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Resumen

Este trabajo ha consistido en el diseno, desarrollo y puesta a punto de
dos tipos de lenguas electronicas (una de tipo voltamétrico y otra de tipo
potenciométrico) para su aplicacion en productos de interés en la industria de
alimentacion. La lengua voltamétrica consta de una base de grafito que se ha
modificado mediante la deposicion de enzimas especificas. En el caso de la
lengua potenciométrica se depositan diferentes membranas de tipo plastico
con aditivos y plastificantes especificos sobre una base de resina de plata.

Se realiza una preevaluacion del funcionamiento de ambas lenguas en
disoluciones patron (KCl o disoluciones que emulan sabores, etc.) y en
muestras lacteas variadas.

Posteriormente se analizan cuantitativamente muestras de diferentes
tipos de productos lacteos a base de leche de vaca, con diferentes contenidos
en lactosa, en grasa o con aditivos especiales de las que se dispone de datos
guimicos contrastados, para determinar la capacidad de discriminacion de
nuestras lenguas electronicas y asi como para estudiar la correlacion entre las
respuestas medidas y los datos quimicos para evaluar la capacidad de nuestro
sistema para predecir las caracteristicas de estos productos lacteos.

Para finalizar se realiza el tratamiento estadistico de todas las muestras
lacteas analizadas.
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Abstract

This work has consisted of the design, development and tuning of two
types of electronic languages (one of voltammetric type and another of
potentiometric type) for its application in products of interest in the food
industry. The voltammetric tongue consists of a graphite base that has been
modified by the deposition of specific enzymes. In the case of the
potentiometric tongue, different plastic type membranes with specific additives
and plasticizers are deposited on a silver resin base.

A pre-evaluation of the functioning of both languages is performed in
standard solutions (KCI or solutions that emulate flavors, etc.) and in varied
dairy samples.

Subsequently, samples of different types of milk products based on cow's
milk are analyzed quantitatively, with different contents in lactose, in fat or with
special additives for which chemical data are available in order to determine
the discrimination capacity of our electronic languages. and also, to study the
correlation between the measured responses and the chemical data to
evaluate the capacity of our system to predict the characteristics of these dairy
products.

Finally, the statistical treatment of all the milk samples analyzed is carried
out.
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Abreviaturas y acrénimos
BOE: Boletin oficial del estado.
BPB: Disolucion de buffer fosfato (Concentracion 0.01My pH = 7).
CE: Contra electrodo o electrodo auxiliar.
CP: Composite de plata.
CPE: Electrodos de pasta de grafito.
CV: Voltametria ciclica.
D: Diametro.

Ferro - ferri: Disolucion de ferro y ferricianuro potasico (Concentracion 5mM de
KsFe(CN)s y 5mM de CeFeKsNg3H20 en KCI 0.1M).

GaOx: Enzima galacto-oxidasa (Concentracion 5mg/mLy pH = 7).
Gluta: Glutaraldehido al 5%.

GOx: Enzima glucosa oxidasa (Concentracion 5mg/mLy pH = 7).
KCI: Disolucién de cloruro potasico (Concentracion 0.1M).

LDA: Analisis discriminante lineal.

MLR: Regresion lineal maltiple.

PCA: Analisis de las componentes principales.

PLS: Analisis por minimos cuadrados parciales.

PVC: Policloruro de vinilo de alto peso molecular.

RE: Electrodo de referencia.

SVMR: Maquinas de vectores de soporte para regresion.

THF: Tetrahidrofurano.

WE: Electrodo de trabajo.

%EST: Porcentaje de extracto seco total.

%MG: Porcentaje de materia grasa.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

CAPITULO1  INTRODUCCION

El presente trabajo se ha llevado a cabo en el Area de Ciencia de los
Materiales e Ingenieria Metallrgica y en conjunto con el Grupo UVaSens de la
Escuela de Ingenierias Industriales de la Universidad de Valladolid.

Figura 1. Logo del grupo UVaSens.

El grupo UvaSens es un equipo multidisciplinar con sede en la Escuela de
Ingenierias Industriales de la Universidad de Valladolid. Desarrolla nuevos
materiales y métodos de analisis en sensores y concretamente esta
especializado en el diseno y optimizacion de redes de sensores para su
aplicacion en el campo de la alimentacion.

Desde el ano 1992 mantiene dos lineas de investigacion, una basica que
disena, prepara y caracteriza peliculas nanoestructuradas para su posible
aplicacion como sensores y una aplicada dedicada a disenar redes de sensores
especializadas en el ambito del analisis y control de calidad en el sector
alimentacion, en los Ultimos anos se ha especializado en el analisis de vinos y
mostos, aunque recientemente se ha abierto una nueva etapa centrada en el
analisis de productos lacteos, dentro de esta (ltima via se encuadra este
trabajo [1].

1.1. Justificacion
1.1.1.  Industria de la alimentacion
En Espana la industria de la alimentacion y bebidas ha conseguido
convertirse y mantenerse como primer sector industrial en facturacion, lo que
implica que es un importante generador de empleo con un volumen de
facturacion que supera los 98.000 millones de euros con cerca del 22% del
total de ventas [2], [3].
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Evolucién de la produccién' de la Industria de Alimentacién y Bebidas
Miveles [millones de €] y porcentajes de crecimiento

Miveles Crecimienios

Produccion  Produccién  Indice precios  Produecién  Produecién  Indice precios

nominal real indusiriales nominal real industriales
2009 8077 BO.443 99467 -8,5 -5.6 -3,0
2010 82315| 82315 100,00 27 23 03
2011 BB.&73 B3.942 105,64 77 20 55
2012 20169 | 82060 109,88 1.7 22 40
2013 91.450 BD.481 113,35 1.4 -17 3,2
2014 93396 | 84036 111,14 2.1 42 20
2015 9B.143 B7 584 112,08 5,1 42 0,8
2016 [} 99.431| 89.200 11,47 13 18 05
2007 (%) 102.313 8% 885 113,83 A 0.8 21

-r-\.f.'.l'.' E! cuedla Encusivicl de L" presns, | E I e de Prodwocidn Industio Pl

IME
Figura 2. Evolucion de la produccion en la industria alimentaria.

Existen diferentes subsectores en términos de facturacion y empleo
liderados por el sector carnico, el sector fabricacion de bebidas y a continuacion
el de aceites o el de productos lacteos del que se hablara a continuacion.

1.1.2.  Sector lacteo
El sector lacteo es un sector estratégico tanto desde el punto de vista
econémico como desde el social ya que supone:

» Mas de 8.000 millones de euros en ventas.

» Un total del 8.2% de las ventas totales del sector agroalimentario.

» Emplea a mas de 24.000 personas, es decir, el 6.7% del total del
sector alimentario.

» Las exportaciones de este sector suponen casi 960 millones de
euros.

En 2017 casi el 61% de los ganaderos distribuia leche de vaca, frente al
16% que distribuia leche de oveja. En la comunidad de Castilla y Ledn existen
explotaciones ganaderas de ambos tipos de leche [2], [4].
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1.2. Objetivos

1.2.1. Generales

Este trabajo se basa en el diseno, desarrollo y puesta a punto de
diferentes tipos de sensores para la fabricacion de lenguas electronicas,
concretamente de tipo voltamétrico y potenciométrico, que se utilizaran para el
analisis de productos lacteos.

En otro trabajo fin de grado realizado por Dha. Maria Valdespino San José,
con quien de modo conjunto se han disenado y desarrollado ambas lenguas
electronicas, estas se han utilizado para el analisis y control de calidad de vinos
y zumos [5].

1.2.2.  Especificos
Con el fin de realizar el objetivo general se han marcado una serie de

objetivos mas especificos:

» Fabricacion y puesta a punto de diferentes sensores de pasta de grafito
para su utilizacidon como sensores y biosensores voltamétricos.

» Caracterizacion de dichos sensores mediante el analisis de disoluciones
patron.

» Diseno de una lengua basada en sensores de membrana de PVC de tipo
potenciométrico.

» Fabricacion y puesta a punto de dicha lengua potenciométrica.

