores de grafito. Se ha desarrollado unos sensores simples y con
una elaboracion sencilla para su obtencion.

Se pueden utilizar con instrumentacion basica y no compleja. Ademas, estos
sensores se han disenado con el propdsito de que sean rapidos en la medida
y que se puedan utilizar con una cantidad de analito reducida. Ya que en
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algunos casos no se ha podido precisar de gran cantidad de analito para
probarlos.

Asimismo, estos sensores disenados han sido modificados con distintas
enzimas consiguiendo asi biosensores. Estos han sido muy dutiles para
conseguir determinar y discriminar unos analitos de otros al probar los
sensores en los distintos productos alimentarios en los que se ha llevado a
cabo el trabajo.

Con todo ello, se va a desarrollar las caracteristicas, propiedades vy
funcionamiento de los sensores de grafito de forma tedrica que se han
disenado en este trabajo y en apartados siguientes se explicara el
procedimiento que se ha llevado a cabo para su fabricacion.

a. Descripcion, caracteristicas, funcionamiento y propiedades

El diseno de sensores de pasta de carbono tiene ciertas caracteristicas y
propiedades que son interesantes para la fabricacion de electrodos de grafito.

Como ya se ha mencionado en el previo de este sub apartado, la fabricacion
de estos sensores hace posible que se anadan mas componentes que
modifican las composicion de la pasta de carbono (del grafito) y de esta forma
se mejora la selectividad del sensor.

La preparacion de este tipo de sensores conlleva tiempos parcialmente
cortos, comparandolo con otros tipos de métodos para la obtencion de estos y
de otra clase de sensores.

Con los sensores que se han disenado se puede observar que tienen buenos
limites de deteccion comparado con otros sensores con los que se ha
trabajado paralelamente.

El coste de la fabricacion de estos sensores no es muy elevado, ya que
necesita elementos para fabricarlos sencillos como son el grafito y la resina
“Araldite”, los cuales no son componentes que tengan un coste elevado.

El sensor una vez fabricado se puede reutilizar muchas veces mas, es muy
dificil que se daney su limpieza es muy sencilla y rapida.

A continuacion se va a describir la composicion del sensor disenado:

El sensor esta fabricado a partir de un tubo de metacrilato hueco en su
interior, tiene una medida de unos 8 centimetros que se ha cortado con esa
longitud aproximadamente cada uno de ellos que se ha fabricado.

En el interior del tubo hueco de metacrilato esta introducido un cable (hilo
conductor de cobre) que por un extremo saldra del tubo de metacrilato para ir
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conectado directamente a la pinza que le pone en contacto con el
potenciostato y por el otro lado esta en contacto con la pasta de carbono.

La pasta de carbono, que como se acaba de mencionar se introduce por un
extremo del tubo de metacrilato, se compone de grafito mezclado con una
resina llamada “Araldite” que es un adhesivo de dos componentes, en el
apartado de proceso experimental se explicaran cantidades y proporciones de
cada componente que forman los sensores.

Cuando se mezclan el grafito y la resina “Araldite” se forma una pasta, la cual
tiene el grafito como conductor y la resina como adherente.

El grafito es importante que sea muy puro, para ello como se explicara con
mas detalle en la parte de procedimiento experimental, se le deshidrata.

Seguidamente se observa en la Figura 10. Sensor de pasta de carbono. un
esquema del sensor de grafito disenado:

Cable de cobre
< {hilo conductor}

«<—— Tubo de metacrilato

Pasta de grafito

e

Araldite

Figura 10. Sensor de pasta de carbono.

Este sensor de pasta de grafito mas la resina “Araldite” que se ha disenado
en este trabajo, se ha utilizado como sensor voltamétrico. La técnica que se
ha llevado a cabo para la medida del analito con este sensor ha sido la
voltametria ciclica ya explicada en el apartado 2.2.1.

El sensor disenado dentro del proceso en la celda electroquimica ejerce la
funcién del electrodo de trabajo (WE).

Por tanto el proceso completo del diseno y funcionamiento de este sensor de
pasta de carbono es el resumido a continuacion:

= Primero se prepara la pasta de carbono, elaborando la mezcla de
grafito y resina “Araldite”.
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= Una vez obtenido la pasta homogénea, se prepara el sensor con todo
lo comentado anteriormente.

= Cuando se tiene el sensor preparado para medir, se prepara la celda
electroquimica con todos los elementos mencionados en el punto
2.2.1, como son el RE y el AE, trabajando el sensor disenado como
electrodo de trabajo (WE).

= Finalmente, cuando todos los elementos estan conectados con el
potencidmetro y este a su vez con el ordenador, el software de este
consigue el voltamograma. Y éste es el resultado de los datos del
analito usando la técnica de la voltametria ciclica.

b. Modificaciones y variaciones del sensor

En este apartado se van a comentar las modificaciones que se han realizado
al sensor de pasta de carbono (CPE) que se ha disenado.

Las modificaciones han hecho que el sensor sea mejor en algunos aspectos
de la respuesta obtenida.

Estas modificaciones se han realizado anadiendo algunos componentes al
sensor disenado, ya que estos componentes tienen la funcion de mediadores
electronicos.

Las modificaciones han consistido en anadir dos tipos de enzima al electrodo
y de esta forma crear biosensores.

o Modificaciones con enzimas

La modificacion de los sensores (CPE) que se ha llevado a cabo ha consistido
en anadir una enzima en el sensor. Con esto se ha conseguido que el sensor
se convierta en un biosensor. También nos hemos apoyado en cierta
bibliografia para esta modificacion que apoya que la adicion de enzimas es un
componente que mejora significativamente la respuesta del sensor.

Las enzimas que se han anadido han sido la glucosa oxidasa (GOx) y la
tirosinasa (Tyr). Ambas han dado muy buenos resultados en los medios
alimentarios que se las ha probado. Como ya se explicara mas adelante en el
Capitulo 4.

Finalmente, se concluye este sub apartado, mencionando que
experimentalmente se han puesto a prueba los sensores y ademas de su
diseno, se ha intentado su mejora con estas modificaciones mencionadas.
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2.2.3. Biosensores: Electrodos de grafito con enzima

Los biosensores son un tipo de sensores quimicos (y electroquimicos) a los
que se les integra un componente bioldgico, que puede ser un acido nucleico,
un tejido, una célula, anticuerpo, un microorganismo, o como es el caso de
este proyecto, una enzima.

El componente biologico actla como elemento de reconocimiento y esta
ligado al sistema de transformacion de la senal y su procesamiento, originado
por la interaccion entre el electrodo con la enzima y el analito.

Como resultado de la unién de la enzima y el analito se origina la variacion de
las propiedades fisico-quimicas que son detectadas por el sistema de
transformacion de la senal.

Resumiendo, del mismo modo que los sensores electroquimicos que se han
descrito en los apartados anteriores, se ocupan de transformar una senal
guimica en una senal eléctrica.

Los biosensores tienen las propiedades y las virtudes de los sensores
guimicos y ademas las enzimas les aportan mayor sensibilidad y selectividad,
mayor efecto autocatalitco y limites de deteccion mas reducidos. Por tanto
pueden analizar soluciones con concentraciones muy pequenas.

Ademas se focalizan en el analito y no interactian con el resto de sustancias
gue contenga la solucion.

Asimismo, pueden determinar y analizar distintos analitos simultaneamente.

Se muestra a continuacion en la Figura 11. Funcionamiento de un biosensor.,
un esquema de como funciona un biosensor:
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BIOLOGICO

l
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@ ° EI.ECTRICA
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ESTUDID RECEPTOR
SISTEMA
ELECTRONIOO

Figura 11. Funcionamiento de un biosensor.
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Como en este trabajo el elemento biolégico que se ha utilizado han sido las
enzimas, se va a profundizar mas en su explicacion.

Los biosensores enzimaticos

Son los biosensores cuyo componente bioldgico receptor es una enzima.

Las enzimas son proteinas que catalizan las reacciones quimicas y no afectan
al equilibrio de la reaccién. Actian sobre las moléculas, que son los sustratos
y permiten el desarrollo de los procesos celulares [21].

El mecanismo de catalizacién de una enzima es el siguiente que muestra la
Figura 12. Mecanismo de catalisis enzimatica.:
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@ > ( )| —» R +

CONFORMACION DEL
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Figura 12. Mecanismo de catalisis enzimatica.
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Para llevar a cabo la fabricacion del biosensor enzimatico hay que realizar una
inmovilizacion de la enzima que se vaya a utilizar. Consiste en situar la
enzima en un area determinada, en el caso de los sensores electroquimicos
de pasta de carbono disenados en el proyecto (CPE), la enzima tiene que
cubrir toda la superficie que ocupa la pasta de carbono, para que el receptor
sea uno y haya errores en la medida porque haya zonas desiguales. Asi se
forman zonas insolubles que no se disuelven con la solucién. Es la parte mas
importante en la fabricacion del biosensor ya que si no se coloca bien la
enzima, el biosensor no sera fiable [18].

Este proceso puede llevarse a cabo por varias técnicas. Algunas de ellas son
la deposicion electroquimica de la enzima, la deposicion electroforética,
Layer-by-Layer (LbL) (técnica utilizada de forma relevante en mi grupo de
trabajo en el laboratorio Uvasens).

La técnica que se ha llevado a cabo para construir los biosensores de este
trabajo ha sido la de colocar la enzima encima de los sensores de pasta de
carbono (CPE) y se ha utilizado glutaraldehido (Glu) como agente de
entrecruzamiento, por tanto esta técnica se denomina Cross-linking.
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Esta técnica lleva dos procesos de inmovilizacién, primero se adsorbe la
enzima por la pasta de carbono y a continuacion se produce el
entrecruzamiento con el glutaraldehido.

Aunque ya se ha descrito la técnica en este apartado, en el Capitulo 3 se
detallara el procedimiento experimental para fabricar el diseno.

Actualmente se dispone de una amplia variedad de enzimas que consiguen
llevar a cabo un requerimiento especifico.

Seguidamente, se van a describir las enzimas empleadas en este TFG, que
son la glucosa oxidasa (GOx) y la tirosinasa (Tyr). Se han fabricado
biosensores con estas dos enzimas ya que la combinacion de ambas es ideal
para analizar el contenido en glucosa y en compuestos fenédlicos que es
importante a la hora de identificar y diferenciar vinos y zumos que son las
sustancias alimentarias en las que se aplicaran en este trabajo.

o Biosensores de tirosinasa (Tyr).
La tirosinasa (monofenol monooxigenasa) es una enzima que se ocupa de
catalizar la oxidacion de los fenoles. En estas reacciones el oxigeno es

reducido a agua o agua oxigenada (peréxido de hidrogeno—->H205).

La tirosinasa tiene la estructura molecular en tres dimensiones que muestra
la Figura 13. Estructura tirosinasa en 3D.:

Figura 13. Estructura tirosinasa en 3D.

Al inmovilizar la enzima en la pasta de grafito y obtener el biosensor, se
consiguen respuestas del sensor rapidas y estables. Ademas dichas
respuestas son sensibles a los compuestos fendlicos y polifendlicos como los
gue tiene el vino (valor antioxidante de los compuestos fendlicos en el vino),
que es una de las sustancias donde se van a probar este tipo de biosensores
[18], [19], [20].

o Biosensores de glucosa oxidasa (GOx).

La glucosa oxidasa es una enzima oxidorreductasa encargada de catalizar la
oxidacion de la glucosa.
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La glucosa oxidasa tiene la estructura molecular en tres dimensiones que se
observa en la Figura 14. Estructura glucosa oxidasa en 3D.:

Figura 14. Estructura glucosa oxidasa er;3D.

Para catalizar la oxidacion de la glucosa, que se halla en la disolucion de
estudio, la GOx consume el oxigeno molecular para formar d-glucolactona y
perdxido de hidrogeno (agua oxigenada), la reaccion seria de la forma que se
expone en la Ecuacién 7. Reaccién de la oxidacion de la glucosa.:
Glucosa oxidasa
o-D-glucosa + 02 -  H202 + d-glucolactona
Ecuacion 7. Reaccion de la oxidacion de la glucosa.

Donde:
= «-D-glucosa = Sustrato
= (O, > Cofactor
= Glucosa oxidasa = enzima catalizadora de la oxidacion

La glucosa oxidasa es una enzima que se utiliza mucho en la industria
alimentaria para determinar y cuantificar azlcares, en este trabajo se ha
utilizado para determinar la a-D-glucosa. Ademas es una enzima cuyo coste
es bajo [23], [24].

2.3.Sensores potenciométricos

Son un tipo de sensores que obtienen informacion del analito a partir de la
diferencia de potencial entre el electrodo de trabajo y el de referencia. Con
estos sensores se trabaja a circuito abierto, contando con el electrodo de
referencia (RE) y con el electrodo de trabajo (WE). Entre estos dos electrodos
es donde se aplica la diferencia de potencial que es la respuesta que se
quiere obtener.
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Estos dos electrodos se introducen en la celda electroquimica junto con la
disolucion de estudio, el procedimiento consiste en trabajar a “corriente
nula”, como se va a describir en los siguientes sub apartados.

Los dos electrodos se conectan por el extremo opuesto al de la celda a un
dispositivo de medida de potencial que es el que va conectado al ordenador
que contiene el software que va a proporcionar la respuesta graficamente.

El esquema del montaje de una celda electroquimica con los electrodos
potenciométricos es el de la Figura 15. Montaje celda electroquimica
potenciométrica.:

POTENCIOMETRO

Figura 15. Montaje celda electroquimica potenciométrica.

Este tipo de sensores que se han disenado en este proyecto se han probado
como ya se explicara mas adelante en analisis de bebidas, como vinos y
zumos, y también como “lengua” para diferenciar 5 sabores.

2.3.1. Potenciometria

La potenciometria es una técnica electroquimica que se establece a partir de
la Ecuacion 1. Ecuacion de Nerst.,, que se basa en la medida de los
potenciales eléctricos en materiales o soluciones para calcular la
concentracion de disoluciones idnicas [25].
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a. Descripcion del proceso

Como se acaba de mencionar la potenciometria es una técnica que se funda
a partir de la ecuacion de Nernst.

Esta ecuacion relaciona la diferencia de potencial entre los dos electrodos,
que se van a utilizar como se describirda un poco mas adelante, con la
concentracion del analito en la disolucion de estudio.

En el apartado 2.1.2., se explicé la Ecuacion 1. Ecuacion de Nerst. y cada
parametro de esta ecuacion.

Para esta técnica es necesario el empleo de tres elementos:

Dispositivo de medida de potencial
Electrodo de referencia (RE)
Electrodo de trabajo (WE) o electrodo selectivo a iones a caracterizar.

Ahora se va a proceder a describir cada uno de los tres elementos que se
emplea en esta técnica:

o Dispositivo de medida de potencial.

Es el aparato utilizado para medir el voltaje de la celda en el que se
encuentran el electrodo de referencia (RE) y el electrodo indicador
(WE).

Es un voltimetro muy sensible que amplifica la débil senal eléctrica
que producen los electrodos, y permite lecturas de hasta 0.1 mV con
considerable exactitud [25].

La Figura 16. Dispositivo de medida de potencial. representa el
instrumento:

Figura 16. Dispositivo de medida de potencial.

En este trabajo se ha utilizado como dispositivo de medida un aparato
llamado Data logger, que es un dispositivo electronico cuya funcion es
registrar los datos en el tiempo por medio de los sensores conectados
externamente. Este aparato ademas de ir conectado a los sensores,
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también estaba conectado al ordenador donde se encontraba el
software que recibia y trataba los datos de este registrador.

Electrodo de referencia (RE).

El electrodo de referencia es el que proporciona el potencial conocido y
gue no cambie este con la composicion de la disolucion de estudio,
habitualmente son de doble unién o de calomelano respecto a los
cuales se miden las variaciones de potencial [25].

El que se ha usado en este trabajo ha sido de Ag/AgCl. Como el que se
ha usado también con los electrodos voltamétricos.

Se compone de un hilo de plata que esta rodeado de una disolucion de
cloruro de plata (AgCl), esto a su vez se aloja en una disolucion de
cloruro potasico (KCl) de concentracion 0.1M.

Pero también se prob6 un electrodo de referencia comercial de
Ag/AgCl. Ya que el que se uso con los voltamétricos era elaborado por
nosotros en el laboratorio.

Al tomar los resultados finales con los sensores potenciométricos
usamos el electrodo de referencia comercial de Ag/AgCl.

El electrodo de referencia debe de ser facil de montar.

Electrodo de trabajo (WE) o electrodo selectivo a iones a caracterizar.

La construccion de los sensores potenciométricos depende del tipo de
disolucion que se quiera medir.

Los electrodos selectivos a iones son electrodos sensibles a la
presencia de un tipo de i6n en la disolucion de estudio y posibilitan su
cuantificacion. Son sensibles a una familia de iones de caracteristicas
similares pero entre todos tiene mayor afinidad por uno de ellos en
concreto [25].

Este electrodo es el que se ha disenado en este proyecto. En el
Capitulo 3 se explicara detalladamente como se ha fabricado y con
gqué componentes se ha realizado.

Es un electrodo que contiene membranas que se especificaran cuales
son mas adelante.

La membrana es responsable del reconocimiento selectivo y de la
transformacion del potencial generado en una senal eléctrica que se
puede medir. Esto quiere decir que el receptor y el transductor estan
incorporados en un Unico elemento [25].
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2.3.2. Propiedades y funcionamiento de los sensores
potenciométricos

Los sensores potenciométricos miden el potencial de equilibrio
termodinamico, donde no fluye corriente, es decir es igual a cero.

Seguidamente se muestra la Figura 17. Esquema de una potenciometria. el
montaje de una potenciometria teéricamente:

[ Potencidmetro |

| 100 Meg I~
[ 1 | A Amp-
AW “1”/ a
ISE \ =
EerEre
Exe
Membrana -
selectiva

Figura 17. Esquema de una potenciometria.

Se introducen los dos electrodos (RE y WE) en la celda electroquimica con la
disolucion de estudio, se crea un flujo transitorio de iones en la interfase que
hay entre la membrana selectiva y la solucion de estudio, asi se ocasiona una
diferencia de potencial que depende de la cantidad de iones presente en la
disolucion.

La diferencia de potencial medida es el resultado de tres factores:
= Lainteraccion entre la membranay el analito de estudio.
= La interaccion que se produce entre el elemento de referencia y el

medio donde se encuentra, aportando un potencial constante
suponiendo constantes la temperatura y la composicion del medio.

= La unién liquida que se produce entre la disolucion de estudio y la

solucion interna del electrodo de referencia. El RE fija su potencial con
una solucion de cloruro constante.

La medida de potencial que se origina en la celda electroquimica representa
el cambio de potencial que se origina mediante la superficie de la membrana
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del WE, y se consigue la respuesta de la concentracion de iones en la
disolucion de estudio [25].

Dependiendo del estado de la membrana es de un tipo o de otro, en este
trabajo se ha disenado los sensores con la membrana en estado sélido.

Esta membrana esta compuesta por una mezcla homogénea de polimero
(PVC) que contiene un intercambiador idnico organico para el ion o analito a
determinar. La membrana es facil de reemplazar. La membrana no es
demasiado resistente y habitualmente hay que sustituirlas [25].

Ademas dentro de los sensores de membrana se distinguen en si la
membrana es cristalina o no lo es. En este trabajo las membranas que se han
utilizado no son cristalinas. Y son del tipo de liquido inmovilizado en polimero
rigido (matriz de PVC), y es bueno para medir nitratos y calcio.

En este trabajo se han usado 20 tipos de membranas distintas, pero las 20
membranas contienen la matriz de PVC.

Cada membrana esta compuesta por PVC, mas un plastificante mas un
aditivo.

Lo que cambia entre ellas es el aditivo y/o el plastificante que llevaba cada
una de ellas.

El mecanismo de funcionamiento del sensor potenciométrico que se ha
disenado es independiente de la naturaleza o tipo de membrana que haya
medido.

2.4.Aplicacion de los sensores en la industria de la alimentacion.

En este apartado se va a exponer los antecedentes de los sensores
disenados, es decir si se han utilizado para algun otro trabajo o prueba.

También se va a desarrollar en que se van a probar en este trabajo, en qué
tipo de productos alimentarios se van a ensayar.

Y se mencionaran otras aplicaciones de este tipo de sensores en la industria.

o Sensores voltamétricos.

Se va a comenzar describiendo las aplicaciones de los sensores voltamétricos
en este trabajo, en otros y en la industria.

= Antecedentes

Los antecedentes de estos sensores son muy amplios. Algunos de ellos que
se han desarrollado en el grupo de investigacion “UVaSens” con mi tutora
Cristina Garcia Cabezon son los siguientes:

La deteccion de antioxidantes, la discriminacion de fenoles y polifenoles, la
deteccion de azucares. A parte paralelamente a este proyecto mi companera
Esther de Torre ha realizado un proyecto probando estos sensores disenados
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en leches. Para ver su capacidad de discriminacion de distintos productos
lacteos en funcion de su composicion.

= Finalidad de este TFG

En este trabajo los sensores disenados de pasta de carbono (CPE) y los
biosensores, se van a probar en zumos con leche y en vinos.

Lo que se va a buscar en estos dos productos de alimentacion va a consistir
que el sensor distinga entre cada uno de ellos. Se explicara mas adelante
detalladamente en el Capitulo 4, habra dos zumos con la misma composicion,
pero uno de ellos tiene un problema (prueba de problema-control), y el sensor
CPE disenado tiene que distinguir cual de los dos es el zumo problema y cual
el zumo control.

Seguidamente este mismo sensor y los biosensores, se utilizaran para medir
los vinos. Primero en una clasificacion de 4 vinos dependiendo el tipo de uva
y posteriormente dependiendo de la edad del vino.

= Estado actual de los sensores

Este tipo de sensores voltamétricos se usan en analisis de laboratorio y estan
en fase de estudio y mejora.

o Sensores potenciométricos.

Se va a describir las aplicaciones de los sensores potenciométricos en este
trabajo, en otros y en la industria.

= Antecedentes

Los antecedentes de este tipo de sensores van ligados a dos trabajos. El
primero es el mencionado anteriormente, que se ha realizado paralelamente
por mi companera Esther de Torre, que ha probado el sensor en leche para
distinguir las leches por su composicion.

El siguiente trabajo que ha ido muy ligado a este proyecto es el del profesor
Luis A. Dias de la “Escuela Superior Agraria de Braganca (Instituto
Politécnico) ” que ha desarrollado un sistema de lengua electrénica
potenciométrica similar al que se ha disenado en este proyecto y lo ha
probado en:

e Miel

Este trabajo se ha basado en probar la lengua electrénica en 52 muestras de
mieles comerciales obtenidas aleatoriamente en distintas regiones de
Portugal, los datos obtenidos fueron evaluados por discriminacion de las
muestras con programas estadisticos de multivariables (métodos de analisis
de componentes principales y discriminantes lineales). Con la lengua
electronica consiguié proporcionar una alternativa analitica para la
clasificacion de las mieles con respecto al tipo de polen, ya que si el analisis
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es bioldgico requiere mucho tiempo y mano de obra cualificada. Y se concluyo
gue la lengua tenia una eficiencia buena [27].

e Leche

Se construyé una lengua electronica con 36 sensores de sensibilidad cruzada,
que sirvieron para la deteccion de la adulteracion de la leche de cabra con
leche bovina, un gran problema para la industria lactea. Es un nuevo método
como alternativa a la metodologia analitica clasica utilizada para detectar
adulteraciones de leche. Es un procedimiento mas sencillo, rapido vy
econémico.

Se consiguid una alta especificidad (del 97 y 93%) y el modelo confirmé
demostré su validez porque consiguid clasificar correcta e incorrectamente
muestras de leche con reiteracion (confirmando que no clasificaba de manera
aleatoria) [28].

= Finalidad de este TFG

En este trabajo los sensores potenciométricos disenados, se van a probar en
Zumos con leche y en vinos.

Lo que se va a buscar en estos dos productos de alimentacion va a consistir
que el sensor distinga entre cada uno de ellos. Se detallara en el Capitulo 4.
Habra dos zumos con la misma composicion, pero uno de ellos tiene un
problema (prueba de problema-control), y el sensor potenciométrico con sus
20 membranas distintas tiene que distinguir cual de los dos es el zumo
problema y cual el zumo control, dependiendo de la diferencia de potenciales.
Seguidamente esta lengua electronica poteciométrica, se utilizara para medir
los vinos. Primero en una clasificacion de 4 vinos dependiendo el tipo de uva
y posteriormente dependiendo de la edad del vino. Dependiendo del vino que
sea tiene que tener un potencial diferente y eso es lo que hara que el sensor
distinga entre los distintos vinos.

= Estado actual de los sensores
En la industria los sensores potenciométricos se utilizan para [25]:

¢ Analisis de iones de procesos industriales continuos o en batch.

e Determinacion de monitoreo continuo de la calidad de aire y
gases contaminantes.

e Determinacion de electrolitos en fluidos fisiol6gicos para
analisis clinicos.

e Determinacion de iones constituyentes den muestras de
agricultura, medio ambiente y farmacia.

e Determinacion del pH.

e Determinacion del punto final en disoluciones acidos, bases y
redox.
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Este tipo de sensores potenciométricos que se han disenado en este trabajo,
se usan en analisis de laboratorio y estan en fase de estudio y mejora.
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CAPITULO 3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En este capitulo se incluira la descripcion del procedimiento experimental que
se ha llevado a cabo en este proyecto. Primeramente se describira el
procedimiento que se ha llevado a cabo para el diseno de los sensores
voltamétricos. Para ello, se explicara que materiales han sido utilizados, la
preparacion de la pasta de la que estan formados este tipo de electrodos, la
fabricacion de dichos electrodos, que enzimas se han utilizado para obtener
los biosensores voltamétricos, las mejoras que se han realizado al proceso y
los ensayos voltamétricos que se han elaborado con este tipo de sensores.

A continuacién se describira el diseno y el procedimiento experimental que se
ha realizado para la obtencion de la red de sensores potenciométricos. Por
tanto, se explicara los materiales usados, los tipos de membranas utilizadas
para la fabricacion de la lengua electronica potenciométrica, y como se ha
llevado a cabo dicha fabricacion de la red de electrodos, las mejoras de la
lengua potenciométrica y los ensayos potenciométricos que se han realizado
con este tipo de sensores.

Finalmente, se escribira sobre el analisis quimiométrico que se ha utilizado
para analizar los resultados obtenidos de las medidas de los sensores,
describiendo cada analisis que se ha utilizado para tratar los datos obtenidos,
estos son: PCA, LDA, PLS, MLR.

3.1.Preparacion de sensores y biosensores de grafito voltamétricos

Se han fabricado dos tipos de sensores voltamétricos: la red de sensores y
biosensores voltamétricos.

Para la fabricacion de ambos se ha seguido el mismo procedimiento
experimental, pero para conseguir los biosensores, se parte del sensor
voltamétrico y se le anade la correspondiente enzima, se detallara en los
sucesivos apartados.

3.1.1. Materiales utilizados

Los materiales utilizados para la fabricacion de los sensores voltamétricos de
pasta de carbono (CPE) son:

o Grafito.

El grafito es un mineral de carbono casi puro, tiene brillo metalico y
color entre gris y negro.
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Procede de las rocas de carb6n que han soportado metamorfismo y se
extrae de las minas.

Los atomos de carbono estan firmemente unidos en el plano por
enlaces covalentes, conformando capas. Estas capas estan apiladas
paralelamente y unidas entre si por fuerzas de Van der Waals (que son
mas débiles).

El grafito puede ser de dos tipos: natural o sintético [29].

Figura 18. Grafito.

Cantidades:

Para llevar a cabo la fabricacion del sensor CPE, la cantidad del grafito
que se va a utilizar siempre va a ser un 50% del peso total de la pasta.
Es decir, para fabricar la pasta de carbono, que se parte de que el
peso total va a ser 6.4 gramos, la cantidad de grafito que se va a
utilizar son 3.2 gramos.

Figura 19. Grafito laboratorio.

o Resina “Araldite”.
Es un adhesivo de dos componentes, una resina y endurecedor que
reacciona al mezclarse. Es valiosa para unir metal, madera, piedra,

cristal, porcelana y plasticos.
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La resina consta de dos componentes, que se echan en diferentes
momentos de la fabricacion de la mezcla. El primer componente es de
color transparente, el segundo componente es de color amarillento
[30].

Figura 20. Resina “Araldite”.

Cantidades:

Para fabricar el sensor, la cantidad de “Araldite” que se va a necesitar
es un 50% del peso total de la pasta. Para elaborar la pasta de
carbono, que se parte de que el peso total va a ser 6.4 gramos, la
cantidad de “Araldite” que se va a utilizar son 3.2 gramos. Esto quiere
decir que se va a emplear 1.6 gramos del primer componente y 1.6
gramos del segundo componente del adhesivo.

Cables.

Se utiliza un cable de cobre que pone en contacto la pasta de carbono
formada con la pinza que esta conectada al equipo en este caso el
potenciostato.

Un requisito fundamental es que la pasta recubra bien el cable, ya que
no puede estar en contacto el cable con la disoluciébn que se vaya a

medir.

Figura 21. Cable de cobre.
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o Tubos de metacrilato.
Se usan unos tubos de metacrilato abiertos por ambos lados, por uno
se introduce la mezcla y por el otro el cable que quedara en contacto
con la pinza del potenciostato.

Aparte de los materiales que son componentes del sensor, se utilizan otros
instrumentos necesarios para llevar a cabo la fabricacion:

Balanza analitica de precision (Precisa 125A)
Vidrio de reloj

Espatulas

Un folio de plastico

Papel de lija

Horno

O O O O O O

Estos elementos se mostraran mas adelante en los siguientes apartados.

3.1.2. Preparacion de la pasta

Para la preparacion de la pasta de carbono se realizan los siguientes pasos:

Primeramente, se pesa el grafito en un vidrio de reloj (Figura 22. Vidrio de
reloj.), con un peso de 3.2 gramos aproximadamente.

Figura 22. Vidrio de reloj.

Seguidamente, se introduce en el horno el grafito sobre el vidrio de reloj, ya
que se necesita que se deshidrate para que la pureza del grafito sea mayor.

El tiempo que se mantiene el grafito en el horno es de aproximadamente 2
horas a la temperatura de 100°C. Una vez pasado ese tiempo, se saca el
grafito del horno.

A continuacion, se pesa la resina “Araldite”. Cogemos un pedazo de plastico y
después de tarar la balanza (Figura 23. Balanza analitica de precision
(Precisa 125A)), pesamos el primer componente del adhesivo (el componente
de color transparente) hasta conseguir un peso de 1.6 gramos. Rapidamente
se toma otro pedazo de plastico y se pesa el segundo componente del
adhesivo (el componente de color amarillento), obteniendo 1.6 gramos.
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Es recomendable que el adhesivo (ambos componentes se viertan en un
plastico, ya que es donde mas adelante se mezclaran con el grafito y el
proceso mancha en exceso, de esta forma esos pedazos de plasticos se
pueden desechar).

Figura 23. Balanza analitica de precision (Precisa 125A)

Posteriormente, donde esta contenido el primer componente del adhesivo se
va vertiendo poco a poco y mezclando el grafito continuamente sin parar,
hasta que se consigue una masa homogénea. Se mezcla con una pequena
espatula. Cuando se ha conseguido mezclar la totalidad de ambos productos,
se tiene que obtener una especie de pelota con la textura blanda con similitud
a la plastilina.

Seguidamente, donde esta la pelota obtenida se va anadiendo el segundo
componente en pequenas cantidades sin parar de mezclar pero con rapidez
ya que la pasta a medida que se va anadiendo este segundo componente, va
endureciendo la mezcla.

Cuando se termina de anadir la totalidad del segundo componente, se
obtendra una pelota mas dura que la primera obtenida. La pasta estara lista
para su introduccion en el tubo de metacrilato. Este proceso hay que hacerlo
rapidamente ya que la pasta endurece rapidamente y cada vez mas.

3.1.3. Fabricaciéon de los electrodos

Primeramente se preparan los tubos de metacrilato, cortandolos con la
medida que interese. En las fotografias que se proporcionaran posteriormente
se vera el tamano aproximado. Ademas por el extremo que se vaya a
incorporar la pasta de carbono, se lija y se raya (como una lima o un dremel)
para que tenga mayor rugosidad y asi penetre mas facilmente la mezcla.
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Figura 24. Lima y dremel.

Se corta con la medida adecuada el cable para dejar todo preparado antes de
la realizacion de la pasta de carbono, ya que como se ha comentado varias
veces la pasta una vez obtenida endurece rapidamente y hay que trabajar con
ella rapido.

A continuacion, se prepara la pasta de carbono con los pasos que se
explicaron en el punto anterior (3.1.2)

Una vez obtenida la pasta de carbono, se introduce rapidamente en el tubo de
metacrilato por uno de los dos extremos y se mete entre 1-2cm
aproximadamente, y se introduce por el otro extremo el cable hasta que
quede en contacto con la pasta de carbono, consiguiendo que esta envuelva
bien el contacto del cable pero sin dejarle al descubierto con el exterior.

Una vez conseguido esto, se introduce en el horno durante 24 horas a una
temperatura de 50°C, con esto se consigue que la mezcla de carbono
endurezca y consiga la consistencia adecuada al solidificar totalmente.
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Figura 25. Horno.

A las 24 horas se extrae del horno el sensor y se lija (en la desbastadora o
con papel de lija), hasta que se obtiene una superficie lisa y brillante, sin
ningln poro o agujero en la parte de la pasta de carbono.

Figura 26. Papel de lija.

Figura 27. Desbastadora.
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Finalmente se puede cerrar con una gota de pegamento la otra parte del tubo
de metacrilato.

De esta forma se consigue el sensor voltamétrico, que estara listo para probar
y medir la senal electroquimica que aporta.

El sensor de pasta de carbono (CPE) que se obtiene es el que se observa en la
Figura 28. Sensor CPE voltamétrico.:

Figura 28. Sensor CPE voltamétrico.

Con las cantidades mencionadas se obtendran entre 2 y 4 sensores,
dependiendo de la cantidad que se aloje en cada tubo, en los siguientes
apartados se mencionan algunas modificaciones.

3.1.4. Enzimas utilizadas para la fabricacion de biosensores

Para la fabricacion de los biosensores se parte de los electrodos fabricados
de pasta de carbono CPE, cuya elaboracion se ha explicado en el apartado
anterior 3.1.3.

Se adiciona las enzimas especificas que se han elegido y se expusieron en el
Capitulo 2. El objetivo es que la enzima correspondiente reaccione con el
analito que esta contenido en la disolucion de estudio, y de esta forma se
detectara. Por tanto asi se obtiene un sensor especifico.

44



A continuacion, se van a detallar las enzimas y su elaboracion y el
procedimiento de deposicion de estas en el sensor de CPE.

Las enzimas utilizadas han sido:
o Tirosinasa (Tyr)
“Tirosinasa from mushroom”. Se llevardn a cabo medidas de

antioxidantes con esta enzima. En este trabajo sera usada para la
medicion de vinos.

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

Esta enzima se utilizara para la medida de azlcares. En este trabajo se
usara para la medicion de glucosa en vinos y en zumos con leche.

Procedimiento de preparacién de las enzimas

Para la preparacion de ambas enzimas se ha realizado el mismo
procedimiento.

Primeramente se elabora la disolucion tampén fosfato (HoPOa/HPOZ™),
también llamada Buffer fosfato, es una disolucibn amortiguadora de
concentracion 0.01M y pH=7. En el apartado 3.1.6 b, se explicara como se
realiza esta disolucion.

Una vez elaborada la disolucion Buffer, se dispone de 0.005 gramos de la
enzima correspondiente (s6lida y mantenida en un congelador) sobre un
eppendorf (Figura 29. Eppendorf.).

Figura 29. Eppendorf.

Una vez introducida la cantidad de enzima en el eppendorf se adiciona 1 mL
de la disolucion de Buffer (0.01 M). Se consigue una concentracion de 5
mg/mL. Para disolver la enzima en la disolucion Buffer se agita en el agitador
“Vortex” (Figura 30. Agitador Vortex agitando enzima.).
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Figura 30. Agitador Vortex agitando enzima.

Una vez disuelta la enzima en la disolucion Buffer, se preparan alicuotas (de
60uL cada una) que se almacenan en el congelador para que se conserven
sus propiedades, hasta que se las vaya a colocar en el sensor para prepararle
para medir las disoluciones.

De esta forma conseguimos las enzimas de tirosinas (Tyr) y de glucosa
oxidasa (GOx), listas para colocar en el sensor CPE.

Procedimiento de preparacién de los biosensores

Para preparar los biosensores, se parte del electrodo de pasta de carbono
gue se habia fabricado y explicado anteriormente en el apartado 3.1.3.

Se procede a la inmovilizacion de la enzima, se coge el electrodo y se fija en
un soporte con la parte de la pasta de carbono hacia arriba. Con una
micropipeta (de 60uL) se coge la cantidad de enzima que se encuentra en el
eppendorf.
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Figura 31. Micropipetas.

La enzima se deposita encima la pasta de carbono y se deja secar, hasta que
la enzima se ha absorbido por completo.

Posteriormente, se introduce el electrodo por el extremo de la pasta de
carbono en glutaraldehido (Glu), ya que se va a utilizar como el agente de
entrecruzamiento (técnica de Cross-linking), durante 1 minuto. De esta forma
se produce el entrecruzamiento con el glutaraldehido.

Finalmente, se sumerge de nuevo en la disolucion de Buffer (0.01M y pH=7),
30 segundo.

Después de este procedimiento, el biosensor esta listo para medir la
disolucion de estudio.

3.1.5. Mejoras del proceso

Algunas posibles mejoras que se pueden realizar en los sensores
voltamétricos CPE son:

o La adicién de una cantidad determinada de nanoparticulas (Cerio,
Niquel, Titanio) a la pasta de carbono del sensor. Este proceso es una
posible linea de investigacion futura.

o La fabricacion de biosensores a partir del sensor CPE con la
superposicion de enzimas en este. Con este procedimiento
dependiendo de la muestra que se desee analizar se precisa la enzima
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y se obtienen resultados especificos con dicha enzima. Esta mejora se
ha realizado en este trabajo.

o De forma estética los sensores se pueden mejorar embelleciendo el
tubo de metacrilato introduciendo algo que cubra su interior, de esta
forma no se vera el interior del tubo y consecuentemente no se vera el
cable.

3.1.6. Ensayos voltamétricos

Con los sensores y los biosensores ya fabricados, se va a llevar a cabo su
utilizacién para medir y caracterizar las diferentes disoluciones y compuestos
que se quieren analizar.

En este trabajo se va a entrenar el sistema con una disolucion de KCI, a
continuacién se mediran zumos con leche y vinos.

Se van a describir los elementos usados para el procedimiento de las
mediciones, las disoluciones y productos alimentarios que se quieren estudiar
y las particularidades y descripcion del proceso de medida.

a. Elementos utilizados

Se va a enumerar los elementos del laboratorio que son necesarios para
llevar a cabo el montaje de la celda electroquimica y las mediciones que se
van a llevar a cabo en el desarrollo experimental.

Material de laboratorio

= Desionizador de agua.

Agua desionizada Milli-Q de conductividad 18,2 MQcm.
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Figura 32. Desionizador de agua.

= Matraces de 50, 100, 200, 500y 1000 mL.

Figura 33. Matraces.

= Vasos de precipitados

Figura 34. Vasos de precipitados.
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Espatulas y cucharillas

Figura 35. Espatula.

Probetas

g\
¥

Figura 36. Probetas.

Parafilm

Tijeras

Figura 38. Tijeras.

W
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=  Soplete

Y
] |

Figura 39. Soplete.

=  Polimetro

Figura 40. Polimetro.

=  Guantes de latex

Figura 41. Guantes de latex.

Elementos para las mediciones

Para realizar las mediciones hay que montar una celda electroquimica y para
ello se necesitan distintos elementos que son los siguientes:

= (Celda electroquimica

Es el recipiente donde vamos a colocar los electrodos y donde se va a
introducir la disoluciéon de estudio.

El modelo de la celda electroquimica es = 50 mL, Princeton Applied
Research.
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Figura 42. Celda electroquimica.

= Electrodo de referencia (RE)

Se utilizara un electrodo de disolucion Ag/AgCl/KCIl. Se coloca a la
izquierda del electrodo de trabajo en la celda electroquimica. Esta
sumergido en una disolucion de KCI para mantenerlo mientras no se
utiliza, por tanto se enjuaga con agua desionizada antes de
introducirlo en la disolucion de estudio.

Figura 43. Electrodo de referencia.

= Electrodo de trabajo (WE)

Los electrodos de trabajo que se han utilizado en este tipo de procedimiento
han sido los electrodos de CPE y los biosensores fabricados que se han
descrito en los anteriores apartados. Se coloca en el medio en la celda
electroquimica, entre el RE y el AE.
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Figura 44. Electrodo de trabajo.

= Electrodo auxiliar o contraelectrodo (AE)

Como contraelectrodo, para cerrar el circuito, se ha utilizado una placa de
platino que se sujeta con unas pinzas y se introduce en la celda. Antes de
utilizarla hay que purificarla, por tanto, la placa de platino se quema con un
soplete y se enfria con agua desionizada. Y se sujeta con las pinzas, estas
nunca pueden estar himedas o tocar la disoluciéon ya que si eso pasa las
medidas no son correctas. La posicion del AE es a la derecha del WE en la
celda electroquimica.

Figura 45. Placa de platino.

=  Cocodrilos

Para conectar los electrodos con el potenciostato se necesitan unas pinzas.
La pinza de color verde representa la toma de tierra y no se conecta a ningin
electrodo, la pinza de color negro se conecta al contraelectrodo (AE), la de
color rojo al electrodo de trabajo (WE) y la de color azul al electrodo de
referencia (RE).
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Por tanto la disposicion final de la celda sera la que se observa en la Figura
47. Disposicion celda electroquimica.:

Figura 47. Disposicion celda electroquimica.

= Potenciostato

Es el dispositivo electronico que se utiliza para establecer y controlar el
potencial de los electrodos y registrar la corriente para cada valor del
potencial y los datos que registra los traslada al ordenador.

Figura 48. Potenciostato.
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= QOrdenador

Le llegan los datos registrados procedentes del potenciostato y con el
software que tiene instalado, los trata y los procesa.

Figura 49. Ordenador.

=  Software

El Software utilizado para la representacion y generacion de los datos
registrados es el NOVA 1.10.1.9 (Metrohn autolab B.V.).

ﬂﬂ\fﬂ.

Maowa 1.10

Figura 50. Icono NOVA 1.10.

Finalmente la disposicion de los elementos en conjunto para llevar a cabo las
voltametrias con los sensores y biosensores de CPE es la de la Figura 51.
Disposicion conjunto de elementos para VC.:

Figura 51. Disposicion conjunto de elementos para VC.
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b. Disoluciones utilizadas

Para realizar las mediciones de este trabajo, se han elegido distintas
disoluciones. Vamos a mencionarlas en este apartado.

= Disolucion de cloruro potasico (KCI)

Esta disolucion tiene como volumen 1000 mL con una concentracion
de 0.1 M.

Para obtenerla se disuelven 0.7518 gramos de KCI ((CAS 120-80-9).
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) en agua ultra pura desionizada,
obtenida con el desionizador de agua que mostramos en el apartado
3.1.6.a.

Figura 52. Disolucion de KCI.

Los electrodos miden esta disolucion y se comprueba que funcionan
de manera adecuada.

Ademas el electrodo de referencia contiene KCl, y se prepara cuando
se quiere fabricar el RE.

= Disoluciéon de Buffer fosfato

También llamada disolucion tampoén fosfato (Ho.PO4/HP0OZ7), es una
disolucion amortiguadora de concentracion 0.01M y pH=7.

56



Figura 53. Disolucion de Buffer.

Para obtenerla se disuelven 0.732 gramos de Dihidrogenofosfato
sodico (NaH2PQa, pureza>99%, Sigma-Aldrich) y 0.54 gramos de
Hidrogenofosfato sédico (Na2HPOa, pureza>99%, Sigma-Aldrich) en un
matraz de volumen 1000 mL con agua desionizada.

La disolucion Buffer fosfato se utiliza en este trabajo para la
preparacion de las enzimas, para fabricar los biosensores, como se ha
explicado en el apartado 3.1.4.

Esta solucion es ideal para preparar las enzimas ya que aporta un pH
neutro (pH=7).

Esta disolucion se puede utilizar hasta semanas después de su
preparacion guardandolo en el frigorifico.

Disolucién de ferrocianuro

Esta disolucion es una mezcla de Ferro-ferricianuro ([Fe (CN)6]-#/3) en
KCI.

Figura 54. Disolucion de ferro-ferri.
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Para obtenerla, se emplea una mezcla de 0.1842 gramos de
Ka[Fe(CN)s] 3- H20 5 mM y 0.1663 gramos de Ks [Fe(CN)s] 5 mM. Y se
disuelve en una disolucién de KCI 0.1 M.

= Solucion de glutaraldehido 2,5% w/w (CsHsO»)

Esta disolucion se va a utilizar para la preparacion de los biosensores
como se ha explicado en el apartado 3.1.4. El glutaraldehido se
emplea para inmovilizar las enzimas mediante “cross-linking”. Se usa
para poner en contacto los vapores con los sensores con la enzima
depositada.

Se prepara adicionando 9 mL de glutaraldehido comercial (Glu)
(CsHgO2, Alta Aesar) diluido al 50% en un matraz de 200 mL de
HoPO,/ HPO; a pH 7. Se divide en alicuotas.

Esta solucion puede usarse varias veces, pero hay que cubrirla con
parafilm, y mantenerla congelada.

c. Voltametria ciclica

Los sensores de pasta de carbono (modificados y sin modificar) y los
biosensores que se han disenado y fabricado en este trabajo son sensores
voltamétricos, por tanto se ha llevado a cabo la técnica de la voltametria
ciclica para medir las disoluciones con los sensores en los diferentes ensayos.