» Caracterizacion de la lengua potenciométrica mediante el analisis de
diferentes disoluciones patron.

» Andlisis de lacteos, diferentes muestras de leche, con ambos tipos de
sensores.

» Estudio quimiométrico de los resultados obtenidos mediante técnicas
estadisticas tipo PCA 'y LDA.
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CAPITULO2  FUNDAMENTOS TEORICOS

En este capitulo se va a desarrollar el fundamento teérico base de este
trabajo. Se comenzara explicando los conceptos de sensor voltamétrico,
biosensor y sensor potenciométrico. A continuacion, se procedera a explicar los
diferentes procedimientos utilizados para la obtencion y tratamiento de los
datos experimentales.

2.1. Sensores
Se define sensor como un dispositivo capaz de convertir la informacion

recibida desde el exterior en una senal, generalmente de tipo eléctrico, lo que
permite su analisis y cuantificacion [6].

ENTRADA SALIDA
| |

y ¥

5 4 >
= v

transductor ‘ senal

agente
de senal eléctrica

selectivo

senal -

Figura 3. Funcionamiento de un sensor.

Se caracterizan por su robustez, facilidad de uso, capacidad de
suministrar informacion y dimensiones reducidas. Segln la naturaleza de la
informacion recibida se pueden clasificar los sensores en dos tipos [7]:

1. Fisicos: la informacion recibida es de tipo fisico, como la

temperatura.
2. Quimicos: se recibe informacion quimica, como cambios en la
composicion del analito.

En este trabajo se realiza experimentacion con sensores de tipo
qguimico, por lo que se profundizara Unicamente en ellos.
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2.1.1.  Sensores quimicos
Dentro de los sensores quimicos (o electroquimicos) los mas utilizados
son aquellos basados en amperometria y potenciometria.

a) Sensores voltamétricos
Los sensores voltamétricos son aquellos que registran la intensidad de
corriente producida por el sistema al aplicar un voltaje al electrodo. Pertenecen
a la misma familia que los sensores de tipo amperométrico, donde se aplica
una corriente y se registra la diferencia de potencial.

Al aplicar un rango de potencial se produce la oxidacion/reduccion de las
especies electroactivas [8], [9].

| Electrodos de pasta de grafito (CPE)
Son un tipo de sensor voltamétrico cuyo elemento de conduccién es pasta
de grafito, mas adelante se procedera a explicar su fabricacion y algunas de las
modificaciones realizadas.

Il Biosensores. CPE con enzimas
En la bibliografia se define biosensor de dos formas, en funcion de donde
se encuentre el elemento biologico:

1. Forma parte del analito.
2. Forma parte del propio dispositivo de analisis.

El posible material biol6gico para utilizar es muy variado desde ADN hasta
tejidos, pasando por las enzimas. Siendo estos Ultimos los mas desarrollados
en la bibliografia y con mayor aplicacion en la industria.

En este trabajo se define biosensor como dispositivo analitico que
incorpora un elemento de reconocimiento selectivo de tipo biolégico, en estos
sensores el material biologico es el que otorga la selectividad. Se han utilizado
sensores voltamétricos modificados mediante la deposicion de enzimas [10],
[11].

b) Sensores potenciométricos
Los sensores potenciométricos son sensores de tipo quimico, en ellos se
provoca un equilibrio entre la superficie del sensor y se mide el potencial
generado entre el electrodo y la solucion, dicho potencial se denomina
potencial de membrana [7]-[9], [12].
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2.2, Procedimientos de analisis

2.2.1. Celda electrolitica
En los procedimientos de analisis electroquimico se utiliza una celda
compuesta de electrodos que, de forma general, se conectan de acuerdo con
el siguiente esquema (Figura 4):

i

A el +— Elpcirglito

Figura 4. Esquema general de conexion de los electrodos.

A continuacion, se va a definir cada tipo de electrodo y su funcion en el
sistema [13]:

Electrodo de trabajo o WE: Su funcion, dependiendo del tipo de sensor,
es ser el medio sobre el que se aplica el potencial (sensores voltamétricos) o
medir el potencial de la disolucion (sensores potenciométricos). Corresponde a
los sensores CPE y los electrodos de la lengua potenciométrica.

Electrodo auxiliar o CE: Su funcion es cerrar el circuito y excluir las
reacciones secundarias, en el caso de sensores potenciométricos no es
necesario utilizarlo. Corresponde con la placa de platino y el soporte de sujecion
adecuado. Se recomienda lavar y quemar antes de cada utilizacion y siempre
gue se cambie de disolucion para eliminar las impurezas.

Figura 5. Contraelectrodo (Placa de platino).

Electrodo de referencia o RE: Presenta un potencial conocido, constante
e insensible a la composicion de las disoluciones de estudio, proporciona
potenciales reproducibles y sin cambios debidos al paso de pequenas
corrientes eléctricas, esto permite conocer el potencial exacto de nuestra
disolucion a analizar en lugar de solo una diferencia de potencial. Corresponde
con un electrodo de Ag+/AgCl. Antes de introducirlo en la disolucion a medir



../../Medidas TFG/Fotos/Reactivos y material/Placa de platino .JPG

Dieino, desarrollo y puesto a punto- de lenguas electrénicas voltamétricas
debe aclararse con agua desionizada, también se debe enjuagar antes de
almacenarlo, lo que debe hacerse en una disolucion de KCI [14].

En él tiene lugar la semirreaccion del electrodo de plata/cloruro de plata
cuyo potencial es EO = 0.199V [15]:

AgCl(s)+e = Ag (s)+Cl”

Ecuacion 1. Semirreaccion del electrodo de Ag/AgCI.

Figura 6. Electrodo comercial de Ag/AgCI.

2.2.2. Voltametria ciclica (CV)

La CV es una técnica electroquimica basada en la respuesta intensidad-
potencial de un electrodo en la solucion a analizar. Estudia los cambios de
intensidad en funcion del potencial que se aplica debido a la electrdlisis de las
especies electroactivas presentes [9], [13].

La respuesta se produce al aplicar una variacion de potencial de forma
triangular como se muestra en la Figura 7:

Em

Barrido directo Barrido inverso

Em

1] 11 12
Figura 7. Senal de excitacion en CV.

La variacion del potencial se produce de forma lineal tanto en la parte
creciente como en la parte decreciente y esta limitada por EM (Valor maximo
del potencial) y Em (Valor minimo del potencial), puede darse el caso de que el
valor EO (Valor de potencial inicial) no coincida con ninguno de estos dos
potenciales en cuyo caso tendremos un primer ciclo parcial. Cuando la
aplicacion de potencial crece se produce el barrido directo, y cuando decrece
se denomina barrido inverso.
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La respuesta obtenida para este barrido se estudia y permite obtener
mucha informacion, tanto por los valores numéricos como por la forma
resultante, por ejemplo, se puede conocer la reversibilidad del proceso
oxidacion/reduccion [16]-[18].

A continuacion, se hablara de posibles respuestas genéricas y la
informacion obtenida de ellas:

3,01
25-
20
151
104
05
00
054

Intensidad (pA)

_110_-
_115_-
-2,0—-
_215_-

-3,0

T T T T T T T
-1000  -750  -500  -250 0 250 500 750 1000
Potencial (mV)

Figura 8. Voltamograma de un sensor CPE no util.

En la Figura 8 se observa el voltamograma obtenido con un sensor de alta
impedancia, es decir, que no presenta conductividad y que por tanto no es Util
en este tipo de medida.

30 1 — Grafito

25

20 —»
15
10 4
54
04
-5 4

Intensidad (pA)

210 4
15
-20 -
.25 ]
-30 -
-35

T T T T T T T
-1000 -750  -500  -250 0 250 500 750 1000
Potencial (mV)

Figura 9. Voltamograma de un sensor CPE en un medio sin especies
oxidantes/reductoras.
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Se observa que la Figura 9 es claramente diferente a la anterior, se trata
de un sensor funcional que se encuentra en un medio carente de especies
oxidantes/reductoras y por tanto no presenta picos claramente definidos. Se
distinguen 3 singularidades, los dos extremos que corresponden a la
degradacion del medio catalitico (Flechas azules) y una pequena protuberancia
en reduccion (Flecha naranja, aproximadamente a un potencial de -0.5V) que
es caracteristica del sensor utilizado.