Los parametros cambian segun el tipo de sensor y el analito a analizar. Para
llevar a cabo esta técnica se ha utilizado el software Nova 1.10.1.9 (Metrohn
autolab B.V.).

A continuacion se va a describir el procedimiento que se lleva a cabo en el
software para obtener los resultados que se desean.

Al abrir el programa Nova 1.10 aparece la pantalla que muestra la Figura 55.
Programa (Nova 1.10) para CV.:
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Figura 55. Programa (Nova 1.10) para CV.

Se empieza estableciendo los valores que se necesitan, que son los tres
valores de potencial, el valor inicial y los valores de los extremos de la
medicion. También se fija el nimero de ciclos que se quieren ejecutar, y la
direccion de la carpeta donde se quieren almacenar los datos en un “archivo

Axt”.

El nimero de ciclos que se van a ejecutar seran la mitad del nUmero de veces
que se pasa por el punto V=0.

El nimero de ciclos que se han fijado normalmente en la mayoria de las CV

que se han realizado han sido 5 ciclos.
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Figura 56. Senalizacion de los valores de definicion de la CV.

Después de haber establecido los valores convenientes, se prepara y se pone
a punto el montaje del circuito y cuando esta todo listo, se pulsa el boton
“Start” y asi comienza el tiempo de estabilizacion, al finalizar este tiempo,
empieza la voltametria ciclica (CV).
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Figura 57. Boton “Start”, para el inicio de la CV.

Finalmente, cuando termina la CV, se adquiere una grafica en el software y un
archivo “.txt” con los valores de dicha grafica para su analisis.
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Un ejemplo de grafica es la Figura 58. Grafica de CV. Sensor de grafito en
disolucion de KCI 0.1M.:

4E5FT T T T T T T T T T

2EB -

i<}
T

-2E5 -

WE). Current (A)

Ny 08 06 04 032 0 0.2 0.4 0.8 08
Potential applied (V)

Figura 58. Grafica de CV. Sensor de grafito en disolucion de KCI 0.1M.

3.2.Diseno y preparacion de sensores potenciométricos

Se ha fabricado una red de sensores potenciométricos. En este apartado se
va a explicar el procedimiento experimental para la fabricacion de esta red de
sensores, los materiales que se han necesitado y los tipos de membranas y
su elaboracion. Ademas de las disoluciones en las que se han puesto a
prueba.

3.2.1. Materiales utilizados

Los materiales utilizados para la fabricacion de la red de sensores
potenciométricos son:

o Tubos de metacrilato

Se necesitan tubos de metacrilato de diferentes diametros. En este
trabajo se han fabricado dos tubos de tamano pequeno, dos tubos de
tamano mediano y otros dos tubos de tamano grande.

A estos tubos, se los ha realizado agujeros a lo largo de ellos. Cuatro
filas de agujeros y en cada fila 5 agujeros. Dichos agujeros se han
elaborado con una broca. Los agujeros se caracterizan porque tienen
una superficie en forma de cuenco esférico y en la base se encuentra
el pequeno agujero.
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Se adjunta una fotografia que se muestra en la Figura 59. Tubo de
metacrilato con agujeros., de uno de los tubos de mayor tamano con
los agujeros ya realizados:

Figura 59. Tubo de metacrilato con agujeros.
o Tapas para los tubos de metacrilato

Las tapas son del mismo material que los tubos. Son de metacrilato
también, y tienen el mismo diametro que el tubo al que se van a
acoplar.

Se han fabricado tapas para los tubos de tamano grande y de tamano
mediano, ya que los tubos de tamano pequeno son s6lo una pieza.

Con las tapas solo se cierra un extremo del tubo, que va a ser la base
de este.

En la Figura 60. Tubo con tapa. se puede ver la tapa y el lugar donde
va a insertada al tubo.

Figura 60. Tubo con tapa.

62



o Cables

Los cables que se usan para esta red de sensores son de cobre o
estano (Cu/Sn).

Son cables de menor didmetro que los utilizados en los sensores
voltamétricos, ya que tienen que introducirse en los pequenos
agujeros del tubo.

Figura 61. Cables.

o Pasta epoxi de plata

Es un tipo de pegamento, llamado laca de plata.
Consta de una parte de alta viscosidad (llamada parte A), y de un
liquido (llamado parte B).

Para que esta sea eficaz hay que realizar la mezcla de ambos
componentes. La proporcion es 10:1, por cada 1 gramo de parte A, se
adiciona 0.1 gramos de parte B. Se mezclan los dos componentes (PA
y PB), hasta que queda una pasta homogénea y ligeramente viscosa. Y
ya estaria listo para colocarlo en el lugar que sea requerido. Es
necesario meterlo al horno una vez aplicado para que la pasta epoxi
de plata endurezca, aproximadamente 2 horas a 70°C.

Figura 62. Epoxi de plata.
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o Pegamento de cianocrilato

Se utiliza pegamento de cianocrilato (“Loctite”), para que de esta
forma se puedan fijar los cables mejor, como se explicara en el
apartado 3.2.3.

&

Figura 63. Pegamento de cianocrilato

o Cloroformo

Triclorometano (CHCIs), es un compuesto quimico liquido incoloro y de
olor fuerte.

Se va a utilizar para adherir la tapa y el tubo como se explicara mas
adelante.

Figura 64. Cloroformo.

Para la fabricacion de la red de sensores potenciométricos también se
necesitan fabricar unas membranas con el material correspondiente
con el que se fabrican cada una de ellas. Esto se va a explicar en el
siguiente apartado.

3.2.2. Tipos de membranas

La red de sensores potenciométricos consta de 20 membranas, son el
elemento sensible. Se colocara una membrana de cada tipo en cada uno de
los 20 agujeros que hay en el tubo de metacrilato.

Cada membrana consta de tres componentes con las siguientes proporciones

de cada uno:
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Plastificante (hay 4 diferentes, se les denominara con un nimero a
cada uno). Proporcion - 65% = 0.26 gramos

Aditivo (hay 5 distintos, se les nombrara con una letra a cada uno).
Proporcion =2 3% = 0.012 gramos

PVC de alto peso molecular. Proporcion - 32% = 0.128 gramos

Los materiales que se utilizan para la fabricacion de las membranas son los
siguientes:

Balanza analitica de precision (Precisa 125A)

Espatulas y cucharas

THF (tetrahidrofurano, que se usara como disolvente)

Pipetas y cuentagotas

Viales (donde se pesaran los compuestos, se mezclaran y se
almacenaran las membranas en estado liquido, una vez fabricadas y
antes de utilizarlas)

A continuacion se va a proporcionar la Tabla 1. Plastificantes. con los
plastificantes que se han utilizado:

Peso
Nombre Férmula Férmula molecular
(g/mol)
C18H39N
: H3C
1 Octadecylamine ’ MTB\NHZ 269.51
3| Oleyl alcohol CisHssO | "t Fon 268.48
Plastificantes Tridodecylmethyl a5 O
5 ammonium Ca7H7CIN | cvcmenioncu.cn | 572.47
chloride
6 Oleic acid CigH3405 | v e | 282,47

Tabla 1. Plastificantes.

65




Seguidamente se va a proporcionar la Tabla 2. Aditivos. con los aditivos que
se han utilizado:

Peso
Nombre Férmula Férmula molecular
(g/mol)
Bis(1-
butylpentyl) C24H4604 o o 398.62
B adipate
Tris(2- . .
C| ethylhexyl) | CouHaiOaP | o [ o900 [ a 434.63
phosphate Oua CHs
“CHy
Dibutyl
D sebacate C18H340 e YUUUUS SO 314.47
Aditivos
2 Nitrophenyl
OCH_z(CHa)sCH )
E OCterther C14H21N03 @ 2 26 3 251 30
NO»2
Dioctyl O,[CH;,JTCHE,
phenyl C22H3904P 0=P-0 38252
F | phosphonate AN, (CHaICHy
J

Tabla 2. Aditivos.

Ahora se va a proporcionar la Tabla 3. Cantidades experimentales de los
componentes de las membranas con las cantidades experimentales, es decir
que se han pesado para fabricar cada membrana de aditivos y de
plastificantes:
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Plastificante | Aditivo plaitif. plz:/;tif aditvo ad(iioivo grVve P:/;C
B | 0.2595 | 65.05 | 0.0148 | 3.71 | 0.1246 | 31.23

C 02652 | 6587 | 0.0149 | 3.70 |0.1225 | 30.42

1 D |02727 | 66.72 | 0.0133 | 3.25 |0.1227 | 30.02

E | 0.2891 | 65.05 | 0.0126 | 2.83 | 0.1427 | 32.11

F | 02874 | 67561 | 0.0148 | 347 |0.1235 | 29.01

Plastificante | Aditivo | g plastif plz:/;tif a di%ivo a d(iioivo g PVC P(\)/;C
B | 0.0584 | 64.53 | 0.0138 | 3.36 | 0.1262 | 30.73

C 02597 | 66.28 | 0.0124 | 3.00 |0.1490 | 36.10

3 D | 0.2622 | 65.56 | 0.0135 | 3.03 | 0.1733 | 38.89

E | 02582 | 64.90 | 0.0130 | 3.21 | 0.1284 | 31.70

F | 02825 | 67.94 | 0.0136 | 3.29 |0.1318 | 31.91

Plastificante | Aditivo | g plastif pl;)/;tif ] di%ivo ] d?fivo g PVC P(:/;C
B | 0.0707 | 64.95 | 0.0134 | 3.26 | 0.1307 | 31.79

C | 002513 | 6481 | 0.014 | 343 |0.1297 | 3177

5 D | 0.0588 | 63.89 | 0.0144 | 353 |0.1328 | 32.58

E | 02637 | 64.82 | 0.0144 | 3.55 |0.1285 | 31.63

F 02676 | 63.45 | 0.0216 | 519 |0.1298 | 31.35

Plastificante | Aditivo | g plastif pl;)/;tif ] di%ivo ] di"ivo g PVC P(:/;C
B | 0.2670 | 64.95 | 0.0134 | 3.26 | 0.1307 | 31.79

C | 0.0646 | 6481 | 0.0140 | 3.43 |0.1297 | 3177

6 D | 0.0604 | 63.89 | 0.0144 | 353 |0.1328 | 32.58

E | 0.2633 | 64.82 | 0.0144 | 3.55 |0.1285 | 31.63

F [ 02607 | 63.45 | 0.0216 | 519 |0.1298 | 31.35

Tabla 3. Cantidades experimentales de los componentes de las membranas
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Para construir las 20 membranas, para cada una se pesa en un vial el aditivo
(B, C, D, E, F), se adiciona también el plastificante correspondiente (1, 3, 5, 6)
y se adiciona también pesandolo el PVC de alta densidad. Se anade unas
gotitas de THF (tetrahidrofurano) que hace la funcion de disolvente. Se agita
en el vial cerrado con un tapdn y se conservan. Una vez que se quieran utilizar
para colocarlos en el soporte del sensor, si estd demasiado viscoso se ahade
alguna gota mas de THF.

En el siguiente apartado, se especificara como se colocan las membranas en
el sensor.

3.2.3. Fabricaciéon de los electrodos

Para fabricar la red de sensores potenciométricos que se han disenado en
este trabajo, primeramente se preparan los tubos de metacrilato. Esto
consiste en perforar los tubos, cada perforacion consiste en un pocillo y un
agujero. Se realizan 4 columnas de agujeros con 5 agujeros en cada columna,
un total de 20 agujeros en cada tubo.

A continuacion, se insertan los cables en los agujeros (hay que pelar los
extremos de cada cable). Una vez insertados los cables en los
correspondientes agujeros, hay que fijarlos. Esto se consigue poniendo una
gotita de pegamento de cianocrilato (“Loctite”) entre el cable y el agujero para
fijarlo (sin que pase a la parte interior del tubo).

Cuando todo esto esta listo, se fabrica la mezcla de la pasta epoxi con la
descripcion y las proporciones que se facilitaron en el apartado 3.2.1. Una vez
elaborada esta mezcla se pone cubriendo los agujeros para fijar
permanentemente el cable con el tubo, y para que ademas la pasta epoxi
haga de conductor. Al colocarla en los pocillos hay que tener cuidado no se
pase al interior del tubo y no salga al exterior del pocillo del agujero, ademas
hay que asegurarse de que rellene bien todo el hueco. Hay que dejarlo secary
para que esta endurezca y polimerice correctamente se introduce al horno 2
horas a 70°C (no se puede elevar la temperatura del horno ya que a mayor
temperatura el metacrilato del tubo se danaria).

Para completar el soporte del sensor a los tubos de tamano grande vy
mediano, se les coloca en la base una tapa de metacrilato también. Esta se
fijla untando ligeramente el contorno de la tapa con cloroformo e
introduciéndola rapidamente al tubo. En los tubos de tamano pequeno no se
acopla tapa porque son una sola pieza.
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El resultado del soporte seria el que se observa en la Figura 65. Soporte de
los sensores.:

Figura 65. Soporte de los sensores.

El siguiente paso para preparar los sensores es colocar las membranas en los
soportes.

Las membranas ya fabricadas con el procedimiento descrito en el apartado
3.2.2., ya estan listas para colocarlas en el soporte. Hay que tener en cuenta
que si alguna de ellas esta demasiado viscosa se le adicionan unas gotas de
THF (tetrahidrofurano) para diluirla.

Para colocar las membranas en el soporte se coge cada una de ellas con un
cuentagotas (distinto para cada membrana para que no haya contaminacion),
y se van colocando en los cuencos de cada agujero. Para ellos se tumba el
soporte y se fija para que no se mueva ya que las membranas son liquidas
hasta que se secan. Una vez puestas las gotas de las primeras cinco
membranas en la primera columna se deja secar y cuando estas estan secas
se repite la operacion dos veces mas, haciendo que el total de veces que se
colocan gotas de cada membrana en cada hueco sean 3 (es decir, tres gotas
de cada membrana en cada hueco). Cuando las membranas de la primera
columna estan totalmente secas se procede a girar el soporte y a colocar las
5 siguientes membranas de la siguiente columna y se repite el proceso, hasta
que se completan todas las columnas del soporte.

Es importante no tocar las membranas una vez secas y colocadas en el
soporte, ademas es importante mantener las membranas en disolucién una
vez que estan en estado soélido, y colocadas en el soporte. Por eso los
sensores siempre se guardan en un vaso de precipitados lleno de KCI 0.1M
qgue es la disolucion que va a mantener las membranas.
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Figura 66. Sensores potenciométricos sumergidos en KCI 0.1M.

Otra cosa que hay que tener en cuenta, es que cada membrana hay que
tenerla identificada siempre, por €so se numeran y se anillan los cables, de
esta forma se facilita la identificacion de cada una de ellas.

3.2.4. Mejoras de la lengua potenciométrica

Las mejoras que se han realizado en este sensor han sido de tipo funcional,
para conseguir que sea mas comodo el sensor a la hora de utilizarle y para
conseguir que funcione correctamente en todo momento.

Las mejoras que se han llevado a cabo han sido las siguientes:

e La proteccion de los cables con un recubrimiento en forma de espiral,
que los agrupay los protege.

e Se han unido los cables con un conector de tipo macho-hembra. Para
la unién de estos con el conector se ha utilizado una soldadura con
estano. Este conector va a posibilitar que sea mas facil la conexion con
el multiplexor.

Figura 67. Proteccion de cables y conector.
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3.2.5. Ensayos potenciométricos

La red de sensores potenciométricos disehada y fabricada, se va a utilizar
para medir y caracterizar diferentes disoluciones patron asi como las
sustancias de interés en la industria de la alimentacion que se quieren
analizar y diferenciar unas de otras.

Con la disolucion de KCl se va a entrenar el sistema y a probar la red de
sensores, después se utilizara la red de sensores como si fuera una lengua
para distinguir entre disoluciones de distintos “sabores” tipo. Y finalmente, se
mediran zumos con leche y vinos.

Se van a mencionar y describir los elementos utilizados en el procedimiento
de medicion, las disoluciones y el proceso de preparacion de los productos
alimentarios que se quieren estudiar. También las particularidades y la
descripcion completa del proceso de medida.

a. Elementos utilizados

Se va a enumerar los elementos del laboratorio que son necesarios para
efectuar el montaje y las mediciones que se van a realizar en el desarrollo
experimental con la red de sensores poteciométrica.

Material de laboratorio

Todos estos elementos se han mostrado en el apartado 3.1.6.a.

= Vasos de precipitados

=  Matraces
= Guantes de laboratorio
= Tijeras

= Espatulas y cucharillas

= Balanza analitica de precision (Precisa 125A)
= Parafilm

= Probetas

= Polimetro

= Desionizador de agua.

El desionizador de agua que ya se mostrd en el apartado 3.1.6.a, es
necesario ya que se necesita agua desionizada para lavar el material
antes y después de las medidas y para preparar las disoluciones.

Ademas otros elementos que se va a utilizar son:
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Agitador magnético

Figura 68. Agitador magnético.

Electrodo RE comercial

Es un electrodo de referencia de disolucion Ag/AgCl/KCl saturado. Se
coloca a la izquierda del electrodo de trabajo en la celda
electroquimica. Estda sumergido en una disolucion de KCl para
mantenerlo mientras no se utiliza, por tanto se enjuaga con agua
desionizada antes de introducirlo en la disolucion de estudio. A
diferencia de los sensores voltamétricos, para las medidas de los
sensores potenciométricos se ha optado por usar un RE comercial por
su comodidad a la hora de colocarlo en la celda electroquimica.

Figura 69. Electrodo RE comercial.

Electrodo WE

El electrodo de trabajo que se va a utilizar en este procedimiento es el
disenado en este proyecto descrito en apartados anteriores.

Figura 70. Electrodo de trabajo potenciométrico.
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Celda electroquimica

La celda electroquimica se va usar con los sensores potenciométricos
va a ser una celda artesanal que se ha fabricado también por
nosotros. Consiste en un vaso de precipitados y como tapa se va a
colocar un cartén dandole forma del vaso de precipitados (con ese
diametro) y realizando dos agujeros con el tamano de los electrodos
para introducirlos y sujetarlos.

La tapa se va a plastificar para evitar que se estropee si se moja.

Figura 71. Tapa celda electroquimica.

El montaje de la celda electroquimica quedara de la forma que
muestra la Figura 72. Montaje celda electroquimica sensor
potenciométrico.:

ELECTRODODE
REFERENCWA
(RE)
ELECTRODO
DE TRABAIO
(WE)
TAPA
VASODE
PRECIPITADOS
(CELDA
ELECTROQUIMICA)

Figura 72. Montaje celda electroquimica sensor potenciométrico.

Multiplexor
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Son circuitos combinacionales con varias entradas y una salida de
datos. En este trabajo se han necesitado dos, cada uno nos permite
realizar 20 medidas simultaneas, ya que se querian medir los
potenciales de 40 membranas diferentes con la disolucion de estudio
(es decir 40 senales diferentes, 2 redes con 20 senales).

El multiplexor tiene un conector que se conecta al conector del WE.
Ademas los dos multiplexores de los que se ha dispuesto se
introducen y se conectan con el Data Logger, que es el registrador de
los datos.

————

Figura 73. Multiplexor.

Figura 74. Unién de los conectores.

Data Logger
Es un dispositivo electronico que tiene la funcion de registrar datos en
el tiempo, en nuestro caso el potencial, por medio de instrumentos y

sensores propios conectados externamente como es el caso de este
trabajo.

El Data Logger esta conectado al multiplexor y al ordenador, es el
intermediario entre ambos.
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Figura 75. Data logger.

= QOrdenador
Le llegan los datos registrados procedentes del Data Logger y con el
software que tiene instalado, los trata y los procesa.

Figura 76. Ordenador.

=  Software

El Software utilizado para la representacion y generacion de los datos
registrados es el Benchlink Data Logger 3 (Agilent Technologies).

Agilent
Benchlink Data
Logger 3

Figura 77. Icono Sotware Benchlink Data Logger 3.
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Finalmente la disposicion de los elementos en conjunto para llevar a cabo la
potenciometria con la red de sensores potenciométricos es la observada en la
Figura 78. Disposicion conjunto de elementos para potenciometria.:

Figura 78. Disposicion conjunto de elementos para potenciometria.

b. Disoluciones utilizadas

Para realizar las mediciones de este trabajo, se han elegido distintas
disoluciones. Se van a indicar en este apartado.

= Disolucién de cloruro potasico (KCI)

Esta disolucion tiene como volumen 1000 mL con una concentracion
de 0.1 M.

En el apartado 3.1.6.b. se explicé como obtenerla.

Los electrodos miden esta disolucion y se comprueba que funcionan
de manera adecuada.

Con la red de sensores potenciométricos se ha intentado recrear una
“lengua”, es decir se ha intentado que el sensor identificase y distinguiese
entre 5 compuestos distintos que representan los sabores: dulce, salado,
amargo, acido y umami. Seguidamente se van a describir las disoluciones que
se han elaborado para fabricar las diferentes sustancias patron en esta tarea.

= Disoluciéon de Glucosa

La disolucion de glucosa (CsH1206) se va utilizar como sabor dulce.

Para elaborar esta disolucion, sabiendo que el peso molecular de la
glucosa es 180.156 g/mol, y que el volumen de la disolucion tiene que
ser 250 mL con una concentracion de 102 M, se calcula el peso que
se necesita adicionar de glucosa que es 0.4504 gramos.
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Por tanto se mezcla 0.4504 gramos en agua desionizada hasta llegar
al volumen de 250 mL y se agita bien la disolucion. Asi se obtiene esta.

Disolucién de Cloruro sédico

La disolucion de cloruro sodico (NaCl) mas conocido cominmente
como sal, se va utilizar como sabor salado.

Para elaborar esta disolucion, sabiendo que el peso molecular del NaCl
es 58.44 g/mol, y que el volumen de la disolucion tiene que ser 250
mL con una concentracion de 102 M, se calcula el peso que se
necesita adicionar de NaCl que es 0.1461 gramos.

Por tanto se diluyen 0.1461 gramos en agua desionizada hasta llegar
al volumen de 250 mL y se agita bien la disolucion.

Disolucion de Acido citrico

La disolucion de acido citrico (CsHsO7), se va utilizar como sabor acido.
Para fabricar esta disolucion, sabiendo que el peso molecular del acido
citrico es 192.124 g/mol, y que el volumen de la disolucion tiene que
ser 250 mL con una concentracion de 102 M, se calcula el peso que
se necesita adicionar de acido citrico que es 0.4803 gramos.

Por tanto se mezclan 0.4803 gramos en agua desionizada hasta llegar
al volumen de 250 mL y se agita la disolucion.

Disolucién de Urea

La disolucion de urea (CH4N20) se va utilizar como sabor amargo.

Para realizar esta disolucion, sabiendo que el peso molecular de la
urea es 60.06 g/mol, y que el volumen de la disolucion tiene que ser
250 mL con una concentracion de 102 M, se calcula el peso que se
necesita adicionar de urea que es 0.15015 gramos.