300

N

250

200 -
150
100 -
50 -

0
_50_-

Intensidad (pA)

-100—.
-150—.
-200—.
-250—.

-300 T T T T T T T T T 1
-450 -300 -150 0 150 300 450 600 750 900 1050

Potencial (mV)

Figura 10. Voltamograma de un sensor CPE en un medio con especies
oxidantes/reductoras.

En la Figura 10 se observa la aparicion de un pico en oxidacion y otro en
reduccion (Flechas azules), debidos a la presencia de las especies
oxidantes/reductoras presentes en la disolucion. Con la aparicion de estos
picos se obtiene informaciéon acerca de la reversibilidad del proceso
caracterizada mediante la Ecuacion 2:

59mV

AE(MV) =E, . iqoeicn — E ion < —————
( ) oxidaciéon reduccion ne de e
Ecuacion 2. Ecuacion de reversibilidad de una RedOx.

Esto implica que, si la diferencia de potencial entre oxidacion y reduccion
(AE) es menor o igual a ese valor el proceso es reversible ademas cuanto mayor
sea la diferencia entre AE y el valor de referencia mas reversible es [15].

-10-
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2.2.3.  Potenciometria
La potenciometria es una medida basada en la diferencia de potencial
establecida por el paso de electrones a través de una membrana. Como la
diferencia de potencial es funcion de la actividad idbnica de la muestra a analizar
se registra la diferencia de potencial entre el electrodo de referencia (RE) y el
de medida (WE), las condiciones de operacion se establecen con corriente nula,
es decir, se mide el potencial a circuito abierto.

Debido a la gran variedad de membranas con diferentes patrones de
selectividad son grandes candidatos para usarse como sensores en lenguas
electronicas de tipo potenciométrico, aunque tienen una utilidad limitada casi
en exclusiva al estudio de especies cargadas [19]-[21].

Se rigen por la ecuacion de Nernst [14]:

RxT
nxF

E=E0_ an

Ecuacion 3. Ecuacion de Nernst.

» E = Potencial corregido.
» Eo= Potencial estandar.
» R = Constante universal de los gases (R = 8.3144 K*moz)'
» T=Temperatura en grados Kelvin (K).
» n = Numero de electrones transferidos.
» F = Constante de Faraday (F = 96500 %).
_ - 2 _ lcI¢o)4
» Q = Coeficiente de reaccion (Q = A5 ).
2.3. Industria de la alimentacion. Lacteos

El principal sujeto de analisis de este trabajo es el producto estrella del
sector lacteo, la leche de vaca, a continuacion, se hablara un poco de este
producto.

2.3.1. Informacion general

Segln el Codigo Alimentario Espanol se define la leche natural como “el
producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostros, del ordeno higiénico,
regular, completo e ininterrumpido de las hembras mamiferas domesticas
sanas y bien alimentadas”. Ademas, se especifica que la denominacion
genérica de leche comprende Unica y exclusivamente la leche natural de vaca,
necesitandose anadir la especie concreta en cualquier otro caso (Por ejemplo,
leche de oveja) [22]-[24].

-11 -
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La composicion general de la leche de vaca entera presenta los siguientes
valores [25]:

Componente Cantidad por 100mL
Agua 88¢g.
Lactosa 4.88.
Proteinas totales 3.3¢g.
Caseina 2.73 8.
Grasas totales 3.8¢.
Calcio 125 mg.
Fosforo 96 mg.
Nitrogeno total 550 mg.

Tabla 1. Composicion general de la leche de vaca.

2.3.2. Propiedades fisicoquimicas

a) Apariencia
La leche es un liquido opaco con apariencia blanquecina, este aspecto se
debe a la organizacion de caseinas formando micelas. Los principales
pigmentos de la leche son el caroteno y la riboflavina [26].

Figura 11. Apariencia de la leche.

b) Punto de congelacion
Debido a la presencia de sustancias disueltas el punto de congelacion de
la leche es ligeramente inferior a 0°C, concretamente varia entre -0.53 y -
0.57°C.

Esto permite ademas determinar si hay aguado en la leche, al presentar
mayor cantidad de agua su punto de congelacion sera mas cercano a cero [26].

¢) Punto de ebullicion
El punto de ebullicion de la leche a nivel del mar se sitda en 100.17°C,
esto es debido a los azucares y minerales disueltos [26].

-12 -
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d) Densidad

No presenta un valor constante puesto que depende en gran medida de
las sustancias disueltas, principalmente:

» Concentracion de sélidos disueltos y en suspension, tendra mayor
densidad cuando presenta mayor cantidad de sélidos.

» La densidad varia de forma inversa al contenido graso.

» Depende de la temperatura, a mayor temperatura menor densidad.

De forma habitual varia entre 1.0231y 1.0398g/mL [26].

e) Viscosidad
Presenta mayor viscosidad que el agua debido a la materia grasa
globular. Su valor general a temperatura ambiente es de 2.2cp. Segliin aumenta
la temperatura la viscosidad va disminuyendo de forma acusada hasta alcanzar
los 70°C punto en el que empieza a aumentar.

Viscosidad (cp.)
Temperatura (°C) Leche entera Leche desnatada
5 3.2 3.9
10 2.8 2.5
20 2.2 1.9
30 1.65 1.35

Tabla 2. Valores de la relacion viscosidad-temperatura

Viscosidad de la leche

Leche entera

3,5
Leche desnatada

S 3 \
ks
T 2,5
(%]
o
(&)
Qo2
>

1,5

1

5 10 15 20 25 30

Temperatura (2C)

Figura 12. Relacion viscosidad-temperatura

f) pHyacidez
El pH de la leche de vaca varia entre 6.65 y 6.71, presentando una
elevada dependencia de la temperatura.

La acidez titulable es la suma de la natural y la desarrollada, se expresa
en grados Dornic (°D) donde 1°D = 0.1mg/L de acido lactico) y en la leche varia
entre 14-18°D [26].
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g) Conductividad eléctrica
Varia en funcion de la cantidad de agua presente y la acidez, pero su valor

medio ronda los 45 x 10‘4% [24].

2.3.3.

Normativa, tratamientos y clasificaciones.

a) Tratamientos térmicos
» Pasteurizacion:

O

La pasteurizacion es un proceso utilizado para destruir las
formas vegetativas de los microorganismos patégenos de los
alimentos y la flora banal, para ello, se somete el alimento a
temperaturas variables sin que sufra modificaciones esenciales
en su composicion y asegure su conservacion por un periodo
superior a cuarenta y ocho horas.

Se tratan térmicamente los productos lacteos con el fin de
minimizar o incluso destruir los agentes de deterioro y aquellos
causantes de problemas sanitarios. Tras el tratamiento el
producto se mantiene, hasta su consumo, en un envase
adecuado para evitar una posible recontaminacion.

Curva temperatura - tiempo: Este tratamiento térmico es una
combinacion de los parametros temperatura y tiempo. A
continuacion, se detallan algunos de estos pares de valores de
la curva T2-T:

Temperatura (°C) Tiempo (s) Temperatura (°C) Tiempo (s)

54.4

3600 65.5 120

55.5

3600 68.3 30

56.6

2400 71.1 20

57.7

1800 76.6 20

25.9

1200 82.2 20

60

600 93.3 20

61.1

600 100 10

62.7

360

Tabla 3. Datos de la curva de pasteurizacion.

-14 -




CAPITULO 2. FUNDAMENTOS TEORICOS

66
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64
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61
60
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57
56
55
54
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Figura 13. Pasteurizacion a baja-media temperatura.

99
97
95
93

Twmpweatura (2C)

71
n

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Tiempo (s)

Figura 14. Pasteurizacion a media-alta temperatura.

o Con esta técnica se consiguen algunos beneficios como:

= Ladisminucion de la velocidad de deterioro de la leche.

= Se consigue alargar la vida util del producto,
manteniéndola refrigerada (entre 4 y 7°C) aguanta hasta
10 dias.