Por tanto se mezcla 0.15015 gramos en agua desionizada hasta llegar
al volumen de 250 mL y se agita bien la disolucion. Asi se obtiene
dicha disolucion.

Disolucion de glutamato monosédico.

La disolucion de glutamato monosédico (CsHsNNaOs), mas conocido
comunmente como sal sédica del acido glutamico. Se va utilizar como
sabor Umami.

Para realizar esta disolucion, sabiendo que el peso molecular del
glutamato monosédico es 169.111 g/mol, y que el volumen de la
disolucion tiene que ser 250 mL con una concentracion de 102 M, se
calcula el peso que se necesita adicionar de glutamato monosddico
que es 0.46785gramos.
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Por tanto se mezcla 0.46785 gramos en agua desionizada hasta llegar
al volumen de 250 mL y se agita bien la disolucion. Asi se obtiene
dicha disolucion.

c. Potenciometria

La lengua electronica que se ha disenado y fabricado en este trabajo trabaja
con sensores potenciométricos, y por tanto se utiliza la medida del potencial a
circuito abierto, para medir las disoluciones con la red de sensores en los
diferentes ensayos. Se realiza un registro durante un cierto tiempo y una vez
que se observa un potencial estable en las 20 membranas se selecciona el
potencial final de medida que se aplicara en el tratamiento estadistico de los
datos.

Los parametros cambian segun el tipo de sensor y el analito a analizar. Para
llevar a cabo esta técnica se ha utilizado el software Benchlink Data Logger 3
(Agilent Technologies).

Seguidamente, se va a describir el procedimiento que se lleva a cabo en el
software para obtener los resultados que se desean.

Primeramente hay que configurar el software y esto se realiza anadiendo una
configuracion especifica para el aparato, para ello se siguen las instrucciones
del tutorial que el aparato proporciona. Después de haberlo configurado, se
ejecuta el programa y emerge la siguiente pantalla que se observa en la
Figura 79. Pantalla de inicio del software. (puede haber variaciones, en
funcion de los nombres elegidos en la configuracion y de los aparatos
conectados).

% sensor - BenchLink Data Logger 2

Configuration Date Tocls Help

Configuration Instruments Scan Mode:

Staws; [permor 8 1 Cannected nactive Experience Benchlink Data Logger Fro.. |
BcConfigure Instruments | & Configure Chonnels | ScanendLog Date | ISR
1. Select Apphcation Mode: 2. Add or Remove Instrumests: 3Verify Module Modoom 4. Click the Configure

column belosr: Channels tab:

% Connected o Instrument Aedd Instruments.

Remove Instruments

™ Not Connected 1o Instrument
Meodify Instrument Address.

nstruments Address Modules Module Mode Properties
None Inactive Mode
0:-0x0957: (200 7::MY5 7005891 ::IN. Nane Inactive Mode
343014 : 20-Channel Armature Multiplexer Scan Mode

Figura 79. Pantalla de inicio del software.

Se debe seleccionar y configurar los nombres de los canales en los que se va
a operar. Hay que realizarlo en la pestana con el nombre “Configure
Channels”, se pueden nominar cada entrada como se desee.
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#E sensor - BenchLink Data Logger 3 — X
Configuration Data Tools Help
Configuration: Scan Mode
Status: [senso] [Inzctive Experience BenchLink Dats Logger Pro
‘BConfigure Instruments & ScanandlogDats | EKSHEERN
Channels | Scaling (Mx + B) | Mlarm Li
Instruments Scan \ Name | Function \ Range \ Res | More \sme ‘Gain [M)lefﬁel[B)l Label | Test \ Low \ High ‘HWAIam\ More
L) 1. USBO:0x0857. 02
T e 3ena
- 201 VIl Membrana 18 DC Voltage futo 55 o 0 voc off 0 1 Alarm 1
= 302 Membranz 1C DC Voltage Auo 55 [m R 0 vDC off 0 i Alarm 1
- 302 WMembrana 1D DC Voltage futo 55 o1 0 vDC off 0 1 Alarm 1
- 3 Membranz 1E DC Voltage Auto 55 ] [] vDC off 0 1 Alarm 1
- 305 WMembrana 1F DC Voltage futo 55 o 0 vDC off 0 3 Alarm 1
- 36 Membranz 38 DC Voltage Auto 55 o i 0 vDC off 0 1 Alarm 1
- 307 WMembrana 3C DC Voltage futo 55 o [ vDC off 0 1 Alarm 1
- 3 Membrana 3D DC Voltage Auto 55 o i 0 vDC Off 0 1 Alarm 1
- 308 Membrana 38 DC Voltage futo 55 o [ vDC off 0 1 Alarm 1
- 310 Membrana 3F DC Voltage Ao 55 o 0 vDC off 0 1 Alarm 1
T Membrana 58 DC Voltage futo 55 o 0 vDC off 0 1 Alarm 1
il = Membrana 5C DC Voltage Auto 55 o [i} |vDC Off 0 1 Blarm 1
) WMembrana 5D DC Voltage futo 55 oa 0 VDT off 0 1 Alarm 1
- 314 WMembrans 5E DC Voltage futo 55 o1 0 vDC off 0 1 Alarm 1
=35 WMembrana 5F DC Voltage futo 55 [m ] 0 VDT off 0 1 Alarm 1
- 3. WMembrana 68 DC Voltage futo 55 o1 [} vDC off 0 1 Alarm 1
= 37 Membrana 6C DC Voltage Auto 55 [mi] [} vDC off 0 1 Alarm 1
- 3. WMembranz 6D DC Voltage futo 55 o1 0 vDC off 0 1 Alarm 1
=3 Membrana 6E DC Voltage Auto 55 oa [] vDC off 0 1 Alarm 1
- 320 Membrana 6F DC Voltage futo 55 o1 0 vDC off 0 1 Alarm 1
] m| DC Current Auto 55 [ms] 0 ADC off 0 1 Alarm 1
L 322 O DC Current futo 55 o1 0 ADC off 0 1 Alarm 1
= Computed Channel
i el

Figura 80. Designacion de los canales de medida.

Posteriormente, se accede a la pestana “Scan and Log Data” como
muestra la Figura 81. Acceso a la configuracion para la toma de medidas.:

#% sensor - Benchlink Data Logger 3 - X
Configuration Data Tools Help
Configuration Instruments: Scan Mode:
Status: [sernsor 8 |1 Comnected [Inactive Experience Benchlink Dats Logger Pro.
&cor | &config ScanandLogDatn | SiERGHRGRNNN]
Scan Conirol [ Data Conirol [ startr | Scan Stalus
i Set | Sat | intenal Swp | Set | Hame ExportData | Stop | Scant Elapsed Time
1.
USB0: G057 0x2007 - MYSTODSEST:INST ﬂ Immediately  00:01:00.00 050 Do nain fukpacs Ao ’I Not Scanning Not Scanning
| Last Scan Results.
Channel Measurement \ Data | Alarm \ Min Max Average
0i<Membrana 1B> DC Volisge

2 02<Membrana 1C> DC Voliage
73 <1.USBO::0x0957::0x2007::MY57005891::INS1 303<Membrana 10> DC Voltage
4] <1.USBO:0x057: 0x2007:MYS7005891:INST 0d<Membrana 1> DC Voliage
L : > DC Voltage
|6 <1.USBO:0x057::0x2007: MY57005891:INST 306<Membrana 3B DC Voltage
7 <1.USBO:0x0357: 0x2007:MY5 700583 1:INST 307<Membrana 3C> DC Voliage
| 8|« B > DC Voltage
|9 <1.USBO:0x0357: 0x2007:MY5T005891:INST 303<Membrana IE> DC Voliage
| 10| <1.USB0-0x0857:0x2007:MY5T005891:INST 310<Membrana 3F > DC Voliage
T <1.USBO::0x0957::0x2007::MY57005891::INS1 311<Membrana 58> DC Voltage
| 12| <1.USB0:0x0357: 0x2007:MYS7005891:INST F2<Membrana 5C> DC Voliage
[ 13] <1 : DC Volizge
| 14 <1.USBO:0x0857::0x2007: MY57005881:INST 314<Membrana 5E> DC Voltage

15 <1.USBO:0x0957- 0x2007: MYS7005891:INST H5<Membrana 5F> DC Voliage
| 16/ <1 5 DC Voltzge
| 17| <1.USB0:0x0857: 0x2007:MY57005891:INST FN7<Membrana 6C> DC Voliage

18 <1.USB0:0x0957: 0x2007: MYS7005891:INST 318<Membrana 6D> DC Voliage

19]<1L DC Voliage

20 <1.USB0: 0x0957: 02007 MY5T005831-INST 320<Membrana 6F> DC Volisge

Figura 81. Acceso a la configuracion para la toma de medidas.

En esta pantalla es donde se fijara el tiempo de cada ensayo y el nUmero de
medidas a realizar. Para efectuar esto se pueden modificar variables como:

e Momento de inicio
e Intervalo (cada cuanto tiempo se va a tomar y representar un valor).
e Momento de parada
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. {f Scan Control for Instrument<USB0::0x0957::0x2007::MY57005891::INSTR>

When Start Button Pressed, Start Scanning Stop Scanning

@ Immediately C

& [

On External Trigger (" After N Scans

" On Alarm [ 8 |
[Aem 1 -] <

Elapsed Time

By Pressing Stop Scan Button

HH: MM: SS:
" AtTime
: m= - IE- - 3=
Date: Time:
[157067201 _1 [1z09:52 == " At Time
Date Time
Interval (Time Between Scans) g _J = =T
HH: MM sS mSec: S
| 0 B3t o 2] 6 B 0
Apply to all Instruments ‘ 0K | Cancel | Help

Figura 82. Configuracion para la toma de medidas.

Ya definidas estas variables se presiona el boton “Start”

y se comienza

a medir. En la pestana “Quick graph”, se puede ver el grafico, que sera como

la Figura 83. Grafico de las medidas.:

£ sensor - BenchLink Data Logger 3

Configuration Data Tools Help

Configuration Instruments: Scan Mode:
Status: [sensor a 1 Connected Inactive Experience BenchLink Data Logger Pro

B Canfigure Instuments | i Configure Channels | Scanand Log Data

[USBO:0x0957 02007 MY57005891:INSTR]

+

SEREEE
EEEEEEEE

Scan Count: 5015 Elapsed Time : 00:03:59.984 Of 00:03:59.984
.

Clock: 10:37:35.2%6
e

Graph Options:

Dats. Seale X-Axis Channels Modify Y-Aods View [ Markers [ ] Popup Views ”
; (Time) Current Daia
Data 0x2007 0x0857 6/1¢ 1D Color Graph Scale Y Move ¥ Ref M1 | M2 | Dam | Alam Bar
e 301 90 uVDC -4.181878 mVDC -4500828mVDC | O [ [ E ]
Channels, 4 mVDC -2.806669 mVDC 3628153 mvDC | [ o O O
Aure Scain sl 5 mVDC 5374854 mVDC 7.669914 mvDC | [ o &l O
M Channels: 304 4 mVDC 6452134 mVDC 7368500 ¥DC | [ O =] O
e | Auo-scatey [ 305 4 mVDC -1.099982 mVDC -4.905276 mVDC | u} E 3)
306 4 mVDC -3.055244 mVDC -1348198 mVDC u} O 0
07 4 mVDC 6740021 mVDC -17.02869 mVDC u} o [u}
308 6 mVDC -4.001856 mVDC -26.28216 mVDC u} u] O
309 5 mVD( -8.889597 mVDC -B.720827 mVDC | u] O 0
310 4 mVDC -4.176931 mVDC_1.878885 mVDC
an 4 mVDC 4 mVDC_5.157863 mVDC 0 v

Figura 83. Grafico de las medidas.
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En la pestana se pueden modificar la visualizacion de puntos en las medidas
en vez de lineas, cambiar los colores de los sensores, etc...

Cuando se ha terminado de medir se muestra la siguiente ventana (Figura 84.
Almacenamiento de datos.) para poder guardar los resultados:

ﬁ Scan and Log Data Summary X

1.USB0:: (0857 02007 MYE7005851 . INSTR. Scan Summary

Instrument Settings :
Instrument : 34570A <USBO::Be0957:: 02007 :MY57005891::INSTR>
Module : 34501A

Channel Configured :301. 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308. 309, 310, 311. 312,
313, 314, 315,316, 317, 318, 315, 320

Scan Settings
Scan Count 48
Scan Star : Immediately _ v

Your data has been saved in Data Manager as:

MName: |Data 02007 0957 6/15/2018 12:08:45

Owiner: |admin

Comments:

Edit Fields... Delete Data Log

Export Data... ‘

Your data has been exported to:

|C:"-\Users‘-admin'xDocumerds‘-.Data 2007 0957 615 2018 12 08_45.csv

Close | Help I

Figura 84. Almacenamiento de datos.

Se obtiene un archivo “.csv”, y eligiendo la opcion “Export Data” se puede
guardar en la ubicacion que se desee con el nombre que se elija.

Al pulsar el boton emergera una ventana que permite escoger que datos se
quieren almacenar y otras variables. Cuando se ha establecido lo que se
gueria se pulsa el botdén “Export to File” y se abre una ventana que permite
elegir la carpeta destino y el nombre que se desea (Figura 85. Pasos para
almacenar la informacion obtenida.):
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|8 hE
Data Log Summary Select Columns to Export

Name: Data 02007 (0957 6/15/2018 12:0 ¥ Scan Number
Scans: |48 ¥ Channel Alarm

Start Time: |6/15/2018 12:08:45 FM
Stop Time: |6/15/2018 12:12:40 PM

¥ Start Time

¥ Include Milliseconds

Format Options ™ Elapsed Time
Column Separator:  [Comma [] bl I3
i Perod [] Select by Channel
i, -
Denizatyambols . | 307 <Membrana 18> A
| 302 <Membrana 1C>
™ Automatically split if over 65536 rows ! 302 cMembrana 10>
bl 304 <Membrana 1E>
¥ Include Configuration v 305 <Membrana 1F=
w| 306 <Membrana B>
Options vl 307 <Membrana 3C:
el 308 <Membrana 30 W
-Select Rows to Export
@ Al Scans Unselect All
" Filter by Scan Number Select by Function Type
 Filter by Time ] Volt
Total Rows (with Header): |77 Total Columns |42

Export to File.. | Export to Clipboard Close Help

4 = » Esteequipo > Documentos v U Buscar en Documentos »
Organizar = Mueva carpeta W
Nombre - Fecha de medifica...  Tipo Ta

3 Acceso ripido
Plantillas personalizadas de Office

@ OneDrive E35] Data 0x2007 0x0957 6_15_2018 10_22_29.csv
H] Data 0x2007 0x0957 6_15_2018 10_33_35.csv
£5] Data 0x2007 0x0957 6_15_2018 12_08_d5.csv

Carpeta de archivos
Archivo de valores...

Archivo de valores...

[ Este equipo

Archivo de valores...
== PINCHO 4GB (F)

e Red
< >
Nombre: | Data 0x2007 0x0957 6_15_2018 12_08_45.csv ~
Tipo: | Comma Separated Values File (“csv) (*.csv) v
~ Ocultar carpetas Guardar Cancelar
R AT R IRRR T T T ™ = )

Figura 85. Pasos para almacenar la informacion obtenida.

Finalmente se van cerrando las ventanas y guardando lo que nos indique, asi
se finaliza el registro potenciométrico de los sensores que forman la lengua.

3.3.Analisis quimiométrico

El analisis quimiométrico es una técnica analitica que se basa en la aplicacion
de métodos matematicos y estadisticos sobre las medidas de las muestras
estudiadas para extraer informacion de forma eficiente y util de los datos
quimicos [31].

El tratamiento de datos multivariante es una herramienta estadistica muy
utilizada para el analisis de alimentos y bebidas, como es el caso de este
trabajo. La finalidad de esto es aislar las caracteristicas que distinguen unas
muestras de otras. En el caso de este trabajo, distinguir entre variedades de
vinos, variedades de zumos y variedades de sabores de disolucion.
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Al medir los alimentos o bebidas con sensores voltamétricos o con la red de
sensores potenciométricos como los que se han disefado y fabricado en este
proyecto, se obtiene una gran cantidad de datos (numerosas respuestas). El
analisis estadistico multivariante de datos se emplea para facilitar la
visualizacion y la correlacion de todos estos datos de modo que aplicando
esta podamos obtener de una forma mas sencilla el maximo de informacion.

El tratamiento estadistico de los datos mediante sistemas multivariantes se
lleva a cabo en varias fases: Reduccién de dimensionalidad, procesamiento
de datos y reconocimiento de patrones.

En este proyecto se han utilizado algunos métodos estadisticos que son los
gue se van a describir seguidamente.

3.3.1. PCA

El analisis de componentes principales (PCA), es un método de analisis
estadistico que se utiliza con el fin de discriminar entre muestras muy
similares dificiles de distinguir. Se fundamenta en reducir las dimensiones de
un conjunto de datos. Este procedimiento registra la mejor representacion
con minimos cuadrados y asi se consigue un grupo de variables no
correlacionadas linealmente.

Este tipo de analisis se ha utilizado para tratar los datos obtenidos de las
medidas de los sensores voltamétricos que se han elaborado en este trabajo.
Para el tratamiento de estos datos se ha empleado el programa informatico
Matlab. Son necesarios unos Scripts determinados, donde se encuentra el
algoritmo que debe llevar a cabo el programa. El algoritmo tiene como
objetivo separar las muestras mediantes los datos, voltamograma registrado
en los sensores CPE y biosensores modificados con tirosinasa y glucosa
oxidasa. La respuesta, son graficas en 2D y 3D que nos permiten diferenciar
los valores muy similares que hemos registrado en nuestras muestras.
También el programa suministra una matriz de datos que es imprescindible
para hacer la regresion de minimos cuadrados parciales (PLS), que es otro
analisis estadistico que se ha llevado a cabo en este trabajo para el
tratamiento de datos.

3.3.2. LDA

El analisis de discriminacion lineal (LDA), es una técnica de analisis
estadistica cuyo objetivo es buscar una combinacion lineal de caracteristicas
gue nos perminta la maxima diferenciacion entre nuestras muestras. Este
analisis se ha utilizado para el tratamiento de datos obtenidos con la red de
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sensores potenciométrica que se ha elaborado en este trabajo. Es la técnica
correspondiente a la PCA utilizada en los sensores voltamétricos.

El programa con el que se ha llevado a cabo este procedimiento ha sido IBM
SPSS Statics. Este programa aporta graficas en 2D y valores referentes a las
funciones de correlacion.

3.3.3. PLS

La regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) es un procedimiento
estadistico con el objetivo de encontrar una regresion lineal por medio de la
proyeccion de las variables de prediccion y las variables observables.

Se quiere encontrar relaciones entre dos matrices de datos, que son en este
caso:

e X > Datos medidos.
e Y - Datos quimicos a correlacionar.

Para ellos se necesita la matriz obtenida en la técnica que se realizado
previamente a esta, tratando los datos de los sensores voltamétricos que es
la PCA. Introduciendo la matriz mencionada y los datos quimicos de la
muestra en el programa informatico Unscrambler X se obtiene una correlacion
que posibilita hacer predicciones entre los datos medidos por nuestros
sensores y los datos quimicos medidos uno a uno a través de técnicas
analiticas mucho mas costosas.

3.3.4. MLR

La regresion lineal multiple (MLR) es un método estadistico que se basa en
reconocer las variables independientes, comparar y comprobar modelos
causales y pronosticar valores de una variable. Esta técnica se realiza
posterior a la LDA, con los datos tratados de la red de sensores
potenciométricos. Es el procedimiento correspondiente a la PLS.

Para ello se requieren los programas The Unscrambler X, IBM SPSS Statics y
Matlab, y como se acaba de mencionar los datos tratados de la LDA, junto con
los datos quimicos de la muestra.
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3.3.5. Funcionamiento de trabajo de los métodos PLS y MLR

Los métodos estadisticos PLS y MLR ya definidos anteriormente se emplean
para obtener relaciones entre dos matrices de datos que como se mencioné
anteriormente pertenecen a:

e X > Datos medidos.
e Y - Datos quimicos a correlacionar.

Para proceder a conseguir esto se necesita un procedimiento de analisis que
es el que se va a describir a continuacion:

1. Por medio de los datos quimicos y los datos medidos (de los
distintos sensores de las redes de sensores que se han fabricado)
se consigue un modelo llamado “CALIBRACION”. Los parametros
correspondientes a la calibracion se muestran en color azul en los
graficos.

2. Seguidamente se ejecuta una “VALIDACION” del modelo por medio
del procedimiento “leave one out”, conocido también como
“PREDICCION”. Los pardmetros correspondientes a la validacién se
muestran en color rojo en los graficos.

3. Se exponen los distintos graficos o rectas de calibrado y sus
parametros mas relevantes como son R2, RMSE, Slope (que es la
pendiente de la recta), Offset (corresponde con el valor en el eje Y
donde comieza la recta). En el método PLS también se obtiene el
valor del “factor” que es el niUmero de variables latentes.

Para la evaluacion de la calidad de las correlaciones que se han conseguido
hay que fijarse en los siguientes parametros (mencionados anteriormente)
que se van a describir:

= R2 5 es el coeficiente que determina la calidad del modelo para
replicar los resultados y la proporcion de la variacion de los resultados
qgque se puede explicar por este. Tiene que aproximarse lo maximo
posible a la unidad. Cuanto mas cerca este de la unidad mejor se
ajusta el sistema a la recta obtenida en el modelo.
Es importante tener en cuenta que:

R2c>R2p
Dénde:

R2: > R2 de calibracion
R2p = R2 de prediccion
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Si R2 es igual o mayor que 0.95 el valor es bueno, y por tanto si R%c y
R2p tiene ese valor o superior quiere decir que se considera que la
recta es buena y el modelo permite la prediccion.

RMSE - es el error cuadratico medio que mide la cantidad de error
que hay entre dos conjuntos de datos (en este caso entre el modelo y
la prediccion). Compara un valor predicho con un valor observado o
conocido. Al ser un tipo de error tiene que tener un valor lo mas bajo
posible. Es un error relativo y por ello se tiene que considerar el orden
de magnitud del dato quimico.

Variables latentes - son pardametros que el sistema tiene que

introducir de forma adicional, por tanto cuantas menos se precisen el
modelo sera mas sencillo y mejor.
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CAPITULO 4. RESULTADOS EXPERIMENTALES

En este capitulo se mostraran los resultados experimentales obtenidos en los
distintos ensayos potenciostaticos y voltamétricos obtenidos en las diferentes
disoluciones con los sensores disenados y fabricados durante el TFG.

Se describira la respuesta voltamétrica obtenida con los sensores de CPE y
los biosensores de tirosinasa y glucosa oxidasa, en las distintas disoluciones.
También se describiran las comparativas entre unos y otros sensores con
objeto de determinar el efecto de las enzimas, y estudiar la variacion de la
senal obtenida con el tiempo de envejecimiento de las bebidas que se han
medido.

Se mostraran las respuestas de la red de sensores potenciométricos
obtenidas, en las diferentes disoluciones. Ademas se explicaran las
comparativas entre unos y otros sensores, y las modificaciones de las senales
obtenidas en funcion del tipo de bebida medida en funcién de su origen y su
grado de envejecimiento.

Asimismo, se exponen los resultados del analisis estadistico de los datos que
se han medido y que se tratan con diferentes programas para obtener
correlaciones con los datos quimicos de las muestras, todo esto se describira
en los siguientes apartados.

4.1.Caracteristicas y acondicionamiento de los sensores

En este apartado se va a exponer el acondicionamiento de los sensores
fabricados en este trabajo, en las distintas disoluciones para caracterizarlos y
comprobar su correcto funcionamiento. De esta forma se va a ver la reaccion
de cada sensor en las distintas muestras de ensayo (muestras patron,
blancos) y asi se conocera la reaccion caracteristica de cada electrodo y con
ello el punto de inicio de cada sensor.

El acondicionamiento de una senal es un proceso de adquisicion de datos
qgque se basa en la ejecucion electronica de esta, con los dispositivos
apropiados, para conseguir rangos de voltajes o corrientes adecuados a las
caracteristicas del diseno. En el acondicionamiento de senales se convierte
un tipo de senal eléctrica 0 mecanica (que es la senal de entrada) en otro tipo
de senal (que es la senal de salida). El objetivo es amplificar la senal y
convertirla en otro tipo de formato para leer que sea compatible con el control
de los equipos que se estan utilizando. El acondicionamiento de la senal
ayuda a obtener medidas precisas y conseguir una resolucion mayor en la
medicion. Se produce una inmunidad al ruido mas elevada en la medida.
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La caracterizacion de un sensor se fundamenta en el calculo de la ecuacion
caracteristica de su comportamiento. Esto alude a la ecuacion que determina
la causa de cambio en la variable de salida, normalmente una variable
eléctrica, en relaciobn a la variable de entrada. La caracterizacion de los
sensores es fundamental para la interpolacion de valores. Una adecuada
caracterizacion origina medidas con buena exactitud [32].

4.1.1. Voltamétricos

Se va a comenzar con la caracterizacion de los sensores voltamétricos. Estos
sensores se van a acondicionar en dos tipos de disoluciones, la primera va a
ser en KCI (cloruro potasico) y la segunda va a ser una disolucion de ferro-
ferricianuro que comuinmente se utiliza como solucion redox tipo. Estas
disoluciones ya se describieron en el Capitulo 3.

Una vez comprobado que los sensores ya fabricados tienen conductividad con
el polimetro, y por tanto estan correctamente fabricados se ensayan en las
disoluciones mencionadas.

Se han elegido estas disoluciones por algunas razones. La disolucion de KCI
se ha elegido porque es una disolucion donde no hay especies de oxidacion
reduccion lo que nos permite conocer el comportamiento del sensor en un
electrolito base y detectar posibles defectos de fabricacion y la disolucion de
ferro-ferri se ha elegido porque si que tiene reacciones redox perfectamente
conocidas que nos permiten conocer su capacidad como sensor.

a. Ensayos en KCl

En la siguiente figura se va a observa el voltamograma del sensor de grafito
CPE sin modificar en la disolucion de KCI.

Esta grafica se ha obtenido con los datos registrados por el programa “NOVA
1.107, y tratandolos con el programa “Origin8”.

Origind

Figura 86. Icono Software Origin8.
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El voltamograma obtenido es el de la Figura 87. Voltamograma de sensor de
CPE en KCI.:
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Figura 87. Voltamograma de sensor de CPE en KCI.

En el voltamograma se puede observar que en el eje de las abscisas (eje X) se
encuentra el potencial con unidades de mV, y en el eje de las ordenadas (eje
Y) estan los valores de la corriente con unidades de pA. La grafica es el Gltimo
ciclo de la VC, que es el ciclo en el que ya se mantiene estable la medida, ya
se ha comentado que es el primer ciclo el que presenta un comportamiento
ligeramente distinto.

El potencial que se ha fijado se mueve de -1000 a 1000 mV y es ahi donde
vemos los bordes o extremos del ciclo que estan senalados con dos circulos

. El punto a -1V es el pico caracteristico de la disolucion del agua en
presencia de oxigeno.

Por otro lado en el punto de potencial de -500 mV, se encuentra un pequeno
pico que esta senalado con un circulo rosa, que podria ser un proceso
especifico del sensor en este medio pero que dada su baja intensidad no
debe interferir con las senales mucho mas intensas de los analitos.

Por dltimo hay que senalar que no existen picos especificos porque no hay
actividad redox en la disolucion de KCI.
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b. Ensayos en Ferro-ferri

En la Figura 88. Voltamograma de sensor CPE en ferro-ferri. se va a observar
el voltamograma del sensor CPE sin modificar en la disolucion de ferro-ferri.
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Figura 88. Voltamograma de sensor CPE en ferro-ferri.

En el voltamograma se observa como antes que en el potencial (eje X) en mV
se enfrenta a la corriente (eje Y) en pA. La grafica es el altimo ciclo de la VC
(ciclo con estabilidad de la medida).

El voltamograma presenta varios picos de oxidacion-reduccion que indican
gue el sensor es capaz de detctar la oxidacion y reduccion de hierro Il a hierro
[ll, y ademas con intensidades de corriente elevadas. El potencial se ha fijado
entre -400 a 1000 mV y es ahi donde se ven los bordes o extremos del ciclo
gue estan senalados con dos circulos

Como hemos dicho a diferencia de los que ocurre con la disolucion de KCI hay
picos especificos correspondientes a la reaccion redox con la disolucion de
ferro-ferri. En el barrido anddico aparece un pico senalado con un circulo de
color rosa correspondiente a la oxidacion de la reaccion Fe Il a Fe lll, que se
produce a un potencial de 700 mV, mientras que en el barrido se indica con
un circulo de color , representa la reduccion de la especie Fe lll a Fe ll,
originada a un potencial de 200 mV.
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4.1.2. Potenciométricos

Primeramente se va acondicionar la red de sensores potenciométricos en una
disolucion de KCI (cloruro potasico) con objeto de comprobar el correcto
funcionamiento de la red de sensores. Seguidamente se va utilizar la red de
sensores potenciométricos de modo conjunto y medidas simultaneas, lengua
electronica, para comprobar la capacidad para distinguir entre 5 sabores
basicos. Estos cinco sabores van a ser 5 disoluciones que ya se explicdé su
elaboracion en el Capitulo 3.

Se han elegido estas disoluciones por los siguientes motivos: La disolucion de
KCI se ha seleccionado porque es el electrolito base que se emplea para
disolver los vinos que nos permite aumentar su conductividad i6nica, por otra
parte es una disolucion donde no hay especies de oxidacion-reduccion que
puedan interferir, y las disoluciones de los 5 sabores se han elegido porque
se quiere poner a prueba la red de sensores y ver si discrimina entre las
diferentes disoluciones puras que emulan los sabores basicos.

a. Ensayos en KCl

En la siguiente figura se va a poder ver la grafica obtenida tras los registros
potenciométricos de la red de sensores potenciométricos en la disolucion de
KCI una vez que se ha comprobado una alta estabilidad en la medida de este
potencial se selecciona el valor final de potencial para cada una de los veinte
sensores que constituyen la lengua.

Esta grafica de la Figura 89. Grafica de potenciometria de la red de sensores
potenciométricos en KCI. se ha conseguido con los datos registrados por el
programa “Benchlink Data Logger 3 (Agilent Technologies), y tratandolos con
el programa “Excel”.
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Figura 89. Grafica de potenciometria de la red de sensores potenciométricos
en KCl.

Esta grafica muestra la huella dactilar de los veinte sensores que constituyen
la red de sensores en KCI, y se toma como punto de partida de la red. Se
puede observar que cada una de las 20 membranas da un potencial.

También se ha comprobado que la red tenga alta repetitividad, para ello se
han realizado varias medidas sin que se observen diferencias mayores del 5%
en los datos de potencial registrados al final del barrido, salvo excepciones
como se puede observar en la siguiente Figura 90. Grafica de potenciometria
de la red de sensores potenciométricos en KCl, repetitividad.:
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Figura 90. Grafica de potenciometria de la red de sensores potenciométricos
en KCI, repetitividad.

En la grafica, Figura 90. Grafica de potenciometria de la red de sensores
potenciométricos en KCI, repetitividad., se puede observar que el mismo
sensor repitiendo la medida tiene una repetitividad bastante buena. Casi la
totalidad de las membranas coinciden en el mismo potencial que la primera
medida. Esto quiere decir que el sensor es fiable.

Ademas como ya se ha explicado durante el trabajo en los anteriores
capitulos, se han fabricado tres tamanos de esta red de sensores (grande,
mediano y pequeno). En cada ensayo se utilizan dos redes de sensores de
cada tamano, en total cuarenta sensores de modo que hay dos idénticos y
€s0 nos permite descartar algin valor en caso de que una membrana no
funcione correctamente. Para conocer la reproducibilidad de los sensores,
teniendo en cuenta que son dos redes fisicamente distintas que ademas
estan montadas sobre soportes de diferente tamano, podemos utilizar la
siguiente grafica, Figura 91. Grafica de potenciometria de dos redes de
sensores potenciométricos en KCI, reproducibilidad.:
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Figura 91. Grafica de potenciometria de dos redes de sensores
potenciométricos en KClI, reproducibilidad.

La grafica muestra que las dos redes ademas de tener repetitividad cada una
de ellas con la repeticion de sus medidas (por eso cada red tiene medida 1y
medida 2), también tienen buena reproducibilidad. Ya que coinciden los
potenciales de las 20 membranas de cada red de sensores. Cada red de
sensores, sensor 1 y sensor 2, se refiere a cada tubo de metacrilato con las
20 membranas.

b. Mediciones para diferenciacion de cinco sabores

A continuacion, en este apartado se van a exponer los resultados obtenidos
por la red de sensores potenciométricos utilizada como una lengua para
distinguir entre los 5 sabores tipo. Se va a comprobar que discriminan las 5
disoluciones puras.

I. Dulce
Como disolucion emulando el sabor dulce se va a optar por una disolucion de
glucosa. Ya explicada su fabricacion en el Capitulo 3, como el resto de
disoluciones para este procedimiento.

II. Salado
Como disolucion emulando el sabor salado se va a elegir una disolucion de
cloruro sodico (NaCl).
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II. Acido
Para la disolucion del sabor acido se opta por una disolucion de acido citrico.

IV. Amargo
El sabor amargo lo va a representar una disolucion de urea.

V. Umami
Y el sabor umami, que se explica como el “regusto” que se queda en la boca
después de comer algo, esto lo produce el compuesto glutamato monosddico
que vamos a diluir en agua desionizada y con ello como se explicdé en el
Capitulo 3, se va a conseguir la disolucion que va a formar el 5 sabor.

Seguidamente se va a mostrar la grafica, Figura 92. Grafica de potenciometria
de la red de sensores potenciométricos en las disoluciones de los 5 sabores.,
en la que la red de sensores va medir las disoluciones de los 5 sabores:
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0,26

0,21

0,16
’>E\ 0,11 —@— Dulce
:cc/ —@— Salado
‘5 0,06 K
c Acido
)
DCE 0,01 —®— Amargo

1 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 —@—Umami

-0,04 \

-0,09

-0,14

Sensores (Membranas)

Figura 92. Grafica de potenciometria de la red de sensores potenciométricos
en las disoluciones de los 5 sabores.

En la grafica potenciométrica se ve la huella dactilar de cada uno de los 5
sabores, y la diferencia entre los sensores especificos (es decir, la diferencia
entre las 20 membranas).

En general, observamos que todos los sensores tienen un comportamiento
especifico que es diferente del resto y que sigue el mismo patrén en las cinco
disoluciones patron. Al margen de este comportamiento general podemos
observar algunas otras caracteristicas que se comentan a continuacion:
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e El potencial correspondiente al sensor nimero 4 (membrana 4) es que
muestra para todas las disoluciones el menor valor de potencial y es el
sabor salado el que destaca por que es el sabor que mas disminuye
significativamente el potencial respecto al resto de sensores.

e A partir de la membrana 5 hasta la 9 los potenciales registrados para
todas las disoluciones tienen valores de potencial mas elevados si
bien se ve que el sabor salado tiene un potencial mas bajo
significativamente que el resto de sabores.

e En el sensor 10 se observa que todas las disoluciones dan lugar a
valores bajos de potencial exceptuando el acido que es la que mas
destaca ya que se registran valores de potencial mucho mas elevados
que en el resto y mas altos que para otros sensores en los que se
registraban valores de potencial superiores para otros sabores.

e También se percibe que el comportamiento del sabor dulce que es la
glucosa y del sabor umami que es el glutamato monosodico son
siempre muy similares, esto es debido a que son del mismo grupo de
compuestos organicos y por tanto es légico que los valores de
potencial se asemejen.

Aunque hay disoluciones como la del acido citrico (sabor acido) y el cloruro
sodico (sabor salado) que se distinguen mas del resto por su comportamiento
con los sensores, se ve claramente que se pueden distinguir los 5 sabores
con la red de sensores, pues es capaz de distinguirlos a la perfeccion.

Los datos recogidos con el software “Benchlink Data Logger 3 (Agilent
Technologies)” y tratados con “Excel” también se han tratado con otro
programa “IBM SPSS Statics”.

IBM 5P55

S
Statistics 22

Figura 93. Icono Software IBM SPSS Statics.

Que ha proporcionado una LDA (analisis de discriminacion lineal) que nos
permite concluir que la red de sensores potenciométricos es capaz de realizar
la diferenciacion de los cinco sabores, Figura 94. Grafica LDA 5 sabores.:
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Figura 94. Grafica LDA 5 sabores.

Se puede observar claramente la discriminacion de cada uno de los sabores
entre ellos. El nimero 2 pertenece al sabor salado (NaCl) y queda arriba a la
derecha muy diferenciado del resto. El nimero 3 pertenece al sabor acido y
se encuentra en el lado derecho pero en la parte de abajo del plano, con una
gran diferenciacion del resto también. El nimero 4 pertenece al sabor amargo
(la urea), y se encuentra en el lado izquierdo en la parte superior. Finalmente
el numero 1 representa el sabor dulce (la glucosa) y el nimero 5 el sabor
umami (glutamato monosoédico) que se encuentran muy proximos en la parte
centro-izquierda de la grafica. Estos dos Gltimos sabores quedan tan préximos
porqgue como ya se ha comentado anteriormente pertenecen a la misma
familia de compuestos organicos. Se puede concluir que la discriminacion en
el plano obtenida por la LDA es muy buena y diferencia los 5 sabores con
buen resultado.

4.2.Analisis en zumos lacteos

En el siguiente apartado se van a describir los resultados experimentales que
se han obtenido con los sensores disenados en este proyecto, probandolos en
zumos lacteos. El estudio va a consistir en el analisis de dos muestras de
zZumo que son iguales, en cuanto a composicion y método de procesado, pero
qgue se diferencian en que una de ellas esta alterada, se le va a denominar
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problema (P) y a la otra muestra se la nombra con el control (C). El objetivo de
estudio es conocer si nuestro sistema de sensores es capaz de distinguir un
zumo de otro, diferenciando claramente el zumo problema. Para realizar este
estudio se han utilizado los dos tipos de sensores disenados en este trabajo.
Otro objetivo que se plantea es el estudio de los dos zumos control y
problema con el tiempo, lo que hemos denominado envejecimiento.

4.2.1. Sensores voltamétricos

Se va a comenzar midiendo con los sensores voltamétricos. Primero se va a
medir con los sensores CPE sin modificar, y después con los biosensores.

Primeramente se van a llevar a cabo las medidas con las muestras de zumos
recién abiertas (Dia 0), y finalmente se volveran a medir las muestras
habiéndolas dejado envejecer abiertas durante 4 dias (Dia 4), para ver si los
sensores consiguen distinguir el efecto del tiempo sobre los zumos y
determinar si las dos muestras problema y control envejecen de la misma
manera.

El estudio se realiza directamente sobre los zumos pero también se van a
disolver las muestras en KCI para ver si mejora la respuesta.

Ademas se trataran los datos con algunos programas para ver como son los
resultados finales y las capacidades de discriminacion de los sensores.

a. Respuesta de los sensores en zumos

Se van a observar los voltamogramas obtenido con “Origin8”.

Inicialmente se van a medir las dos muestra de zumo con el sensor CPE sin
modificar en bruto (es decir, sin diluir).

= Sensor grafito (CPE) en zumo en bruto
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Figura 95. Voltamograma CPE en zumo bruto.

Se observa en el voltamograma, Figura 95. Voltamograma CPE en zumo
bruto., los extremos senalados con los dos circulos . En el potencial
750 mV indicado con un circulo rosa aparece un pico en el barrido anddico
gue se relaciona con la oxidacion de alguna de las sustancias quimicas que
constituyen zumo que se esta midiendo y también hay una pequena oxidacion
en el potencial -600 mV senalada con un circulo morado, de alguna otra
especie que tienen las muestras de zumo y que se oxida a potenciales muy
negativos. En el valor de potencial 350 mV indicado con un circulo ,
es una reduccion de una especie o de un grupo de compuestos y en el valor
de potencial -500 mV, senalada con un circulo naranja, es la curva especifica
del sensor pero hay alguna especie de la muestra P de zumo que potencia la
intensidad.

Es importante ver que el sensor diferencia bastante bien el zumo control (C)
que pertenece a la curva negra de la muestra de zumo con alteraciones que
es la curva roja esta Ultima tiene las intensidades de corriente mayores en los
potenciales que se han comentado, Figura 95. Voltamograma CPE en zumo
bruto..

En el extremo inferior se ve que la muestra C tiene una corriente de valor -13
WA, mientras que la muestra P tiene una corriente de -9 PA. Y esto se repite
durante todo el ciclo, en la deformacion de la oxidacion al potencial de 750
mV la muestra C tiene una corriente de 25 PA, mientras que la muestra P
tiene un valor de 30 pA.

Con esto se concluye que el sensor de grafito CPE sin modificaciones
midiendo el medio en bruto funciona correctamente con buenos resultados,
diferenciando claramente las dos muestras.
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= Sensor grafito (CPE) en zumo diluido en KCI.

Seguidamente, se va a comentar el voltamograma del sensor de grafito sin
modificaciones en las muestras de zumo Cy P pero diluidas en KCl, Figura 96.
Voltamograma CPE en zumo diluido en KCI..

e cad dui )

Figura 96. Voltamograma CPE en zumo diluido en KCI.

En este voltamograma, Figura 96. Voltamograma CPE en zumo diluido en KCI.,
se observa que los picos de oxidacion y reduccion cambian. La leve oxidacion
gue habia en el potencial -600 mV ya no se produce, en cambio el pico de
oxidacion del potencial 750 mV es mucho mas pronunciado. También es mas
pronunciado el pico que especifica el sensor del potencial -500 mV.

Se ve que también se distinguen bien las dos muestras de zumo, aunque se
discriminaban mejor con las muestras en bruto.

A continuacion se pueden observar en la siguiente grafica, Figura 97.
Voltamograma CPE en zumo bruto y diluido en KCI., los voltamogramas del
sensor de grafito de las dos muestras en bruto y diluidas:

I chad |

Figura 97. Voltamograma CPE en zumo bruto y diluido en KCI.
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Se percibe que las intensidades de las muestras diluidas son siempre
menores que las de las muestras en bruto. Y que se distinguen ligeramente
mejor las muestras en bruto. Hay que senalar que la forma del voltamograma
siempre es la misma aunque la muestra este en bruto o diluida.

= Bijosensor de GOx en zumo bruto.

Ahora se va a probar el biosensor de GOx (glucosa oxidasa) en las dos
muestras de zumo Cy P, para ver como distingue.

= I /

Invte nsidad (s
]

Patencial (mV)

Figura 98. Voltamograma Biosensor GOx en zumo bruto.

Se observa en la Figura 98. Voltamograma Biosensor GOx en zumo bruto., que
el biosensor tiene otros picos caracteristicos en el voltamograma que el
sensor CPE sin modificar.

Hay dos picos bien pronunciados, senalados con dos circulos morado y

, que son caracteristicos del biosensor de GOx. Ademas también hay
una curva pronunciada de oxidacion senalada con un circulo rosa, esta
también se producia en el sensor de grafito sin modificar.

Se ve que el biosensor distingue las dos muestras porque la muestra P (curva
roja), tiene intensidades mas amplias (en la oxidacion intensidades mayores y
en la reduccion intensidades menores) que la muestra C (curva negra). Aun
asi se concluye que el biosensor funciona pero parece que a simple vista
distingue menos las muestras que el sensor CPE sin modificar, esto podria ser
porque las dos muestras tienen contenidos en azucar muy similares y por
tanto la diferencia entre ellas hay que buscarla fuera del contenido en

azUcares.
=  Biosensor de GOx en zumo diluido en KCI.

Seguidamente, se va a llevar a cabo la medicion del biosensor de GOx en las
dos muestras de zumo C y P diluidas en la disolucion de KCI (Figura 99.
Voltamograma Biosensor GOx en zumo diluido en KCI.).
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Figura 99. Voltamograma Biosensor GOx en zumo diluido en KCI.

En este caso los picos caracteristicos coinciden con el voltamograma de las
muestras en bruto, pero si que se aprecia una ligera mejora de la
discriminacion del biosensor con la muestra diluida, pero en los picos
caracteristicos de la enzima entorno a cero voltios vuelven de nuevo a
coincidir problema y control.

En la siguiente grafica (Figura 100. Voltamograma biosensor de GOx en zumo
bruto y diluido en KCI.) se pueden ver los 4 voltamogramas del biosensor de
grafito en las dos muestras en bruto y diluidas:

Figura 100. Voltamograma biosensor de GOx en zumo bruto y diluido en KCI.

En la Figura 100. Voltamograma biosensor de GOx en zumo bruto y diluido en
KCI., se observa que las intensidades de las muestras diluidas son siempre
mas bajas que las de las muestras en bruto. Y que se discriminan bastante
mejor las muestras diluidas en KCI. Hay que apuntar también que la forma del
voltamograma es la misma este la muestra en bruto o diluido en KCI.

Finalmente, se van a proporcionar las graficas de los dos sensores juntos
para su comparativa.
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= Sensor de grafito sin modificar y con el biosensor de GOx en zumo en
bruto:

Gl
=]

g

Figura 101. Voltamograma sensor CPE sin modificar y biosensor de GOx en
zumo bruto.

Se observa en la Figura 101. Voltamograma sensor CPE sin modificar y
biosensor de GOx en zumo bruto. que las intensidades del biosensor de GOx
son mucho mas amplias que las del sensor de CPE sin modificar. Ademas los
voltamogramas muestran que las muestras de zumos en bruto se diferencian
mejor con el sensor CPE sin modificar, ya que con el biosensor se distinguen
pero van mas solapadas. Y se ven en cada voltamograma los picos
especificos de cada sensor, que se han explicado mas detalladamente
anteriormente.