= Detener la proliferacion de microorganismos daninos
para el sistema gastrointestinal [27].

» Esterilizacion térmica:

En el ambito alimentario, seglin el BOE, “la esterilizacion es el proceso
por el que se destruyen de los alimentos todas las formas de vida de
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microorganismos patdégenos o no patogenos, a temperaturas adecuadas,
aplicadas de una sola vez o por tindalizacion”.

o Tindalizacion: Es un proceso de esterilizacion en discontinuo. Se
somete al producto a un proceso en serie de calentamiento y
enfriamiento para eliminar las esporas presentes. Necesita de al
menos tres sesiones y no requiere altas temperaturas ni tiempos
de tratamiento prolongados.

o Uperizacion: Se inyecta vapor de agua de forma continua
directamente sobre la leche y posteriormente se retira el agua
adicionada mediante vacio.

o Proceso larga vida o UHT: La esterilizacion se realiza mediante
un tratamiento térmico a ultra alta temperaturay cortos periodos
de tiempo (Ultra High Temperature) y un llenado aséptico en un
ambiente estéril. Es un proceso que le confiere a la leche al
menos un ano de vida a temperatura ambiente mientras
permanece empaquetado [27].

b) Clasificacion
Segun el tratamiento que se aplique a la leche natural se clasificara de la
siguiente manera [22]:

» Higienizadas: Se les aplica un proceso tecnologico autorizado que
asegure la total destruccion de patogenos y la casi totalidad de la
flora banal.

» Certificadas: proceden de explotaciones ganaderas sometidas a un
riguroso control sanitario oficial.

» Especiales: Leche natural a la que se le realizan ciertas operaciones
que cambian o modifican su composicion caracteristica:

o Leche desnatada: Privada total o parcialmente de su
contenido graso natural.

o Leche enriquecida: Modificadas mediante la adiccion de
principios inmediatos, minerales y/o vitaminas.

o Leche adicionada de aromas y/o0 estimulantes.

o Leche concentrada.

o Leche fermentada-acidificada.

» Conservadas: Manipulada industrialmente para asegurar la
duracion de su aprovechamiento alimenticio por mas de 30 dias:

o Leche esterilizada: Es sometida a un proceso tecnolégico que
asegure la destruccion de gérmenes e inactividad de sus
formas de resistencia.

o Leche evaporada.

o Leche condensada.

o Leche en polvo.
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c) Caracteristicas de las leches de interés
En el momento de su venta debe presentar, en funcion de la clasificacion
anterior, las siguientes caracteristicas [22]:

» Leche natural de vaca:
o Materia grasa: Contenido minimo el 3% en peso.
Lactosa: Contenido minimo el 4.2% en peso.
Proteinas: Contenido minimo del 3.2% en peso.
Cenizas: Minimo 0.65% en peso.
Extracto seco magro: Minimo 8.2% en peso.
Acidez, expresada en acido lactico: Maximo 0.2g/100mL.
Impurezas macroscoépicas: Maximo de grado 1.
Prueba de la reductasa microbiana con azul de metileno: Mas de
dos horas.
» Leche higienizada, igual que en leche natural con las siguientes
modificaciones:
o Acidez, expresada en acido lactico: Maximo 0.19g/100mL.
o Impurezas macroscopicas: Maximo grado O.
o Menos de 100.000 colonias de gérmenes por mL.
o Ausencia de coliformes en 0.1mL de leche.
o Prueba de la fosfatasa: Negativa.
» Leche especial (desnatada), igual que en leche higienizada con
excepcion de las siguientes:
o Materia grasa: Contenido minimo el 1% en peso para leche
semidesnatada y maximo 1% en leche desnatada.
o El extracto seco vendra dado por la siguiente ecuacion (Ecuacion
4):

0O O O O 0O O O

E=845+4+092x*G
Ecuacion 4. Ecuacion del extracto seco.

= E =tanto por ciento del extracto seco total en peso.
= G =tanto por ciento de materia grasa en peso.
» Leche especial (enriquecida), poseeran las mismas caracteristicas de la
leche higienizada.
» Leche conservada (esterilizada), las senaladas para leche higienizada
con:
o Ausencia de gérmenes vivos en un mL de leche después de
incubacion a 37°Cy 55°C durante 48h.

2.3.4. Importancia de la lactosa
Debido a la importancia que presenta la lactosa en la composicion de la
leche se han elegido las enzimas GaOx (Galactosa Oxidasa) y GOx (Glucosa
Oxidasa) para fabricar los biosensores que se utilizaran en este trabajo, por ello
se va a hablar mas extensamente de este hidrato de carbono y de algunas de
Sus caracteristicas basicas.
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Es un disacarido formado por glucosa y galactosa (Figura 15). Presenta
un poder edulcorante aproximadamente seis veces menor que el de la
sacarosa, aunque su sabor dulce esta enmascarado por la caseina y es mas
acentuado en el suero (que carece de ella).

CH,OH CH,OH
OH O O. OH
OH 70 O N OH
OH OH

Figura 15. Molécula de la lactosa.

La lactosa es un vehiculo importante en la absorcion de calcio y
aminoacidos por via intestinal, su intolerancia se ha relacionado con la
ausencia de lactasa intestinal y se ha asociado a la reaccion alérgica a la
proteina de la leche. Es ademas una fuente potencial de acido lactico.

En la leche se presenta en forma de solucion verdadera, aunque su baja
solubilidad puede originar problemas en su industrializacion debido al caracter
arenoso de su cristalizacion.

Presenta sensibilidad al calor, lo que produce un oscurecimiento,
denominado pardeamiento, debido a la reaccion entre la lactosa y las materias
hidrogenadas (reaccion de Maillard) y canalizadas por metales pesados (como
el hierro), los fosfatos y la temperatura. Este pardeamiento supone una pérdida
de valor nutritivo [27].
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CAPITULO 3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
En este capitulo se pretende explicar de forma detallada el procedimiento
realizado para llevar a cabo la parte experimental de este trabajo.

Se comenzara describiendo los materiales empleados, posteriormente se
explicara de forma pormenorizada la preparacion de los sensores y las técnicas
experimentales utilizadas en la caracterizacion de estos.

3.1. Preparacion de sensores
Dentro de la gran variedad de sensores gque existen, tanto en el mercado
como a nivel de investigacion en un laboratorio, se ha elegido usar sensores de
tres tipos para la realizacion de este trabajo:

1. Sensores de pasta de grafito, CPE.
2. CPE modificados con enzimas. Biosensores.
3. Sensores potenciométricos de membrana de PVC.

A continuacion, se procedera a explicar el proceso de fabricacion de los
sensores detallando los materiales empleados, la preparacion de los soportes
empleados y la elaboracion de los sensores.

3.1.1. CPE

a) Materiales utilizados
Los materiales empleados en la fabricacion de la CPE son los siguientes:

Espatula.

Vidrios de relo;j.

Plastico para diapositivas.

Balanza analitica de precision. Precisa 125A.
Grafito Ultracarbon F purity.

Grafito Fluka.

Pegamento epoxi, tipo Araldite Cristal.
Micropipeta y puntas desechables.
Polimetro.

VVVYVYVVYYVYVY

b
*
o
<

Figura 16. Pegamento epoxi (Araldite) y grafito.
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Para la realizacion de las modificaciones se emplean los siguientes
materiales:

» Enzimas:
o BPB.
o Gluta.
o GOx.
o GaOx.

Para la fabricacion de los soportes se usan los siguientes materiales:

» Tubo de vidrio (D = 8mm).

» Cable de cobre (D = 1.5mm).

» Tijeras, cabeza lijadora y lima.

» Papel de lija de diferentes tamanos de grano.

Figura 17. Cabeza lijadora y lima.

b) Preparacion del soporte
La preparacion de los soportes se realiza mediante el siguiente
procedimiento:

Se corta el tubo de vidrio a la longitud deseada (en este caso
aproximadamente 9cm), para ello se marca con un rotulador indeleble y se
hace una pequena hendidura con la lima, se aplica un poco de presion por la
parte de atras hasta que se produzca el corte intentando que sea lo mas liso y
recto posible, se puede aplicar calor con un soplete para suavizar los bordes
mas afilados.