= Sensor de grafito sin modificar y con el biosensor de GOx en zumo
diluido en KCI:

Figura 102. Voltamograma sensor CPE sin modificar y biosensor de GOx en
zumo diluido en KCI.

Se puede percibir en la Figura 102. Voltamograma sensor CPE sin modificar y
biosensor de GOx en zumo diluido en KCI. que nuevamente las intensidades
de los voltamogramas de los biosensores tienen intensidades mas amplias al
igual que ocurre en las muestras en bruto. Mientras que ahora se observa
que con las muestras de zumo diluidas los sensores que distinguen mejor con
los biosensores, al contrario que en las muestras en bruto.
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Finalmente se concluye que los sensores CPE sin modificar y los biosensores
de GOx funcionan correctamente en las muestras de zumo, y distingue
siempre entre la muestra control (C) y la muestra problema (P), aunque segin
si las muestras se encuentran diluidas o en bruto un tipo de sensor funciona
mejor en un caso que en otro. Ademas como se ha ido describiendo
detalladamente, se ven los picos caracteristicos de cada sensor en todos los
voltamogramas.

b. Discriminacion mediante PCA

Los datos registrados y obtenidos de las voltametria con el software “NOVA
1.107, se han tratado con el programa “MATLAB R2014b (32-bit)”:

MATLABE R2014b
(32-bit)

Figura 103. Icono Software MATLAB R2014b.

Con Matlab se va a realizar el analisis de componentes principales (PCA) que
ya se explico en el Capitulo 3 apartado 3.3, en qué consistia. El objetivo es
gue mediante este analisis estadistico se consiga discriminar una muestra de
la otra (la muestra P de la muestra C). Las respuestas van a ser graficas en
2Dy en 3D con la discriminacion de cada muestra.

Para obtener las PCA se han tomado los valores registrados de las
voltametrias de los sensores CPE sin modificar y de los biosensores de GOx
unidos como si formaran ambos sensores una red de sensores voltamétricos,
para mejorar la discriminacion.

El resultado de las muestras de los zumos en bruto obtenido es el de la
siguiente Figura 104. PCA en 3D zumos bruto con sensor CPE y biosensor
GOx.:
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Figura 104. PCA en 3D zumos bruto con sensor CPE y biosensor GOx.

Donde el namero 1 representa a la muestra de zumo en bruto de Control (C),
mientras que el nimero 2 pertenece a la muestra de zumo en bruto Problema

(P).

La grafica es la proyeccion en 3D, donde se ve que la red de sensores
voltamétricos distinguen perfectamente una muestra de otra, quedando la
muestra C al lado derecho y la muestra P al lado izquierdo de la grafica.

Se puede hacer una apreciacion de la deriva de la muestra nimero 2, que es
la muestra de control, pero no es muy relevante ya que los ejes tienen una
escala pequena.

La grafica de la Figura 104. PCA en 3D zumos bruto con sensor CPE y
biosensor GOx. se ha elaborado teniendo en cuenta de forma conjunta los dos
barridos de oxidacion y reduccion. Y los cinco nUmeros que aparecen de cada
muestra (es decir, 5 unos y 5 doses) representan las 5 medidas de cada
muestra.

Por dltimo se va a proporcionar la Tabla 4. Porcentaje componentes en PCA
zumos en bruto sensor CPE y biosensor GOx. con el porcentaje de varianza
que cubre cada componente (eje). Es una medida cuantitativa de la
importancia tiene cada eje en la distribucion.

Zumo en bruto (OD) 1° componente |2° componente| 3° componente
Muestra: P + C Todo
Sensor: CPE + (oxidacion 98,8326 1,0839 0,0751
bisosensor GOx + redccion)

Tabla 4. Porcentaje componentes en PCA zumos en bruto sensor CPE y
biosensor GOX.
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En cada eje de la grafica se representa una componente (de la ecuacion que
representa el punto en el espacio). El porcentaje es una forma de indicar la
importancia que tiene cada eje en la distribucion espacial, si un porcentaje de
algin eje es muy pequeno significa que no tiene gran importancia y que con
dos ejes se obtiene la misma diferenciacion, es decir en 2D.

A continuacién se va a mostrar la Figura 105. PCA en 3D zumos diluido con
sensor CPE y biosensor GOx. correspondiente con la PCA de las muestras
diluidas en KCI también el dia O (OD), pero con la misma red de sensores
voltamétricos, el sensor de CPE sin modificar y el biosensor modificado con
GOx.

0.2
Axis2 005 4 o 0.1

Axis1

Figura 105. PCA en 3D zumos diluido con sensor CPE y biosensor GOx.

Donde el nimero 1 representa a la muestra de zumo diluido en KCI de Control
(C), mientras que el nimero 2 pertenece a la muestra de zumo diluido en KCI
Problema (P).

La grafica es la proyeccion en 3D, donde se observa que la red de sensores
voltamétricos se distinguen perfectamente ambas muestras, sin embargo a
diferencia de las muestras de zumo en bruto, ahora la muestra C (n°1) ocupa
el lado izquierdo de la grafica y la muestra P (n°2) ocupa el lado derecho.

En este caso con el zumo diluido las medidas de la red de sensores en la PCA
agrupan la muestra P mucho mas que en las muestras en bruto y donde se
encuentra la deriva en este caso es en la muestra C, aunque la escala es muy
pequena y la deriva apenas tiene importancia.

En esta grafica esta contenida la informacion suministrada por el barrido de
oxidacion y por el de la reduccion. Con cinco ensayos para cada muestra.

Se adjunta la Tabla 5. Porcentaje componentes en PCA zumos diluidos en KCI
sensor CPE y biosensor GOx. con el porcentaje de componentes en la PCA en
los zumos diluidos con la red de sensores voltamétricos (CPE y biosensor de
GOx):
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Zumo en bruto (4D) 1° componente | 2° componente [ 3° componente

Muestra: P + C Todo

Sensor: CPE + | (oxidacion + 94,9060 3,8807 1,0941

bisosensor GOx | redccion)

Tabla 5. Porcentaje componentes en PCA zumos diluidos en KCI sensor CPE y
biosensor GOx.

Por tanto, podemos concluir gue tanto en bruto como diluidos en KClI los
sensores voltamétricos siguen distinguiendo perfectamente entre la muestra
problema y la muestra control.

c. Correlaciones con los datos quimicos, PLS

En este apartado se van a correlacionar los datos de las medidas tomadas de
las muestras de estudio con los datos quimicos suministrados por la empresa
que nos ha proporcionado las muestras. Para ellos se van a tratar los datos
con un programa llamado “Unscrambler X”.

Ui

he Unscrambler
X 10.4 (64-bit)

Figura 106. Icono Icono Software Unscrambler X.

Los datos medidos que se han registrado con el software “NOVA 1.107, se
han tratado con “Origin8” y con “Matlab”, en este Ultimo se consigue una
matriz que es fundamental ya que es la que se va a introducir en el software

“The Unscrambler X”.

Una vez obtenida e introducida la matriz de los datos medidos, otros datos
fundamentales que hay que introducir son los datos quimicos de las muestras

de estudio, estos son:

e % ACA (grado de acidez)
e pH

e Bxcorregido

e Sedimento

e Viscosidad

Con ello el programa correlaciona todos los datos y se consiguen las PLS que
son las regresiones de minimos cuadrados parciales que como ya se explico
en el Capitulo 3, es un procedimiento estadistico con el objetivo de encontrar
una regresion lineal por medio de la proyeccion de las variables de prediccion
y las variables observables (datos medidos y datos quimicos a correlacionar).
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Las respuestas obtenidas son las siguientes que se muestran en la Figura
107. PLS zumos correlaciéon con todos los parametros:

Predicted vs. Reference

8 Offset RMSE  R-Square
09873532  0.0005855 25723804 05973533
1001572 -2.00038.04

2.0003e-04 45671004 09936122

=
5
-

Predicted Y {(%ACA, Factor-2)

=
B

Reference Y (%RACA, Factor-2)

Explained Varance

Factord) Factor-1 Factor-2 Facioed Facior-4 Facioe-5 Factor-6
Factors

Figura 107. PLS zumos correlacion con todos los parametros

En la grafica se observa que tanto el modelo de calibracion que se
corresponde con el color azul como el modelo de la prediccion que
corresponde con el color rojo, dan excelentes correlaciones entre los datos
guimicos y los datos proporcionados por el sensor.

Los datos quimicos con conforman el modelo, valores de color azul, se
introducen para entrenar el sistema de modo que cuando se metan los datos
medidos por el sensor que conformara la prediccion, valores rojos, el
programa nos proporcione los datos quimicos predichos, la diferencia entre
los valores predichos y los reales es lo que se analiza en el modelo.

A continuacion se va a facilitar la Tabla 6. Valores PLS en zumos. con los
resultados detallados para cada uno de los datos quimicos suministrados y el
valor del modelo calibracion y la prediccion conseguido, y asi se podran
comentar mas minuciosamente los resultados obtenidos de este tratamiento:
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CALIBRACION PREDICCION
R2 RMSE R2 RMSE
Acidez (%ACA) 0,9973 | 2,57x104 | 0,9936 |4,57x104
pH 0,9973 | 2,57x104 | 0,9936 |4,57x104
Brix 0,9973 | 5,15x104 | 0,9936 |9,13x104
Sedimentos 0,9973 | 5,659x103 | 0,9936 | 0,0101
Viscosidad 0,9973 | 1,286x103 | 0,9936 | 0,0023
p;‘;g;se't‘r’ss 00973 | 2,57x104 | 0,9936 |4,57x10%

Tabla 6. Valores PLS en zumos.

En el Capitulo 3 apartado 3.3 se explicd que significa cada parametro.

Ademas tiene Factor 2 (nimero de variables latentes), esto indica la bondad
del sistema.

Se obtiene una buena recta de calibrado de la prediccion que se ajusta al
modelo. Por tanto los resultados son buenos y la prediccion es valida la
discriminacion y la red de sensores voltamétricos es Util.

d. Efecto de envejecimiento

En este apartado se van a analizar los datos obtenidos con los sensores
voltamétricos una vez que las muestras han sufrido un envejecimiento, es
decir una vez abiertos los zumos se han dejado que envejezcan y cambien
con ello las propiedades. La finalidad que se quiere observar es que los
sensores sigan distinguiendo la muestra P de la muestra C y que se siga
discriminando una de otra al hacer el tratamiento de datos, y ver si los
resultados se modifican en los dos zumos control y problema del mismo
modo.

Se van a observar los voltamogramas obtenido con “Origin8”.
= Sensor grafito (CPE) en zumo en bruto dia O (OD) y envejecido (4D).

Se ha medido cada muestra envejecida con el sensor CPE sin modificar y a
continuacién se proporciona una comparacion de cada muestra C y P por
separado con la medida correspondiente del zumo en bruto sin
envejecimiento, para observar como cambia el voltamograma en cada caso:
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Figura 108. Voltamogramas sensor CPE sin modificar zumos en bruto OD y
envejecidos (4D).

En la Figura 108. Voltamogramas sensor CPE sin modificar zumos en bruto
OD y envejecidos (4D)., a la izquierda se encuentran los dos voltamogramas
de la muestra de Control el dia O (OD) representada por el color negro y la
misma muestra envejecida dia 4 (4D) representada por el color rojo. El sensor
es capaz de diferenciar entre las dos medidas, las dos medidas tienen la
misma forma, pero las intensidades de la muestra envejecida son menores,
siempre son mas bajas que las del OD. A la derecha estan los voltamogramas
de la muestra Problema donde también la muestra de OD esta representada
en negro y la muestra 4D se representa en rojo. Y pasa lo mismo que con la
muestra C, los voltamogramas de la muestra P tienen la misma forma entre
ellos, pero las intensidades son mas bajas en el envejecimiento, por tanto
vemos que el sensor es capaz de diferenciar el envejecimiento de la muestra
OD.

= Sensor grafito (CPE) en zumo diluido en KCI dia O (OD) y envejecido
(4D).

Las medidas de las muestras envejecidas con el sensor CPE sin modificar se
muestran seguidamente en la Figura 109. Voltamogramas sensor CPE sin
modificar zumos diluidos en KCI OD y envejecidos (4D)., como se ha expuesto
anteriormente, se presenta una comparacion de cada muestra C y P por
separado con la medida correspondiente del zumo esta vez diluido en KCI OD
y envejecido 4D, para observar como varia el voltamograma:
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Figura 109. Voltamogramas sensor CPE sin modificar zumos diluidos en KCI
0D y envejecidos (4D).

Como comentarios a estas graficas de la Figura 109. Voltamogramas sensor
CPE sin modificar zumos diluidos en KCI OD y envejecidos (4D)., se puede
decir que a la izquierda se encuentran los voltamogramas de la muestra C el
dia O (OD) representada por el color negro y la misma muestra envejecida dia
4 (4D) representada por el color rojo. El sensor es capaz de diferenciar entre
las dos medidas, pero se observa que el voltamograma del zumo envejecido
es muy plano y tiene poca intensidad, apenas se observan picos de oxidacion
y reduccion nitidos, por lo tanto esto hace pensar que los resultados de la
muestra en bruto son mejores. A la derecha estan los voltamogramas de la
muestra P donde también la muestra de OD esta representada en negro y la
muestra 4D se representa en rojo. Lo que ocurre en este caso es que los
voltamogramas tienen la misma forma entre ellos, pero las intensidades son
mas bajas en el envejecimiento, aunque se solapan bastante entre ellos. El
sensor es capaz de diferencia las muestras también diluidas en KCI, aunque
los resultados de las muestras en bruto parecen a simple vista mejores.

=  Biosensor GOx en zumo en bruto y diluido en KCI, envejecido (4D).

Figura 110. Voltamogramas biosensor GOx zumos en bruto y diluidos en KCI
envejecidos (4D).

Los voltamogramas que se exponen corresponden a las medidas del
biosensor GOx en las muestras C y P de zumo envejecido en bruto a la
derechay a la izquierda las muestras de C y P de zumo envejecido diluido en
KCI.
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En la del zumo en bruto envejecido (4D) se ve que el sensor discrimina
perfectamente la muestra control (en negro) de la muestra problema (en rojo)
donde ambas presentan una forma similar pero la muestra problema tiene
intensidades mas elevadas.

A la derecha se ve la grafica donde se ven las muestras envejecidas, diluidas
y el biosensor también distingue entre C y P pero los voltamogramas estan
mas solapados, con lo que se concluye que las medidas con el biosensor
también son mejores cuando la muestra esta en bruto.

= Comparativa de Sensor CPE y biosensor GOx en zumo en bruto,
envejecido (4D).

En la siguiente grafica (Figura 111. Voltamogramas sensor CPE y biosensor
GOx zumos en bruto envejecidos (4D).) se muestran los voltamogramas de los
sensores CPE y los biosensores de GOx de las dos muestras Cy P envejecidas
(4D):

ek Gaa)

Figura 111. Voltamogramas sensor CPE y biosensor GOx zumos en bruto
envejecidos (4D).

Los dos voltamogramas del sensor CPE se ve que tienen la misma forma con
Sus curvas caracteristicas aunque se diferencian entre ellas, para el mismo
potencial la muestra control (en negro) siempre tiene menores intensidades
que la muestra problema (en azul).

Ademas se observa que los voltamogramas de los biosensores de GOx tienen
también la misma forma con sus picos caracteristicos, se observan los picos
adicionales de la enzima, y que de nuevo entre ellos se diferencian en que,
como pasa con los CPE, la muestra problema (en ) tiene mayores
intensidades que la muestra control (en rojo).

Se puede observar en la grafica el efecto de la enzima, los biosensores tienen
unos voltamogramas mas amplios (grandes) con mayores intensidades
respecto a los voltamogramas de los sensores CPE y ademas los biosensores
GOx tienen picos adicionales caracteristicos.

CONCLUSION
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Con las graficas expuestas, se concluye que los sensores voltamétricos
disenados (CPE y biosensor de GOx) son capaces de distinguir:

e Entre las muestras de control y problema.

e Entre las muestras dia O (OD) y envejecidas (4D).

e Y en los voltamogramas se ven las diferencias entre las curvas y picos
caracteristicos del sensor CPE y del biosensor de GOXx.

Por tanto los sensores tienen un buen funcionamiento y son 6ptimos para la
discriminacion de muestras.

Seguidamente se van a facilitar las PCA que se han obtenido del tratamiento
de datos de las muestras envejecidas.

Para conseguir las PCA se han tomado los valores registrados de las
voltametrias de los sensores CPE sin modificar y de los biosensores de GOx
unidos como si formaran ambos sensores una red de sensores voltamétricos,
para mejorar la discriminacion, como ya se hizo con las muestras de zumo del
dia O (OD). Al igual que en ese caso también se han considerado
conjuntamente la rama de oxidacion y la de reduccion.

El resultado de las muestras de los zumos en bruto OD y 4D (envejecidos)
obtenido es la siguiente Figura 112. PCA red de sensores voltamétricos (CPE y
biosensor GOx) muestras zumo Cy P en bruto, OD y 4D.:
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Figura 112. PCA red de sensores voltamétricos (CPE y biosensor GOx)
muestras zumo Cy P en bruto, OD y 4D.

En la siguiente Tabla 7. ldentificacion nuameros PCA red de sensores
voltamétricos (CPE y biosensor GOx) muestras de zumos en bruto Cy P, OD y
4D. se muestra a que representa cada namero:

Muestras Dias
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oD 4D
Control 1 3
Problema 2 4

Tabla 7. Identificacidon ndmeros PCA red de sensores voltamétricos (CPE y
biosensor GOx) muestras de zumos en bruto Cy P, OD y 4D.

Esta PCA contiene 5 medidas de cada muestra y contempla conjuntamente la
oxidacion y reduccion de las muestras.

Como se puede observar en la grafica de la PCA hay 4 muestras, los nimeros
pertenecientes a la muestra del dia O (OD), (1 y 2) se encuentran en la parte
izquierda de la grafica (senalados con un circulo ), mientras que los
ndmeros pertenecientes a la muestra 4D (3 y 4) estan en la parte derecha de
la grafica (senalados con un circulo rosa). Por tanto los sensores distinguen
perfectamente el efecto del envejecimiento para las dos muestras, las del dia
Oy las envejecidas del dia 4.

Se aporta el porcentaje de los componentes en la Tabla 8. Porcentaje
componentes en PCA zumos en bruto red de sensores voltamétricos (CPE y
biosensor GOx) muestras Cy P, ODy 4D.:

Zumo en bruto OD y 4D 1° componente | 2° componente [ 3° componente
Muestra: P + C Todo
Sensor: CPE + | (oxidacion + 86,1882 8,3476 5,1301
bisosensor GOx redccion)

Tabla 8. Porcentaje componentes en PCA zumos en bruto red de sensores
voltamétricos (CPE y biosensor GOx) muestras Cy P, OD y 4D.

Seguidamente, se van a aportar la Figura 113. PCA red de sensores
voltamétricos (CPE y biosensor GOx) muestras zumo C y P diluidas en KCI, OD
y 4D. que contiene la PCA de los sensores CPE sin modificar y de los
biosensores de GOx unidos formando una red de sensores voltamétricos, con
las muestras de los zumos OD y 4D diluidos en KCI:
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Figura 113. PCA red de sensores voltamétricos (CPE y biosensor GOx)
muestras zumo Cy P diluidas en KCI, OD y 4D.

En la Tabla 9. Identificacion nimeros PCA red de sensores voltamétricos (CPE
y biosensor GOx) muestras C y P de zumos diluido en KCI, OD y 4D. se
muestra a que representa cada niamero:

Dias
Muestras oD aD
Control 1 3
Problema 2 4

Tabla 9. Identificacion nimeros PCA red de sensores voltamétricos (CPE y
biosensor GOx) muestras Cy P de zumos diluido en KCI, OD y 4D.

Esta PCA contiene 5 medidas en cada muestra y se ha considerado
conjuntamente los barridos de oxidacion y reduccion de cada ensayo.

En la grafica de la PCA hay 4 muestras, los nimeros pertenecientes a la
muestra del dia O (OD), (1 y 2) se encuentran en la parte izquierda de la
grafica (senalados con un circulo ), mientras que los numeros
pertenecientes a la muestra 4D, (3 y 4) estan en la parte derecha de la
grafica (senalados con un circulo rosa). Por tanto los sensores distinguen
entre las dos muestras, las del dia O y las envejecidas del dia 4.

Ademas las muestras con los nimeros 1 y 3 son las pertenecientes a la
muestra control y se encuentra en la parte superior de la grafica (parte de
arriba de la linea ), mientras que las muestra 2 y 4 pertenecientes a la
muestra problema estan en la parte de debajo de la grafica (parte de abajo de
la linea ).

Se aporta el porcentaje de los componentes en la Tabla 10. Porcentaje
componentes en PCA zumos diluidos en KCI red de sensores voltamétricos
(CPE y biosensor GOx) muestras Cy P, OD y 4D.:
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Zumo diluido en KCI OD y 4D 1° componente | 2° componente | 3° componente

Muestra: P + C Todo

Sensor: CPE + (oxidacion +
bisosensor GOx redccion)

Tabla 10. Porcentaje componentes en PCA zumos diluidos en KCI red de
sensores voltamétricos (CPE y biosensor GOx) muestras Cy P, OD y 4D.

Se concluye que con el tratamiento de datos la red de sensores voltamétrica
consigue una buena discriminacion de las muestras. Estos sensores son
optimos para diferenciar entre la muestra control y la muestra problema asi
como el efecto del envejecimiento. Los ensayos pueden realizarse
correctamente tanto en bruto como diluidos en KCI.

4.2.2. Sensores potenciométricos

En este apartado se van a medir las muestras de zumos lacteos con los
sensores potenciométricos. Se van a medir las dos muestras de zumo lacteo,
la muestra control y la muestra problema. De esta forma se vera el
comportamiento de la red de sensores potenciométricos que se han disenado
en este trabajo en un medio como el zumo lacteo, que es un medio
complicado ya que presenta bastante acidez.
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a. Respuesta de los sensores en zumos

En la siguiente Figura 114. Grafica de potenciometria de la red de sensores
potenciométricos en zumo lacteo (muestras C y P). se observa los resultados
obtenidos en la red de sensores potenciométricos en las muestras de zumo
lacteo: Control y Problema.

Esta grafica se ha conseguido con los datos registrados por el programa
“Benchlink Data Logger 3 (Agilent Technologies)”, y tratandolos con el
programa “Excel”.

Red de sensores potenciométricos en
zumos lacteos

2,000E-01
1,500E-01 rt\ ’t'
1,000E-01 \ I V

== Control

5,000E-02 v

0,000E+00 == Problema
)} 5 10 15 20

Potencial (V)

-5,000E-02

-1,000E-01

-1,500E-01

Sensores (Membranas)

Figura 114. Grafica de potenciometria de la red de sensores potenciométricos
en zumo lacteo (muestras Cy P).

Esta grafica (Figura 114. Grafica de potenciometria de la red de sensores
potenciométricos en zumo lacteo (muestras C y P).) muestra la huella dactilar
de la red de sensores en las muestras de zumo lacteo C y P (control y
problema), de esta forma se ve el comportamiento de la red de sensores en
un medio como el zumo lacteo que es compleja por su composicion y acidez.
Hay que tener esto en cuenta ya que con la grasa que puede tener el zumo ya
gue contiene una parte lactea y que es bastante acido, puede danar las
membranas (en algunas ocasiones es aconsejable diluir este tipo de
muestras en disoluciones de KCI para que no sea tan agresivo el medio). Se
puede observar que cada una de las 20 membranas da un potencial.

Como comentario a la grafica, cada membrana ofrece un potencial
caracteristico diferente, que es la huella dactilar de la muestra, pero a simple
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vista se observa que ambas muestras se solapan constantemente aunque la
muestra control (C) siempre tiene potenciales un poco mas elevados que la
muestra problema (P).

A pesar de la similitud de datos entre la muestra problema y patrén se pensoé
aplicar el analisis estadistico para tratar de diferenciar entre ellas no obstante
esto no se puede realizar ni el analisis de discriminacion lineal (LDA), ni la
correlacion con los datos quimicos (MLR), ya que el problema es que este
tratamiento de datos no se puede llevar a cabo dado que solo se cuenta con
dos muestras (Control y Problema), por tanto al hacer la inclusién por pasos el
programa estadistico elimina una para analizar el resto de muestras y al ser
dos muestras es imposible llevarlo a cabo. Como se ha mencionado, la MLR
tampoco se puede realizar ya que el analisis LDA es fundamental y previo
para la realizacion de la posterior correlacion y obtencion de la MLR.

4.3.Analisis en distintas variedades de vinos

En el siguiente apartado se van a mostrar y comentar los resultados
experimentales que se han logrado con la red sensores voltamétricos y la red
de sensores potenciométricos que se han disenado y fabricado en este
trabajo, midiendo en primer lugar vinos de una misma variedad de uva y
diferentes grados de envejecimiento y en segundo lugar la medida de vinos
de diferentes variedades de uva para ver si las redes de sensores disenadas
son capaces de diferenciarlos y discriminarlos en funcién de su variedad y
grado de envejecimiento.

El vino es una bebida alcohdlica que se fabrica a partir de la uva. El proceso
implica la fermentacion alcohdlica total o parcial del zumo de uvas maduras
(mosto) por medio de la accidon metabdlica de levaduras.

El vino esta formado por diferentes componentes: el agua (82-88%), el
alcohol (7-17% dependiendo del tipo de vino, el alcohol surge por la
fermentacion y le da cuerpo y aromo al vino), azlcares (aportan sabor),
taninos (aportan color y textura), sustancias volatiles (aportan aroma), acidos
(participan en el sabor del vino).

La cantidad en la que cada uno de estos componentes, que aparecen en el
vino, depende: del clima, el suelo y la vid que da las uvas. Estos son factores
que influyen en la calidad de la uva y por tanto en la calidad del vino final.

Hay varias formas de clasificar los vinos, algunas de estas clasificaciones son
por: el color del vino, la edad del vino, el tipo de uva, entre otras.

Dependiendo de la uva utilizada pueden ser vinos tintos, blancos o rosados.
Ademas también dependiendo del tipo de uva de la cual el vino provenga
tendra unas caracteristicas u otras.
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Otra clasificacion importante, que atane a este trabajo es la de la edad del
vino, existen vinos jovenes, crianzas, reserva y gran reserva [33].

El procedimiento seguido en este proyecto se va a basar en distinguir entre
distintas muestras de vino. Primero entre 4 variedades de vinos jovenes, es
decir 4 vinos jovenes de distinto tipo de uva: garnacha, mencia, tinta de toroy
tempranillo.

Y a continuacion la discriminacion entre otras 4 variedades de vino de uva
tempranillo, segliin su envejecimiento: joven (6 meses de envejecimiento),
crianza (12 meses de envejecimiento), reserva (3-4 anos de envejecimiento) y
gran reserva (5-6 anos de envejecimiento).

Todos los vinos que se han estudiado en este trabajo son tintos.

Se adjunta la Tabla 11. Vinos jovenes 4 tipos de uvas. y la Tabla 12. Vinos
envejecidos, uva tempranillo. con los tipos de vino que se van a utilizar y las
nomenclaturas que se han seguido en la identificacion de cada uno de ellos:

Tipo de uva (tinto) Nomenclatura
Tempranillo A
Tinta de toro B
Mencia C
Garnacha D

Tabla 11. Vinos jovenes 4 tipos de uvas.

Envejecimiento Nombre Nomenclatura
6 meses Joven A
12 meses Crianza X
3-4 anos Reserva Y
5-6 anos Gran reserva VA

Tabla 12. Vinos envejecidos, uva tempranillo.

El objetivo es que los sensores distingan un vino de otro, diferenciando
claramente cada tipo de vino en funcién de su origen y de su grado de
envejecimiento.

4.3.1. Sensores voltamétricos

Primeramente se va a medir con los sensores voltamétricos, el sensor CPE sin
modificar, a continuacion el biosensor GOx (glucosa oxidasa) y seguidamente
el biosensor Tyr (tirosinasa). En este caso dado que los fenoles son sustancias
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fundamentales que influyen decisivamente en el vino se ha incluido un nuevo
sensor modificado con tirosinasa, enzima que cataliza la reaccién quimica de
los fenoles a cetonas.

Se van a llevar a cabo las medidas con las 4 muestras de vinos jovenes de las
distintas uvas y después se mediran las 4 muestras de la uva tempranillo de
distinto envejecimiento, para ver si los sensores consiguen distinguir cada
muestra.

Ademas se trataran los datos con algunos programas estadisticos para poder
extraer mayor informacion de los datos obtenidos y visualizar graficamente los
resultados finales y las discriminaciones de los sensores.

a. Respuesta de los sensores en vinos

Se van a mostrar los voltamogramas obtenido con “Origin8” para los distintos
vinos.

MUESTRAS VINOS JOVENES

Inicialmente se van a medir las 4 muestras de vinos jovenes con distinto tipo
de uva: Garnacha (Gr), Tempranillo (Temp), Tinta de Toro (TT), Mencia (Men)
con los 3 tipos de sensores voltamétricos.

= Sensor grafito (CPE) en 4 muestras de vinos jovenes

—— A Grafito|Comparativa jovenes
—— B Grafito
004 ¢ Grafito /}ﬁ
— D Grafito

Intensidad (pA)

Potencial (mV)

Figura 115. Voltamograma vinos jovenes sensor CPE.

Se observa en la Figura 115. Voltamograma vinos jovenes sensor CPE. que
durante todo el voltamograma el sensor CPE consigue diferenciar las 4
muestras de los vinos jovenes si bien en todos los casos el voltamograma
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tiene una morfologia similar. Los extremos senalados con los dos circulos

, son los extremos del barrido y el pico a potenciales mas bajos se
relaciona con la disolucion del agua en presencia de oxigeno, en este punto
es donde vemos que el vino D (uva garnacha) tiene una intensidad mas baja
que el resto. En el potencial 750 mV indicado con un circulo esta el
pico anodico que corresponde posiblemente a la oxidacion de los compuestos
fendlicos las muestras (los 4 vinos jovenes) que se estan midiendo. En el
potencial 400 mV se produce una reduccion de estas especies fendlicas,
sefalado con un circulo rosa donde se ve que cada vino tiene una intensidad,
es otro buen punto para diferenciar cada muestra. Las 4 muestras de vinos
jovenes siguen la misma forma de voltamograma pero cada vino tiene sus
propias intensidades en el potencial correspondiente que también se
modifica ligeramente en funcién del vino analizado.

Es importante ver que el sensor diferencia bastante bien las 4 muestras de
vino de distinta uva. Los voltamogramas muestran que el vino D (uva Gr)
tienen intensidades mas amplias es decir en la oxidacion intensidades mas
altas y en la reduccion intensidades mas bajas; mientras que el C (uva Men)
tiene las intensidades menos amplias (tiene las intensidades mas pequenas
tanto en la oxidacion como en la reduccion). El vino B (Uva TT), destaca con
intensidades altas en el extremo superior del voltamograma. Y el vino A (Uva
Temp) destaca porque tiene intensidades bajas en el extremo inferior del
voltamograma.

Con esto se concluye que el sensor de grafito CPE sin modificaciones
midiendo los 4 vinos jovenes funciona correctamente con buenos resultados,
diferenciando claramente las 4 muestras.

= Biosensor GOx en 4 muestras de vinos jovenes

—— A Grafito + GOx|Comparativa jovenes
2004 B Grafito + GOx
{—— C Grafito + GOx
150 J— D Grafito + GOx
< 100
=
o
0
o 50 ]
2
@«
k=
£ 04
_50 4
-100 T T T T T
-1000 500 0 500 1000
Potencial (mV)

Figura 116. Voltamograma vinos jovenes biosensor GOx.
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Los voltamogramas de la Figura 116. Voltamograma vinos jovenes biosensor
GOx., muestran que el biosensor GOx consigue diferenciar las 4 muestras de
los vinos jovenes. El voltamograma con la linea en negro que corresponde al
vino A (Temp), indica que el biosensor GOx da lugar a intensidades mucho
mas bajas para esta muestra, ya que todo el voltamograma es mucho mas
plano y sin picos diferenciados. El resto presenta una morfologia similar
aunque consigue diferenciar los 4 vinos perfectamente.

Los extremos senalados con los dos circulos , corresponde a los
extremos del barrido, se observa que el vino B (TT) destaca por sus amplias
intensidades en ambos extremos, especialmente a los potenciales mas
negativos correspondiente a la disolucion de agua. Y esto sucede durante
todo el voltamograma las intensidades de este vino son mas grandes que las
del resto. Mientas que el vino C (Mencia) con el voltamograma azul tiene las
intensidades tiene una intensidad mas baja que el resto. En el potencial 750
mV indicado con un circulo aparecen los picos de oxidacion de los
compuestos fendlicos fundamentalmente y es donde destaca que el vino C
tiene menor intensidad que las muestras B y D. En el potencial 400 mV se
produce una reduccion de estos compuestos, senalado con un circulo naranja
donde se ve que cada vino tiene una intensidad, a la vez que ocurre [0 mismo
en el potencial -250 mV senalado con un circulo azul que podria corresponder
a la reduccion de azlcares al igual que en el potencial -500 mV senalado con
un circulo rosa, son buenos picos para diferenciar cada muestra. Los picos
correspondientes a estos en el barrido anédico que indican las reacciones
catalizadas por la glucosa oxidasa se muestran en negro. Por tanto, estos
altimos serian los picos caracteristicos del biosensor GOx en reduccion y
oxidacion.

Se puede decir que el biosensor GOx midiendo las 4 muestras aporta
resultados 6ptimos a la hora de diferenciar los 4 vinos jovenes.
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= Biosensor Tyr en 4 muestras de vinos jovenes

|—— A Grafito + Tirosinasa|Comparativa jovenes
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Figura 117. Voltamograma vinos jovenes biosensor Tyr.

Los voltamogramas de la Figura 117. Voltamograma vinos jovenes biosensor
Tyr., aportan la informacion respecto al biosensor Tyr, este logra distinguir los
4 vinos jovenes. El voltamograma con la linea en negro que corresponde al
vino A (Temp), indica que también el biosensor Tyr da intensidades menores y
voltamogramas menos ricos que el resto, ya que el voltamograma es muy
plano y sin apenas senal, como pasaba con el biosensor GOx. El resto tiene
una morfologia similar aunque consigue diferenciar los 4 vinos claramente.

Los extremos senalados con los dos circulos , donde B, C y D tienen
intensidades parecidas pero en el extremo a potenciales mas negativos
destaca el vino D con la linea en verde ya que tiene la intensidad mas baja
que el resto.

En el potencial 750 mV indicado con un circulo que podria
corresponder a la reaccion de oxidacion de los fenoles y las muestras B, Cy D
cada una tiene un valor de intensidad en el mismo potencial, el vino D
destaca por que tiene intensidades mas grandes y el vino B con la linea roja
tiene intensidades mas pequenas.

En el potencial 400 mV se produce una reduccion de las especies, senalado
con un circulo rosa y en el potencial -500 mV senalado con un circulo azul
son picos de la reaccion de reduccion y ademas picos caracteristicos del
biosensor Tyr. Esto es l6gico ya que la tirosinasa cataliza especialmente la
reduccion de los compuestos fendlicos.

El biosensor Tyr es capaz de distinguir los 4 vinos jovenes y presenta buenos
resultados.
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A continuacién se va a adjuntar la Figura 118. Voltamogramas vinos jovenes
por separada con sensor CPE, biosensor GOx y biosensor Tyr. con los
voltamogramas de las muestras de los vinos jovenes por separado con la
medida de los tres sensores:
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Figura 118. Voltamogramas vinos jovenes por separada con sensor CPE,
biosensor GOx y biosensor Tyr.

Como comentarios a estas graficas, lo mas relevante es que los tres sensores
son capaces de distinguir y diferenciar cada vino joven al dar senales
caracteristicas y diferentes del resto. Los biosensores de GOx y Tyr dan una
senal muy débil con la muestra de vino A (Temp), que tiene unas intensidades
muy bajas durante todo el ciclo, esto se puede ver en la grafica superior de la
izquierda. La grafica superior de la derecha pertenece al vino B (TT) donde las
senales de los biosensores son mas parecidas que la del CPE. En la grafica
inferior de la izquierda se observa la muestra de vino C (Men), a destacar que
la senal con intensidades inferiores es la del biosensor de GOx. Y finalmente,
la grafica de la esquina inferior derecha, adjunta el vino D (Gr), los tres
sensores diferencian muy bien esta muestra, porque cada sensor expone
unas intensidades muy distintas del vino.

MUESTRAS VINOS ENVEJECIDOS
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A continuacion, se van a medir las 4 muestras de vinos seglin su
envejecimiento (dependiendo de la edad): Joven (Jv), Crianza (Cr), Reserva
(Rv) y Gran Reserva (Grv), con el mismo tipo de uva: Tempranillo (Temp) con
los 3 tipos de sensores voltamétricos.

= Sensor grafito (CPE) en 4 muestras de vinos envejecidos
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Figura 119. Voltamograma vinos envejecidos sensor CPE.

Los voltamogramas de la Figura 119. Voltamograma vinos envejecidos sensor
CPE. muestran un comportamiento muy similar (misma forma) durante todo el
ciclo de oxidacion y de reduccion, esto quiere decir que el sensor deduce que
es el mismo tipo de vino (uva tempranillo), pero que cada muestra tiene
distintas intensidades y consigue diferenciar el envejecimiento de cada
muestra.

En los extremos senalados con los dos circulos , Se observa que mas o
menos todos los vinos tienen las mismas intensidades en el extremo inferior,
pero en el extremo superior el vino X (Cr) con la curva roja destaca con mayor
intensidad que el resto, seguido del vino Z (Grv). En el potencial 750 mV
indicado con un circulo rosa aparece el pico que corresponde a la reaccion de
oxidacion de los compuestos fendlicos, donde vuelve a destacar el vino X con
mayor intensidad que el resto. En el potencial 400 mV se produce una
reduccion de las especies, senalado con un circulo azul donde se ve los vinos
tienen intensidades parecidas. Y en el potencial -500 mV hay otro pico que es
caracteristico del sensor donde se muestra que el vino A (Jv) destaca por
tener una intensidad mas baja que el resto.
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El sensor consigue diferenciar el envejecimiento de los vinos, mostrando ge
tiene los mismo picos caracteristicos ya que se trata del mismo tipo de uva
(Temp) pero la intensidad varia ligeramente.

= Biosensor GOx en 4 muestras de vinos envejecidos

—— A Grafito + GOx|Comparativa envejecimiento

150 |—— X Grafito + GOx
—— Y Grafito + GOx

—— Z Grafito + GOx /’j

Intensidad (A}
?

1000 500 ] 500 1000
Potencial {mV)

Figura 120. Voltamograma vinos envejecidos biosensor GOx.

Como se puede ver en la Figura 120. Voltamograma vinos envejecidos
biosensor GOx. los voltamogramas presentan un recorrido igual (misma forma
del ciclo) con diferencias en las intensidades. Esto muestra que los vinos son
del mismo tipo de uva (Temp), pero diferencia entre ellos ya que cada
muestra de vino manifiesta una intensidad distinta a la del resto. Como
pasaba anteriormente con el biosensor de GOx el voltamograma del vino A
(Jv) representado con la linea negra, no ofrece una buena senal ya que es
plano. A pesar de esto, el biosensor de GOx consigue el objetivo de diferenciar
las 4 muestras de vino segln su envejecimiento perfectamente.

Los extremos senalados con los dos circulos , Se observa que el vino Y
(Rv) destaca por su menor intensidad respecto a los vinos A y X, en ambos
extremos. Esto sucede durante todo el voltamograma las intensidades de este
vino son mas pequenas que las del resto. Mientas que el vino Z (Grv) con el
voltamograma verde tiene la intensidad mas grande que el resto. En el
potencial 750 mV indicado con un circulo rosa se encuentra la deformacion
de la curva que pertenece a la oxidacion y es donde destaca que el vino Y
tiene menor intensidad que las muestras X y Z. En el potencial 400 mV se
produce una reduccion de las especies, senalado con un circulo naranja
donde se ve que todos los vinos coinciden con la misma intensidad.
Senalados con dos circulos , Se encuentran dos picos que son
caracteristicos del biosensor de GOx. Y hay otra deformacion de la curva
senalada con un circulo azul que también es un pico de la oxidacion de
reduccion.
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Concluyendo el comentario de la grafica, el biosensor de GOx midiendo las 4
muestras aporta buenos resultados de diferenciaciéon de las muestras.

= Biosensor Tyr en 4 muestras de vinos envejecidos
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Figura 121. Voltamograma vinos envejecidos biosensor Tyr.

En la Figura 121. Voltamograma vinos envejecidos biosensor Tyr. que se
adjunta se exponen los voltamogramas que representan las medidas del
biosensor Tyr en las 4 muestras de vinos seglin su envejecimiento.

El voltamograma con la linea en negro que corresponde al vino A (Temp),
indica que el biosensor Tyr no ofrece una buena senal de esa muestra,
porque el voltamograma es muy plano y sin apenas senal, como pasaba
anteriormente con el biosensor GOx y como ocurria en las medidas de las
muestras de vinos jovenes. Pero logra diferenciar los 4 vinos claramente.

Los extremos senalados con los dos circulos , donde X, Y y Z tienen
intensidades parecidas pero en el extremo superior destaca el vino Y con la
linea en azul ya que tiene la intensidad mas baja que el resto.

En los potenciales 500 mV y -500mV indicados con dos circulos naranjas se
encuentran dos deformaciones de la curva que pertenece a la reaccion de
reduccion donde las tres muestras tienen intensidades muy parecidas.
Ademas son picos caracteristicos del biosensor Tyr.

Y como pasaba anteriormente con los otros sensores senalado con un circulo
rosa hay otra deformacion de la curva que corresponde a la oxidacion.

El biosensor Tyr es capaz de distinguir los 4 vinos y presenta buenos
resultados.
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Seguidamente, se van a agregar los voltamogramas de las muestras de los
vinos dependiendo su envejecimiento por separado con la medida de los tres
sensores:

_ Vino A
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[—— Grafito + Tirosinasa| 250 4

i Vino X
Grafito + GOx Grafito
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200 | —— Grafito + GOx

200 4

150 4

150 -
100 4

100 o

Intensidad (pA)
Intensidad (uA)

T T T T T T T T T T
-1000 -500 0 500 1000 -1000 -500 0 500 1000
Potencial (mV) Potencial (mV)

Grafito Vino Y

Grafito + Tirosinasa| [— Grafito

|—— Grafito + GOx 20011 Grafito + Tirosinasal
[—— Grafito + GOx

200 Vino Z

150 o
150 4

100 4
1004

50 50

Intensidad (uA)
Intensidad (uA)

-50 - 50

-100

-100

T T T
-1000 -500 0 500 1000 1000 500 0 500 1000
Potencial (mV) Potencial (mV)

Figura 122. Voltamogramas vinos envejecidos por separada con sensor CPE,
biosensor GOx y biosensor Tyr.

Como interpretacion de estas graficas de la Figura 122. Voltamogramas vinos
envejecidos por separada con sensor CPE, biosensor GOx y biosensor Tyr., lo
mas relevante es que los tres sensores consiguen distinguir y diferenciar cada
vino por su edad (envejecimiento). Los biosensores de GOx y Tyr dan una
senal muy débil con la muestra de vino A (Jv), como ya pasaba con la
diferenciacion de los vino jovenes, que tiene unas intensidades muy bajas
durante todo el ciclo completo de oxidacion/reduccion, esto se puede ver en
la grafica superior de la izquierda. La grafica de la parte superior de la
derecha pertenece al vino X (Cr) donde las senales de los biosensores tienen
unas intensidades mas bajas que las del sensor CPE. En la grafica inferior de
la izquierda se observa la muestra de vino Y (Rv), en las que las senales de
los biosensores son de menor intensidad que la del sensor CPE, vy
especialmente la del biosensor GOx es la de menor intensidad. Y finalmente,
la grafica de la esquina inferior derecha, perteneciente al vino Z (Grv), los tres
sensores diferencian muy bien esta muestra como pasaba con las muestras
también de los vinos X e Y, y al igual que estos vinos mencionados, en este se
sigue el mismo patron y los biosensores tienen las intensidades ligeramente
menores pero picos caracteristicos a otros potenciales diferentes al de
carbono sin modificar. Hay que destacar que en cada grafica los
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voltamogramas siguen el mismo patron y esto significa que los sensores
miden correctamente la muestra y cumplen con la huella dactilar de esta.

b. Discriminacion mediante PCA

Los datos registrados de las voltametria con el software “NOVA 1.10”, se han
tratado con el programa “MATLAB R2014b (32-bit)”".

Con Matlab se va a realizar el analisis de componentes principales (PCA). Con
el objetivo de discriminar las muestras unas de las otras, mediante este
analisis estadistico. Las respuestas van a ser graficas en 2D y en 3D, como ya
se explico en el apartado 4.2.1.b.

Los resultados de la PCA se han realizado a partir de los valores registrados
de las voltametrias del sensor CPE sin modificar, del biosensor de GOx y del
biosensor de Tyr juntos formando una red de sensores voltamétricos, para
mejorar la discriminacion.

MUESTRAS VINOS JOVENES

El resultado de las muestras de los 4 vinos jovenes conseguido es el siguiente
de la Figura 123. PCA red de sensores voltamétricos (CPE, biosensor GOX,
biosensor Tyr) muestras vinos jovenes.:

N

0.2
0.1

0.2 |

0.4

0.4

Axis3
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4 1
Axis2 0.4 — -1.5
2

Figura 123. PCA red de sensores voltamétricos (CPE, biosensor GOx,
biosensor Tyr) muestras vinos jovenes.
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Doénde:

Tipo de uva (tinto) Nomenclatura N° PCA
Tempranillo A 1
Tinta de toro B 2

Mencia C 3
Garnacha D 4

Tabla 13. Nameros PCA vinos jovenes.