Posteriormente se realizan unos aranazos en la zona interior del tubo
(aproximadamente hasta 1-1.5cm) con la ayuda de la cabeza lijadora, esto se
realiza para mejorar la adhesion de la pasta de grafito.

Se prepara el cable necesario para realizar las conexiones, cortandolo
con un tamano ligeramente mayor que el del tubo de vidrio (aproximadamente
10-11cm)y se pela por ambos lados con una longitud aproximada de 1cm. Uno
de los lados se introducira en la pasta y el otro servira para realizar la conexion
mediante una pinza de cocodrilo al equipo de medida.
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Figura 18. Cocodrilos de conexion al potenciostato.

c) Preparacion de la pasta
Para la realizacion de la pasta primero se pesa la cantidad necesaria
segun el niamero de sensores que se desee obtener.

Se debe mantener la relacion 50/50 grafito-Araldite, por tanto, de forma
aproximada y para la obtencion de 2 o 3 sensores se utilizan las siguientes
cantidades:

» 1.50g de grafito.
» 1.50g de Araldite dividido en 0.75g de cada componente.

En un rectangulo de plastico para diapositivas se pesa uno de los
componentes del Araldite y se va anadiendo poco a poco el grafito asegurando
la homogeneidad de la mezcla resultante. Cuando hayamos anadido
practicamente la totalidad del grafito, pesamos el segundo componente del
Araldite que se anade junto con el grafito restante y se mezcla
homogeneizando, teniendo en cuenta el tiempo de reaccion del epoxi (segin
las instrucciones del producto dicho tiempo es de 5 min).

d) Fabricacion de los electrodos

Una vez realizada la mezcla se introduce poco a poco dentro del tubo de
vidrio por el lado que se ha rayado, hasta aproximadamente 1-1.5cm de
profundidad. Se coloca el cable asegurando el contacto de la mezcla con la
parte pelada del mismo, sin que sobresalga e intentando centrarlo lo maximo
posible. Esto se debe hacer con la maxima celeridad posible para evitar que el
endurecimiento del epoxi provoque problemas o impida el correcto
funcionamiento del sensor.

Después de introducir la pasta y conectar el cable es necesario curar el
sensor en el horno a una temperatura de 100°C durante minimo 6horas, antes
de su utilizacion es conveniente dejar enfriar y lijar hasta obtener una superficie
lisa y sin irregularidades.
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e) Modificaciones de los CPE
Si se desean depositar enzimas se debe realizar un procedimiento extra
posterior al lijado del sensor:

Primero se lava con agua destilada para eliminar cualquier rastro de
suciedad, posteriormente se introduce en BPB durante 30 segundos, se seca
ligeramente con un papel y una vez limpio y seco se anade la enzima de forma
repartida sin tocar con la punta de la pipeta la zona del grafito. Cuando se ha
secado completamente se introduce durante 60 segundos en gluta y otra vez
en BPB durante otros 30 segundos, esto debe hacerse sin que el sensor toque
las paredes o el fondo del vaso.

Conviene recordar que la deposicion de enzimas se debe realizar justo
antes de usar el electrodo, puesto que si no puede darse la inutilizacion de las
enzimas depositadas y por tanto estropearse el biosensor.

Figura 19. Sensores de grafito terminados.

f) Mejoras en el proceso de fabricacion
Se han realizado diferentes modificaciones en el proceso de fabricacion
para optimizar los sensores:

» Se ha comprobado experimentalmente que previamente a la
fabricacion de la pasta se debe deshidratar el grafito, para ello
se mete en el horno a 100°C durante al menos 2 horas.

» Se ha observado que se obtienen mejores resultados mediante
una curacion de los sensores mas larga utilizando una
temperatura mas baja, concretamente 50-60°C durante toda la
noche.

» Se puede utilizar un polimetro para comprobar tanto si existe
conductividad, como el orden de la resistencia del sensor
finalizado, esto permite una primera evaluacion de su
funcionalidad, si la conductividad es muy pequena o la
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resistencia muy elevada los sensores se descartan por no
resultar utiles.

3.1.2.  Lengua potenciométrica

a) Materiales utilizados

Los materiales empleados en la fabricacion de las membranas
potenciométricas son los siguientes:

» Espatula.

» Viales con tapa (para pesaje y almacenamiento de las membranas).

» Balanza analitica.

» Pipetasy pera de vacio.

» THF (como disolvente).

» PVC de alto peso molecular.

» Plastificantes y aditivos descritos en la siguiente tabla [28], [29]:
Pm

Nombre Férmula Férmula )

mol

H,;C
1 | Octadecylamine 4 \MTG\NHZ CigHzoN | 269.5

3| Oleylalcohol HAC C1sHs3s0 | 268.5
It om
Plastif.
Tridodecylmethyl CH, O
5 ammonium CHa(CHz);oCHz~N-CH(CH)oCHs | Ca7H78CIN | 572.5
. CHz(CHz)1oCH3
chloride

o]

6 Oleic acid cHaCHory o~y | C18H3402 | 282.5

Tabla 4. Plastificantes utilizados con su correspondiente nomenclatura.
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Pm
Nombre Formula Formula (L
mol
Bis(1- "y
B| butylpentyl) » ij\o Co4H4604 | 398.6
adipate ? o
Tris(2- CHy CHa
C| ethylhexyl) HBC\/\/I/VQEJOMK/\/CW CosHs5104P | 434.6
hosphate © CHs
. Dibutyl M
Adit. o P C1sH340 314.5
dit sebacate | " e 18Tsdat4
2 OCH5(CH5)6CH3
E| nitrophenyl @[ C14H21NO3 | 251.3
octylether NO»
Dioctyl O,(CH2)7CH3
Pheny] 0=P-0_ CooH3s04P | 382.5
phosphona f (CH2)7CHg
te

Tabla 5. Aditivos utilizados con su nomenclatura correspondiente.

En la fabricacion de los soportes se usan los siguientes materiales:

VVYVVYVYYVYVYYVY

Tubos de metacrilato (D = 1.5¢m, D =2cmy D = 3cm).
Tapas de metacrilato (Con diametro acorde al tubo utilizado).
Taladro y fresadora.
Cuter, cortacable, pelacables, pinzas, palito de madera.
Cable de cobre/estano (Dex=1.4mm).

Parafilm.

Pegamento de cianocrilato (Loctite).

Cloroformo.

Composite de plata.

Laca de plata.
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Figura 20. Composite de plata y tubo de metacrilato.

b) Preparacion del soporte

Se corta un tubo hueco de metacrilato del diametro indicado y la longitud
deseada (esta varia en funcion del diametro y los valores relativos al nimero
de membranas que se desean utilizar). Se realizan taladros pasantes de un
grosor aproximado al diametro del cable, y un rebaje alrededor de dicho taladro
en forma de cono o cuenco con la fresadora, denominado pocillo. Se preparan
los cables, cortando una longjtud de aproximadamente el doble de la longitud
del tubo y se pela al menos 1cm de uno de los extremos de cada cable.

Una vez se tenga el soporte preparado se procede a insertar el extremo
pelado de cada cable en un agujero con la ayuda de unas pinzas, se fija cada
cable con una gotita de pegamento de cianocrilato, conviene comprobar que
queda fijado completamente. Se coloca una tapa de metacrilato aplicando
cloroformo en el reborde interior para su fijacion al tubo, este paso podria
realizarse al final de todo el proceso de montaje del soporte, pero se ha
comprobado experimentalmente que el tubo sufre deformaciones en el horno
y por tanto conviene realizar el sellado previamente al curado, para evitar
filtraciones hacia el interior.

Se realiza la mezcla del composite de plata (CP), para ello se mantiene
una relacion de 10:1 de la parte A (Pasta plateada) frente a la parte B (Liquido),
se ha observado empiricamente que para este proceso es mejor que la mezcla
obtenida sea mas espesa, es decir, con un ligero exceso de parte A, puesto que
puede penetrar por los taladros e implicar la union eléctrica de diferentes
cables de la lengua potenciométrica por la parte interior del tubo.

Posteriormente se coloca una gota de CP en cada pocillo, no supone
ningun problema que sobresalga un poco puesto que después se va a pulir
quitando el exceso, es muy importante que el cable quede cubierto para que
haya una buena conexion eléctrica. Una vez llenos todos los huecos, se procede
a curar en el horno a una temperatura de 70°C durante un periodo de tiempo
de al menos 2horas.
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Transcurrido ese tiempo se saca del horno, se deja enfriar y se procede a
cortar la parte sobrante del extremo pelado de los cables intentando que sea
lo mas cerca posible del CP, en este punto se procede a pulir el resultado, para
ello se elimina el exceso de composite y se limpian lo mejor posible los restos
que se encuentren fuera de los pocillos, utilizando un trozo de papel banado
en alcohol con la ayuda de un palito de madera.

También existe la posibilidad de realizar estas dos Ultimas operaciones
repetidas para optimizar el relleno de los pocillos, en cuyo caso se recomienda
que el composite sea mas espeso la primera vez y mas liquido en la segunda.
Después de realizar la limpieza se aplica una pequena cantidad de laca de
plata en cada pocillo para asegurar la cobertura del cable pelado y
homogeneizar el resultado final de cada uno.

Como medidas adicionales conviene comprobar que se produce conexion
eléctrica en cada cable mediante el uso de un polimetro, asi como la
numeracion de las diferentes filas y columnas asociandolas a su cable
correspondiente. Asimismo, se recomienda cerrar el extremo superior para
evitar que se introduzca alguna de las muestras a analizar, para ello se ha
utilizado parafilm y se ha evitado introducir dicho extremo en las disoluciones
medidas [30].

Figura 21. Soporte de la lengua potenciométrica.

c) Preparacion de las membranas
Para la preparacion de las membranas se pesan en un vial con tapa el
PVC, el aditivo y el plastificante en los porcentajes correspondientes, en el caso
de este trabajo el peso total es de 0.4g, obteniendo las siguientes cantidades
[29]:

» 3% de aditivo = 0.012g.
» 65% de plastificante = 0.26g.
» 32% de PVC = 0.128g.

Las cantidades medidas experimentalmente se detallan a continuacion:
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3 3
Plastif. | Aditivo plaitif. pla/sotif. aditivo adi/toivo gPVC | %PVC
B | 02595 | 6505 | 0,0148 | 3,710 | 0,1246 | 31,23

C | 0,2652 | 6587 |00149| 3,70 |0,1225 | 30,42

1 D |02727 | 66,72 | 0,0133| 3,25 |0,1227 | 30,02

E | 02891 6505 | 0,0126 | 2,83 |0,1427 | 32,11

F | 0,2874 | 67,561 | 0,0148 | 3,47 |0,1235 | 29,01

Plastif. | Aditivo plaitif. pI;/sotif. aditivo ad(iioivo gPVC | %PVC
B | 02584 | 64,53 | 0,0158 | 3,94 |0,1262 | 31,51

C |0,2597 | 66,28 |0,0113 | 2,88 |0,1208 | 30,83

3 D |02622| 6556 | 0,0111| 2,77 |0,1266 | 31,65

E | 02582 64,90 | 0,0135| 3,39 |0,1261 | 31,69

F | 0,2825| 67,94 | 0,0201| 483 |0,1132| 27,22

Plastif. | Aditivo plaitif. pI;/;tif. adi%ivo ad(iioivo gRVC | %PVC
B |02707 | 6591 | 0,0138| 3,36 |0,1262 | 30,73

C |0,2513 | 60,89 |0,0124 | 3,00 |0,1490 | 36,10

5 D |02588 | 58,08 | 0,0135| 3,03 |0,1733 | 38,89

E | 02637 6510 | 0,0130 | 3,21 |0,1284 | 31,70

F | 0,2676| 64,79 | 0,0136 | 3,29 |0,1318 | 31,91

Plastif. | Aditivo plaitif. pI;/sotif. adi%ivo ad(iioivo EPVC | %PVC
B | 02670 | 64,95 | 0,0134| 3,26 |0,1307 | 31,79

C | 0,2646 | 64,81 |0,0140| 3,43 |0,1297 | 31,77

6 D |02604 | 6389 | 0,0144| 353 |0,1328 | 32,58

E | 02633 | 64,82 | 0,0144 | 355 |0,1285 | 31,63

F | 0,2627 | 6345 | 0,0215 | 519 |0,1298 | 31,35

Tabla 6. Cantidades pesadas para las membranas potenciométricas.
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Se procede a su completa homogeneizacion con la ayuda de la cantidad
necesaria de tetrahidrofurano (THF) anadiendo incluso un exceso ya que
posteriormente este se evaporara. Se recomienda almacenar en refrigerador y
sin luz directa que pudiera ocasionar la degradacion de alguna de las
membranas.

d) Fabricacion de los electrodos
Para la fabricacion de los electrodos se coloca el soporte en horizontal,
se utiliza una pinza para sujetarlo en esta posicion y se depositan las
membranas en cada uno de los pocillos, procediendo de la siguiente manera:

Con una pipeta se toma una pequena cantidad de la membrana a
depositar, se coloca en el pocillo correspondiente una gota y se reparte
uniformemente cubriendo toda la superficie y eliminando posibles burbujas, se
deja secar y se repite el procedimiento anadiendo un total de 3 gotas por
pocillo, es importante asegurarse de que se ha secado completamente antes
de girar para la aplicacion de membranas en otras columnas.

Después de depositar todas las membranas se debe almacenar en una
disolucion de KCI durante 5 dias antes de su utilizacion y para mantenerlas
hidratadas deben permanecer en dicha disolucion mientras no se usen.

En este trabajo se ha definido una nomenclatura para facilitar el
reconocimiento de cada membrana y de su cable correspondiente, dicha
nomenclatura se basa en el uso de un nimero correspondiente al aditivo y una
letra correspondiente al plastificante, esta nomenclatura se utilizé ya en la
Tabla 4y la Tabla 5.

e) Modificaciones de la lengua potenciométrica
Se han incluido las siguientes modificaciones que facilitan el uso de esta
lengua potenciométrica:

» Recubrimiento de todos los cables de conexidbn con una
manguera en espiral para protegerlos y facilitar su manejo.

» Para facilitar la conexion al aparato medidor y el correspondiente
multiplexor se ha unido mediante soldadura un conector de tipo
macho-hembra, teniendo en cuenta siempre que posicion
corresponde con cada membrana.

3.2 Métodos de analisis
En este apartado se van a detallar los métodos de analisis utilizados, para
ello se detallaran los elementos utilizados, disoluciones analizadas y las
técnicas, se comenzara con los sensores voltamétricos y a continuacion,
siguiendo el mismo esquema, se procedera con la lengua potenciométrica.
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3.2.1. Ensayos voltamétricos

a) Elementos utilizados

Potenciostato Autolab.

Ordenador con software Nova 1.10.1.9 Metrohn autolab B.V.
Conectores.

Celda electroquimica.

CPE (WE).

Plaquita de platino (CE).

Electrodo de Ag*/AgCl (RE).

YVVVYVVYYYVY

Figura 22. Potenciostato utilizado (Autolab).

b) Disoluciones utilizadas
Para la caracterizacion de los sensores voltamétricos se utilizan dos
disoluciones:

Muestra Concentracion
Cloruro potasico. 0.1M.
Ferro-ferricianuro potasico (En 5mM de KsFe(CN)s
cloruro potasico 0.1M). 5mM de CsFeKsNe3H20.

Tabla 7. Tabla de disoluciones para caracterizacion.
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Las muestras analizadas y cuyos datos se trataran estadisticamente son
las siguientes:

Muestra Tratamiento
Leche entera
(Clunia).
Leche entera
(Penaranda).
Leche semidesnatada y sin lactosa
(Covarrubias).
Leche semidesnatada y sin lactosa
(Ponferrada).
Leche entera
(Clunia).
Leche entera
(Penaranda).
Leche semidesnatada y sin lactosa
(Covarrubias).
Leche semidesnatada y sin lactosa
(Ponferrada).
Tabla 8. Tabla de muestras para el estudio preliminar.