La grafica es la proyeccion en 3D, donde se observa que la red de sensores
voltamétricos distinguen a la perfeccion cada una de las muestras quedando
colocadas las muestras de la siguiente manera: el nimero 1 (vino A) al lado
izquierdo, el nimero 2 (vino B) situado en la parte de arriba de la grafica, el
namero 3 (vino C) en la parte de debajo de la grafica y por ultimo el numero 4
(vino D), en la parte derecha de la grafica. Cada vino en un punto cardinal de
la grafica discriminando perfectamente cada uno de los vinos jovenes.

La grafica apenas muestra deriva en ninguno de los vinos. En esta PCA esta
contenida la oxidacion y la reduccion. Y los cuatro nidmeros que aparecen de
cada muestra representan los 4 medidas voltametricas de cada muestra.

Se aporta en la Tabla 14. Porcentaje componentes en PCA vinos jovenes red
de sensores voltamétricos (CPE, biosensor GOx, biosensor Tyr). el porcentaje
de cada una de las tres componentes principales observando que si bien la
primera componente es la que tiene la mayor parte de la informacion la
segunda y la tercera componente ayudan igualmente a la discriminacion:

(o}
componente

Muestra: Temp + Gr
+ Men + TT Todo
Sensor: CPE + | (oxidacion| 90,0733 5,3833 4,3084
bisosensor GOx + S
biosensor Tyr redccion)

Tabla 14. Porcentaje componentes en PCA vinos jovenes red de sensores
voltamétricos (CPE, biosensor GOx, biosensor Tyr).

MUESTRAS VINOS ENVEJECIDOS

Seguidamente, se va mostrar los resultados de la PCA de las 4 muestras de
vinos segln su envejecimiento, con la misma red de sensores voltamétricos:
sensor CPE, biosensor GOx y biosensor Tyr.
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El resultado de las muestras de los 4 vinos envejecidos logrado es el siguiente
(Figura 124. PCA red de sensores voltamétricos (CPE, biosensor GOX,
biosensor Tyr) muestras vinos envejecidos.):

Figura 124. PCA red de sensores voltamétricos (CPE, biosensor GOx,
biosensor Tyr) muestras vinos envejecidos.

Dénde:

Envejecimiento Nombre Nomenclatura | N° PCA
6 meses Joven A 1
12 meses Crianza X 2
3-4 anos Reserva Y 3
5-6 anos Gran reserva VA 4

Tabla 15. Nimeros PCA vinosenvejecidos.

La grafica es la proyeccion en 3D, donde la red de sensores voltamétricos
diferencia muy bien cada una de las muestras de vinos dependiendo de su
envejecimiento, quedando situadas de la siguiente manera: el nimero 1 (vino
A) en la parte de arriba a la izquierda de la grafica, el nimero 2 (vino X)
situado en la parte de arriba a la derecha, el nUmero 3 (vino Y) en la parte de
abajo a la izquierda y por altimo el numero 4 (vino Z), en la parte de abajo a la
derecha de la grafica. Cada vino en un extremo de la grafica discriminando
O6ptimamente cada uno de los vinos segln su envejecimiento.

La grafica muestra ligera deriva en los resultados de los distintos ensayos
realizados, pero no hay que tenerla en cuenta ya que la escala es muy
pequena y la deriva también es muy reducida. En estos resultados del analisis
esta contenida en las ramas de la oxidacion y de la reduccién. Y los cuatro
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ndmeros que aparecen de cada muestra representan los 4 ensayos de las
voltametrias de cada muestra.

Se aporta el porcentaje de los componentes en la Tabla 16. Porcentaje
componentes en PCA vinos envejecidos red de sensores voltamétricos (CPE,
biosensor GOx, biosensor Tyr).:

20
1° componente 3° componente
componente

Muestra: Jv + Cr + Rv +
Todo
Grv
Sensor: CPE + (oxidacion | 98,4179 1,1720 0,3223
bisosensor GOx + +
biosensor Tyr redccion)

Tabla 16. Porcentaje componentes en PCA vinos envejecidos red de sensores
voltamétricos (CPE, biosensor GOx, biosensor Tyr).

Con todos estos resultados se puede concluir que la red de sensores
voltamétricos, una vez tratados los datos medidos obteniendo las PCA, se
puede observar que esta red discrimina bien las muestras de vinos, tanto las
muestras de distinto tipo de uva como las muestras de diferente
envejecimiento, en este caso la primera componentes presenta mayor
porcentaje de informacion.

c. Correlaciones con los datos quimicos, PLS

Como ultimo apartado de este estudio con los sensores voltamétricos, se ha
llevado a cabo la correlacion de los datos voltamétricos tomados de las
muestras de estudio con los datos quimicos suministrados por el proveedor.
Todo ello se va a realizar con el software “Unscrambler X”.

Como ya se explicé en el apartado 4.2.1.c. los datos medidos registrados con
el software “NOVA 1.10” y tratados con “Origin8” y con “Matlab” (en este
altimo se consigue una matriz), juntos con los datos quimicos se introduce
todo en el software “Unscrambler X”. Los datos quimicos de las muestras de
estudio, estos son:

e % ACA (grado de acidez)
e Acido acético

e SO

e Azucares reductores

e Glucosa + fructosa

e Grado alcohdlico
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e pH

e L-Malico
e |PT280
e Folin

El software correlaciona todos los datos y se consiguen las correlaciones PLS
que son las regresiones de minimos cuadrados parciales (ya descrito en el
Capitulo 3). Procedimiento estadistico que consiste en encontrar una
regresion lineal por medio de la proyeccion de las variables de prediccion y las
variables observables (datos medidos y datos quimicos a correlacionar). Se
realiza un estudio de validacion (datos azules) y posteriormente un modelo de
prediccion (datos rojos) que se muestra a continuacion.

MUESTRAS VINOS JOVENES

Las respuestas obtenidas de las medidas de los vinos jovenes son las
siguientes que se observan en la Figura 125. PLS vinos jovenes correlacion
con todos los parametros:
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Figura 125. PLS vinos jovenes correlacion con todos los parametros

En las graficas se muestra que tanto el modelo que corresponde con el color
azul (calibracion) como a la prediccion que corresponde con el color rojo
(validacion) dan lugar a correlaciones muy buenas, con un coeficiente de
regresion muy alto y con un nimero de variables bajo excepto en el caso del
indice de SOz que se necesita un mayor nimero de variables.

Seguidamente se va a adjuntar la Tabla 17. Valores PLS vinos jovenes. con
los resultados detallados de cada dato quimico, el valor del modelo y la
prediccion. Y se interpretaran los datos mas detalladamente. Los resultados
obtenidos de este tratamiento de datos son los siguientes:

CALIBRACION PREDICCION

R2 RMSE R2 RMSE Factor
Acidez (%ACA) 0,9797 0,0598 0,9662 0,0823 3
Acido acético 0,9956 0,0031 0,9864 0,0059 3
S02 0,9968 0,9848 0,9921 1,5921 5
Azucares reductores 0,9963 0,2931 0,9883 0,5588 3
Grado alcoholico 0,9885 0,0798 0,9790 0,1151 3
IPT280 0,9876 0,6306 0,9780 0,8990 3
Folin 0,9974 0,3217 0,9937 0,5320 3
Todos los parametros | 0,9789 0,0608 0,9658 0,0828 3

Tabla 17. Valores PLS vinos jovenes.

Los resultados de la PLS indican que tanto la calibracion como la prediccion
dan resultados satisfactorios. Se obtiene una buena recta de calibrado de la
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prediccion que se ajusta al modelo. De tal modo que los resultados son
optimos y la prediccion es valida, la discriminacion y la red de sensores
voltamétricos es eficiente.

MUESTRAS VINOS ENVEJECIDOS

Ahora se van a adjuntar la Figura 126. PLS vinos envejecidos correlacion con
todos los parametros las respuestas conseguidas de las medidas de los vinos
segln su envejecimiento:
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Figura 126. PLS vinos envejecidos correlacion con todos los parametros

Las graficas presentan el modelo de calibracién que corresponde con el color
azul y la prediccion que corresponde con el color rojo, ambos modelos se
asemejan y siguen el mismo perfil, con unos indices de correlacion altos.
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Se va a agregar la Tabla 18. Valores PLS vinos envejecidos. con los resultados
desarrollados de cada dato quimico, el valor del modelo de calibracion y del
modelo de la prediccion:

CALIBRACION PREDICCION

R2 RMSE R2 RMSE Factor
Acidez (%ACA) 0,9973 | 0,0032 | 0,9946 | 0,0049 4
Acido acético 0,9969 | 0,0033 | 0,9954 | 0,0043 3
S02 0,9992 | 0,7252 | 0,9986 | 1,0840 4
Azucares reductores | 0,9921 0,4030 0,9915 0,4441 1
Grado alcoholico 0,9975 0,0194 0,9958 0,0269 3
IPT280 0,9980 | 0,5903 | 0,9957 | 0,9341 4
Folin 0,9990 | 0,2613 | 0,9977 | 0,4245 4
p;‘;gr‘;se't‘r’gs 09958 | 0,0041 | 09917 | 0,0061 4

Tabla 18. Valores PLS vinos envejecidos.
Anteriormente se ha explicado el significado de R2, RMSE y Factor.

Se obtiene una buena recta de calibrado y también la prediccion se ajusta al
modelo. Por tanto, los resultados son buenos y la prediccion es correcta, la
discriminacion y la red de sensores voltamétricos es Util para distinguir los
vinos no s6lo por el tipo de uva sino también por su grado de envejecimiento.

4.3.2. Sensores potenciométricos

Ahora se van a exponer los resultados obtenidos a partir de la red de
sensores potenciometricos que posteriormente han sido tratados por
métodos estadisticos.

Al igual que en el apartado anterior se van a mostrar las medidas con las 4
muestras de los vinos jovenes de distintas uvas y seguidamente las medidas
de las 4 muestras de la uva tempranillo de distinto envejecimiento. El objetivo
es ver si la red de sensores potenciométricos consigue diferenciar cada vino
en funcion del tipo de uva y del grado de envejecimiento.

También se van a tratar los datos registrados de las medidas con otros
software para comprobar que se discriminan bien las muestras.
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a. Respuesta de los sensores en vinos

Estas graficas se han conseguido con los datos registrados por el programa
“Benchlink Data Logger 3 (Agilent Technologies)”, y tratandolos con el
programa “Excel”.

MUESTRAS VINOS JOVENES

La siguiente Figura 127. Grafica de potenciometria de la red de sensores
potenciométricos en vinos jovenes. muestra los valores de potencial medidos
al final del ensayo por la red de sensores potenciométricos en las 4 muestras
de vinos jovenes: Temp, TT, Men, Gr.

Red de sensores potenciométricos en vinos
jovenes

2,500E-01
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1,500E-01
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Potencial (V)
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0,000E+00
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Sensores (Membranas)

=i—B

=é=D

Figura 127. Grafica de potenciometria de la red de sensores potenciométricos
en vinos jovenes.

La grafica, Figura 127. Grafica de potenciometria de la red de sensores
potenciométricos en vinos jovenes., presenta la huella dactilar de la red de
sensores en las 4 muestras de vinos jovenes, asi se ve la actuacion de la red
de sensores en un medio complejo como el vino donde hay una gran mezclay
variedad de compuestos y que ademas tiene un fuerte caracter acido. Esto es
importante ya que no podiamos descartar a priori que la acidez y algunos de
los componentes del vino pudieran danar las membranas.

Se observa que cada uno de los 20 sensores (membranas) da como resultado
un potencial final distinto. Ademas, la grafica muestra que las muestras se
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superponen bastante esto es porque la red de sensores identifica que las
muestras son parecidas ya que las cuatro son muestras de vinos y ademas
todas ellas con el mismo grado de envejecimiento, jovenes. Destaca que el
vino B (linea roja) tiene potenciales menores que los otros tres vinos, y que el
vino A (linea azul) suele tener durante toda la huella dactilar los potenciales
mas alto que el resto.

Se concluye que cada muestra tiene una huella dactilar caracteristica y con
ello que la red de sensores es capaz de diferenciarlos y actuar como lengua
electronica.

MUESTRAS VINOS ENVEJECIDOS

La préxima Figura 128. Grafica de potenciometria de la red de sensores
potenciométricos en vinos envejecidos. expone los resultados de potencial
final registrados por cada uno de los vijeinte sensores que forman la red de
sensores potenciométricos en las 4 muestras de vinos segln su
envejecimiento: Joven, Crianza, Reserva, Gran Reserva.
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Figura 128. Grafica de potenciometria de la red de sensores potenciométricos
en vinos envejecidos.

De nuevo se observa una senal distinta en cada sensor que configura la
huella dactilar de la red de sensores en cada una de las 4 muestras esta vez
se trata de vinos de idéntica variedad de uva pero diferente grado de
envejecimiento.
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La grafica muestra que cada uno de los 20 sensores (membranas) aporta un
potencial distinto, como pasaba en el caso anterior de los vinos jovenes. Otra
vez la las muestras se solapan debido a que la red de sensores identifica que
las muestras son similares porque las 4 son vinos y del mismo tipo de uva:
tempranillo. Se puede especificar que el vino A (linea azul) tiene los
potenciales mayores que los demas vinos, y que los otros tres vinos que son
Cr, Rv y Grv que tienen mas envejecimiento que el vino A (Jv) tienen
potenciales similares y mas bajos que el vino A.

Se puede decir que cada vino tiene una huella dactilar y que la red de
sensores potenciométricos es apta para diferenciar cada muestra.

b. Discriminacion mediante LDA

Los datos regristrados con el software “Benchlink Data Logger 3 (Agilent
Technologies)” y tratados con “Excel” también se han tratado con otro
programa “IBM SPSS Statics”, con el objetivo de conseguir un analisis de
discriminacion lineal (LDA) para la diferenciacion de las muestras de vino.

MUESTRAS VINOS JOVENES

La siguiente Figura 129. Grafica LDA vinos jovenes. muestra los resultados
obtenidos del analisis LDA de la red de sensores potenciométricos en las 4
muestras de vinos jovenes: Temp, TT, Men, Gr.
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Figura 129. Grafica LDA vinos jovenes.
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La grafica muestra la discriminacion de cada uno de los vinos jévenes entre
ellos. El nimero 4 pertenece al vino D (Gr) y estd colocado en la parte
izquierda mas aislado que el resto, muy diferenciado. Esto es debido a que el
dato quimico de la acidez de este vino es considerablemente mayor que el del
resto de vinos y se ve reflejado en la grafica de la LDA, por ejemplo el valor de
la acidez del vino D muestra 5,4¢g/L frente a al valor 4,29 g/L del vino B. El
ndimero 3 pertenece al vino C (Men), esta situado en el centro hacia la parte
de arriba, la discriminacion de la muestra es concluyente. El nimero 1
pertenece al vino A (Temp) y esta también en la zona central de la grafica
entre los vinos 2 y 3, pero esta bien diferenciado de estos. Finalmente el
ndmero 2 pertenece al vino B (TT), situado en el lado derecho de la grafica,
esta proximo a la muestra nimero 1, pero aun asi se discriminan
perfectamente.

Se puede ultimar diciendo que la discriminacién en el plano obtenida por la
LDA es buena y diferencia los vinos jovenes con buen resultado siendo el vino
cuatro el que parece presentar caracteristicas mas diferentes que el resto.

MUESTRAS VINOS ENVEJECIDOS

La Figura 130. Grafica LDA vinos envejecidos. adjunta, expone los resultados
del analisis estadistico LDA de la red de sensores potenciométricos en las 4
muestras de vinos segln su envejecimiento: Joven, Crianza, Reserva, Gran
Reserva.
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Figura 130. Grafica LDA vinos envejecidos.
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Como comentarios a la grafica de la LDA, se puede decir que se expone la
discriminacion de cada uno de los vinos segun su envejecimiento. El nimero
1 representa al vino A (Jv) situado en la parte derecha central mas aislado
que el resto, esto se puede deber a que es el vino menos envejecido de todos
y su diferenciacion es mas marcada. El nimero 2 pertenece al vino X (Cr), se
encuentra en el centro hacia la parte de abajo, cercano al nimero 3 que
representa al vino Y (Rv) que esta ubicado en el centro de la grafica hacia el
lado izquierdo entre los nimeros 2 y 4, ya que su envejecimiento es mayor
que el de 2 y menor que el de 4. El nimero 4 simboliza el vino Z (Grv) y esta
en el centro parte de arriba de la grafica.

Se concluye manifestando que la discriminacion de estos 4 vinos es muy
buena y con légica, ya que el vino joven que es 1 al ser el menos envejecido
estad mas lejos de los otros tres, y que el vino 3 esta en el medio de 2 y de 4,
ya que su envejecimiento esta en el medio de ambos, van por orden de edad.
La discriminacion es coherente.

c¢. Correlacion con los datos quimicos, MLR

Se va a llevar a cabo la correlacion de los datos de las medidas tomadas de
las muestras de estudio con los datos quimicos. Para ello se van a tratar los
datos con el programa “Unscrambler X”.

Se va a explicar de manera breve el procedimiento para la obtencion de este
tratamiento de datos.

Los datos que se han medido y registrado con el software “Benchlink Data
Logger 3 (Agilent Technologies)”, se han tratado con los programas “Excel” y
“IBM SPSS Statics”, todo esto es necesario realizarlo antes de trabajar en el
software que va a producir la correlacion con los datos quimicos. Pero
también es necesario antes de esto generar una matriz con “Matlab”. Una vez
obtenido todo esto se introduce en el software mencionado “The Unscrambler
X".

Con todo esto se consigue el tratamiento de datos que se requiere que es la
MLR, una regresion lineal mualtiple. Como ya se explico en el Capitulo 3,
consiste en un método estadistico que se basa en reconocer las variables
independientes y comparar los modelos que se construyen con la

introduccion de los datos quimicos al software que son otra parte
fundamental para este tratamiento de datos y la correlacion.

Los datos quimicos que se introducen son los siguientes:

e % ACA (grado de acidez)
e Acido acético
e Grado alcohdlico
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Con todo ello el programa intenta fabricar los modelos y posteriormente se
consiguen las MLR.

MUESTRAS VINOS JOVENES

En los vinos jévenes se van a relacionar los datos medidos con los datos
quimicos. Se ha seleccionado como datos mas caracteristicos la acidez y el
grado alcohdlico.

Las respuestas obtenidas son las siguientes:

La acidez (Figura 131. MLR vinos jévenes correlacion con la acidez.):
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Figura 131. MLR vinos jovenes correlacion con la acidez.

El grado alcohdlico (Figura 132. MLR vinos jévenes correlacion con el grado
alcohdlico.):
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Figura 132. MLR vinos jovenes correlacion con el grado alcohdlico.

En las graficas se observa que el modelo de calibracién que corresponde con
el color azul y el modelo de prediccion que corresponde con el color rojo dan
resultados 6ptimos.
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Seguidamente se adjunta la Tabla 19. Valores MLR vinos jovenes. con los
resultados los datos quimicos y el valor del modelo de calibracién y el modelo
de prediccion:

CALIBRACION PREDICCION
R2 RMSE R2 RMSE
Acidez (%ACA) 0,8936 | 0,1677 | 0,8016 | 0,1953
Grado alcohélico 0,9421 0,2195 0,8774 0,2724

Tabla 19. Valores MLR vinos jévenes.

Los resultados son favorables e indican que nuestro modelo se puede utilizar
para predecirlos resultados de acidez y grado alcohdlico, la prediccion es
valida, la discriminacion y la red de sensores potenciométricos son eficaces
en su aplicacion a las muestras de vinos.

MUESTRAS VINOS ENVEJECIDOS

Con las muestras de vino seglin su envejecimiento se van a correlacionar los
datos medidos con los datos quimicos: acidez y el grado alcohdlico.

Las respuestas obtenidas son las siguientes:

La acidez (Figura 133. MLR vinos envejecidos correlacion con la acidez.):

Predicied va. Reference

|~ Sope  Ofest _ RMSE FSquare)
Regression restase) 0T 00T 00ZISIE ODTINEY
0EWYI74 00608793 00256722 Mnmu‘

- !

ciea ¥ (Acda aoitco (oL

X sariies s scdts (3. T0 = 72,0847 Reterence ¥ (Acido acético (g1

Figura 133. MLR vinos envejecidos correlacion con la acidez.

El grado alcohdlico (Figura 134. MLR vinos envejecidos correlacion con el
grado alcohdlico.):
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Figura 134. MLR vinos envejecidos correlacion con el grado alcohdlico.
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Una vez mas se observa que tanto en calibracibn como en prediccion los
ajustes a una linea recta son buenos.

A continuacion, se agrega la Tabla 20. Valores MLR vinos envejecidos. con los
resultados obtenidos en el modelo de calibracion y del modelo de prediccion:

CALIBRACION PREDICCION
R2 RMSE R2 RMSE
Acidez 0,9123 | 0,0283 | 0,8333 | 0,0256
Grado alcohélico 0,9397 0,1177 0,8804 0,1414

Tabla 20. Valores MLR vinos envejecidos.

Se consigue una adecuada correlacion tanto en la prediccion como en el
modelo de calibracion. Por tanto, los resultados son buenos y la prediccion es
apropiada, la discriminacion y la red de sensores potenciométricos son
validas para esta aplicacion.

4.3.3. Correlacion entre los sensores voltamétricos y los
potenciométricos

Se puede concluir de los resultados experimentales expuestos en este
Capitulo 4, que tanto la red de sensores voltamétrica como la red de sensores
potenciométrica han dado buenos resultados en las muestras de vinos.

Ambos tipos de sensores han sido competentes a la hora de distinguir y
discriminar los diferentes vinos, tanto en las medidas de los vinos de la
misma edad y distinta uva, como en los vinos de diferente envejecimiento y la
misma uva.

Los sensores voltamétricos han contribuido con una discriminacion por medio
de voltamogramas, PCA y las PLS que correlacionaban las medidas tomadas
con los datos quimicos. Entretanto, la red de sensores potenciométricos ha
aportado la huella dactilar de cada sensor en cada muestra y lo ha
complementado con el tratamiento de datos de las LDA y la correlacion de los
datos quimicos mediante las MLR.

Se ha comprobado que ambas redes de sensores aunque lleven de formas
diferentes la medicion electroquimica y tengan distinto diseno, han sido
capaces de medir y diferenciar las muestras de estudio.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y POSIBILIDADES FUTURAS

En este capitulo se describiran se expondran las conclusiones de este trabajo,
que son las siguientes:

1. Se ha conseguido desarrollar una red de sensores voltamétricos
para la industria de la alimentacion capaz de discriminar entre
diferentes tipos de vinos en funcion de su variedad de uva y grado
de envejecimiento.

2. Se ha logrado generar una lengua potenciométrica para la industria
de la alimentacién apta para conseguir una discriminacion entre
distintos tipos de vino dependiendo de la especie de uva de la que
provenga dicho vino y de la edad de este (el envejecimiento del
vino).

3. Se ha realizado un analisis quimiométrico a los datos suministrados
por las redes de sensores voltamétrica y potenciométrica, que han
permitido disenar un modelo para la determinacion de las
variables/parametros de interés en el control de calidad del vino.
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