Bruto

Ferri

Estas muestras se analizan los dias O, 7 y 14 después de abiertas.

Muestra Tratamiento
Normal.
Entera Sin lactosa.
Calcio.
Normal.
Semidesnatada Sin lactosa.
Calcio.
Tabla 9. Tabla de muestras analizadas.

Con H20 relacién 1:1.

Estas muestras se analizan el dia de la apertura (Dia 0).

c) Voltametria ciclica
Los CPE son sensores de tipo voltamétrico por lo que la técnica de
medicion utilizada sera la CV con variaciones en los parametros utilizados. Para
realizar esta técnica se utiliza el software Nova 1.10.1.9 (Metrohn autolab B.V.).

Anteriormente se definieron las funciones de los electrodos, en este
montaje se utilizan tres electrodos: el de referencia, el contraelectrodo y el de
trabajo correspondiente el electrodo CPE.
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Se realiza la conexion de acuerdo con el siguiente esquema:

|,
II
AAARRAA

& L

Electrodo de

Electrodo de
referencia

Flectrodo
auxiliar

Figura 23. Esquema de conexion de los electrodos en CV.
.

Fle View Profile Run Tools Help

DB v eE b @il S e s8R T 0o
Commands Procedures Commands Parameters Links
@ Mariay Esther

Remarks.

Mariz y Esther

Time, WE(1). Potential. WE(1) Current
1 Options

/122018 5:51:41 PM
12/2018 12218 PM
MUX Ciclado Vinos, 4/12/2018 5:53:38 PM

-~ MUX Ciclado Vinos, 4/12/201 11:31.31 AM

~ ROCIO VINOS, 4/30/2018 10:48:48 AM

Userlog message

Command

b Start

Figura 24. Captura de pantalla del programa (Nova).

Primero se establecen los valores necesarios, en este caso seran los tres
valores de potencial, correspondientes con el valor inicial y los valores extremos
de medicion, asi como el nimero de veces que se pasa por el punto V=0y la
ruta donde se almacenaran los datos, en un archivo “.txt”. Se debe tener en
cuenta que el nimero de ciclos realizados sera la mitad del niUmero de veces
que se pasa por el punto V=0. Se define igualmente la velocidad de barrido.
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Commands Parameters Links
@ Mania y Esther
Remarks Maria y Esther -
Erd status Lutslsh i
Signal sarpler Timme, WE(T) Potential, WE(1) Current
Opions 1 Options -
Insirument

Instrument descnipbon
Hestolab contrel
Set potertal 0000

+

8

H Setcell On
& Wait bme (5) 5
sl S : |
= CVstsircase 10.000. 1.000. -7.000. 0.000. 10. 0.10000
Start potertial (V) 0000
Upper veriex potensial (V) 1.000
Lower vertex potential (V) =1.000
———T Ty
I Humber of siop cressings 10
bep potenbal (V)
Scan rate (Vis)

Estimated number of points
Interval ime (s) D2esn0
Segral sampler Time. WE(T) Potential, WE{T) Current
Ogptions: 1 Options

& ivsE

= Setcell Off

Figura 25. Definicion de los valores de caracterizacion de la CV.

Una vez definidos los valores adecuados, se establece el montaje del
circuito y se pulsa “Start” para empezar con el tiempo de estabilizacion, una
vez acabado dicho tiempo se empieza con la CV.

]
File View Profle Run _Tools Help
BN ER= N =N N7 u e o |en IF [ B8 8 oo s & L o o
Commands Procedures Commands Parameters
- Autalab @ Maria y Esther
ior Standards Remarks Maria y Esther =
- My procedures End status Autolab o]
& “Vinos, 4/10/2018 4:44:08 PM Signal sampler Time, WE(1) Potential, WE{1) Current ..y
- Chrono amperometry (At > 1 ms), 5/21/2018 4.54:33 PM Opticns 1 Options =
- Cronopotenciometria , 5/21/2018 4:47:47 PM FathreE
¥ Maria y Esther, 4/19/2018 11332 PM Wi e descripion P Start
i+ MUX 16 Cronopotenciometria , 4/12/2018 5:51:41 PM
.- MUX 16 Cronopotenciometria . 4/12/2018 1:22:18 PM & Autolab contrel =
i MUX Ciclado Vinos, 4/12/2018 5:53:38 PM [ Set potential 0.000
i MUX Ciclado Vinos, 4/12/2018 11:31:31 AM [ Setcell On 4—| Ready

Figura 26. Boton de inicio de la CV.

Al final de la CV se obtendra una grafica en el software y un archivo “.txt”
con los valores de dicha grafica para su analisis.

WE(1) Current (&)

<E5 [ §

-1 08 05 0.4 Q02 0.2 0.4 06 0.8 1

0
Potential applied (V)

Figura 27. Ejemplo de una CV en Nova.
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3.2.2. Ensayos potenciométricos

a) Elementos utilizados

» Data logger, multiplexor y conectores.
» Ordenador con el software Benchlink Data Logger 3 (Agilent

Technologies).

Y VY

Y VY

Vaso de precipitados grande (Como celda electroquimica).
Elementos auxiliares para el montaje como pinza de sujecion, cinta
aislante o parafilm.

Electrodo de Ag*/AgCI (RE).
Lengua potenciométrica (WE).

Figura 28. Data logger y multiplexor.

b) Disoluciones utilizadas

Para la caracterizacion se utilizan seis disoluciones, una de KCl y otras
que emulan los 5 sabores basicos. Estas disoluciones se clasifican de la

siguiente manera:

Amargo: Sulfato magnésico (MgS0a)

Umami: Glutamato monosédico.

Muestra Concentracién
Cloruro potasico (KCI). 0.1M.
Dulce: fructosa.
Salado: Cloruro aménico (NH4Cl).
Acido: Acido clorhidrico (HCI) 10-2M.

Tabla 10. Tabla de disoluciones para caracterizacion, sabores.

Tratamiento

Con H20 relacion 1:1.

Muestra
Lauki
Entera Asturiana
Mercadona
Semidesnatada Lau_kl
Asturiana
Desnatada Dia

Tabla 11. Tabla de muestras para discriminacion previa.

Estas muestras se analizan en el dia de apertura (dia O).

-33-




Dieino, desarrollo y puesto a punto- de lenguas electrénicas voltamétricas

Muestra Tratamiento
Normal.
Sin lactosa.
Calcio.
Félico B.
Normal.
Sin lactosa.
Calcio.
Félico B.
Tabla 12. Tabla de muestras analizadas.

Entera

Con H20 relacion 1:1

Semidesnatada

Estas muestras se analizan el dia de apertura (dia O) y una semana
después (dia 7).

c) Potenciometria
Los sensores utilizados en la lengua son membranas de tipo
potenciométrico, lo que implica que la técnica usada es la potenciometria. Para
esta técnica se utiliza el software Benchlink Data Logger 3 (Agilent
Technologies) [30].

Para la celda electroquimica de este montaje solo se utilizan el electrodo
de referencia y el de trabajo correspondiente con la lengua, cuya conexion se
realiza de acuerdo con el siguiente esquema (Figura 29):

Electrodo de
A :
trabajo
[Electrodo de
referencia
e TN

Figura 29. Esquema de conexion de los electrodos en potenciometria.

Lo primero que se debe hacer es configurar el software, para ello se
empieza anadiendo una configuracion especifica para nuestro aparato,
siguiendo las instrucciones del tutorial. Una vez hecho esto, cuando se ejecuta
el programa aparece la siguiente pantalla (pueden variar algunas cosas en
funcion de los nombres elegidos y de los aparatos conectados).
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B sensor - BenchLink Data Logger 3 - 8 x
Configurstion Data Tools Help

Configuration: Instruments Sean Mode

Satus [sensor B [1Comecied Inactive Experience BenchLink Dats Logoer Fro.
BConfigure Instruments | § Configure Channels | SconondLog Date | NSRRI
1 bon Mode: 2. Add or 3 Verify Module Mode from 4_Click the Configure
Column beloa: Channels b

& Cornected i Instnment _ Addeenmes. |
v Istrumerts.

Mot Connected o Instrument

oy et _|

“nstruments. T “Address ~ Modules
Nore

0-(2e0957- 02007 MY5T008831-IN. Nore
343014 : 20-Channel Armature Multiplexes Scan Mode -

roperties

Figura 30. Pantalla de inicio del programa de ejecucion del data logger.

Ademas, se deben seleccionar y configurar los nombres de los canales en
los que se va a operar, esto se hace en la pestana denominada “Configure
Channels” donde se podra nombrar cada una de las entradas como se desee.

En este caso se denominan de dos formas diferentes puesto que al medir
se han utilizado dos lenguas potenciométricas y esto permite diferenciarlas, se
ha puesto un nombre determinado por “Membrana XY” o “MXY”, donde la “X”
corresponde al nimero de plastificante y la “Y” a la letra del aditivo, como se
puede observar en la siguiente captura de pantalla.

[ 301 Membrana 1B DC Voltage Auto 55 O 1 |0 vDC
—_ 302 [v] _Membrana 1C DC Voltage Auto 5.5 O 1 1] vDC
— 303 [wl  Membranz 10 DC Voltage Auto 5.5 [ o vDC
— 304 | ™ Membrana 1E DC Voltage Auto 55 [ o |vDC
— 205 | Membrana 1F DC Voltage Auto 55 O & To [vDC
=308 —B—Mtembrama38 DC Voltage Auto 55 o 1 o vDC
= 307 Membrana 3C DC Voltage Auto 55 o i 10 |vDC
1= 308 | Membrana 20 DC Voltage Auto 55 o 1 o VDC
— 209 M  Membrana 3E DC Voltage Auto 55 o 1 o VDC
— 370 W  Membrana 3F DC Voltage Auto 55 0o 0 [VDC
— 311 | ™ Membrana 58 DC Voltage Auto 55 il [0 [vDC
— 312 | ® Membrana5C DC Voltage Auto 55 o 1 o [vDC
— 313 Membranz 50 DC Voltage Auto 55 O 1 1] wDC
— 314 | ™ Membrana 5E DC Voltage Auto 55 [ [0 |vDC
- 215 Membrana 5F DC Voltage Auto 55 o 1 0 [vDC
= 318 | Membrana 6B DC Voltage Auto 55 o 1 o VDC
= 317 M Membrana 6C DC Voltage Auto 55 O [i] VDC
- 218 W  Membrana 60 DC Voltage Auto 55 o 1 0 [vDC

Figura 31. Denominacion de los canales de medida.

Una vez realizado todo lo anterior se accede a la pestana “Scan and Log
Data”, donde se definira el tiempo de ensayo, asi como el numero de medidas
a realizar, pudiendo modificar las siguientes variables:

» Momento de inicio: si se desea iniciar nada mas pulsar el botén de
“Start”, a una hora determinada, etc.

» Intervalo: cada cuanto tiempo va a tomar y representar una medida.

» Momento de parada: puede ser al pulsar “Stop”, al cabo de un
tiempo definido por el usuario, etc.
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BenchLink Data Logger 3 - 8 x
on Data Took Help

Cnfiguration: Instruments Soan Mode:

Sots: femer @ [1Comnecied Inecive Experience BanchLink Data Logger Pro

ac | @Configure Channels ~ Scanand Log Data | RESERIN
e Caa
Set Stan Interval Stop. Set

1
USB0: 057 G207 MYSTOOSEIT:INST Immediately 00010000 050

Insirument Chennel Measurement Dets Harm Win Max Average
fl <1.USB0-0x0957 02007 MY57005891-INST] Wi Membrana 18> DC Voltage
2|18 7:MYS3! 3 3 1 DC Voltage

2007 1 DC Voitage

; S Sean Stans

DC Voitage
DC Voitsge
DC Veltage
DC Voltage:
DC Voltage
DC Voltage
DC Votage
DC Veitsge
DC Veltage
DC Voltage:
DC Voltage
DC Voltage
DC Votage

| <1.USB0:0x0957:.0
7 | <1.USB0:0x0957
8| <1.USB0-0x0357

MYS7005831: INST
MYST005891: INST

MYST005891:INST
7. S1
7 MYSTO05831: IS
7 MYSTO0SES 1IN
MYS7005831: INST
MYST005891. INST
MYS005891: IS
MYSTO05891-INST
MYST005831:INST
MYSTO0SES ] INST DC Voitage
0:0 MYST005831: INST DC Veltage
19| <1.USB0:0x0957.0 MYST005631. IS =S DC Vltage.
20| <1.USBO-D<0957-0x2007 - MY57005891: INS1 B0<Membrana 6F> DC Voltage

Figura 32. Configuracion para la toma de medidas.

3.3. Tratamiento quimiométrico
3.3.1. PCA
El anélisis de componentes principales o PCA es una técnica estadistica
utilizada para discriminar, se basa en la reduccion de las dimensiones de un
conjunto de datos. Este sistema busca la mejor proyeccion en términos de

minimos cuadrados para obtener un conjunto de variables no correlacionados
linealmente.

Para realizar este tratamiento de los datos obtenidos mediante los
sensores voltamétricos se utiliza el programa Matlab y algunos scripts
especificos necesarios, lo que nos permite separar las muestras utilizando los
datos de los diferentes sensores y obtener graficas en 2D y 3D. Ademas,
proporciona una matriz de datos necesaria para realizar la regresion de
minimos cuadrados parciales (PLS) [31].

3.3.2. LDA
El analisis discriminante lineal o LDA es un método estadistico utilizado
para encontrar una combinacion lineal de rasgos. Podria decirse que es el
equivalente al analisis PCA, pero utilizando datos potenciométricos en lugar de
voltamétricos

En este caso se ha utilizado un programa llamado IBM SPSS Statistics
gue devuelve, entre otros datos de interés, una grafica en 2D y valores relativos
a las funciones de correlacion.

3.3.3. PLS

La regresion de minimos cuadrados parciales o PLS es un método
estadistico que busca una regresion lineal mediante la proyeccion de las
variables de prediccion y las variables observables.
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Como se ha explicado anteriormente se requiere de una matriz
procedente del tratamiento mediante PCA. Utilizando esta matriz junto con los
datos quimicos de las muestras y el programa The Unscrambler X se puede
obtener una correlacion que permite hacer predicciones [31].

3.3.4. MLR
La regresion lineal multiple o MLR es una técnica estadistica que se utiliza
para identificar variables independientes, comparar y comprobar modelos
causales y predecir valores de una variable. Este analisis es equivalente a la
PLS descrita anteriormente.

Requiere de un tratamiento mediante LDA y se realiza utilizando los
programas The Unscrambler X junto con IBM SPSS Statistics y Matlab para el
pretratamiento de los datos (Normalizacion, etc.).

3.3.5.  Meétodo de trabajo PLSy MLR
Los métodos de analisis PLS y MLR se utilizan para encontrar relaciones
entre dos matrices de datos, en este trabajo se corresponden con:

o X = Datos medidos.
o Y = Datos quimicos a correlacionar.

El método de trabajo del programa, para ambos analisis, es el siguiente
[31]:

» Mediante los datos quimicos y los datos medidos con los diferentes
sensores que componen la lengua electronica se obtiene un modelo
denotado como “calibracion” y cuyos parametros aparecen indicados en
color azul en los graficos.

» Posteriormente realiza una “validacion” de dicho modelo mediante el
método “leave one out”, también se le denominada como “prediccion”,
y aparece en color rojo en los graficos

» Muestra los diferentes graficos o rectas de calibrado y sus parametros
mas significativos, R2, RMSE, slope (pendiente de la recta) y offset
(ordenada en el origen), en PLS devuelve ademas el factor o nimero de
variables latentes.

Para valorar la calidad de la correlacion obtenida se deben observar los
siguientes parametros significativos:

1. Variables latentes: Son variables adicionales y por tanto cuantas
menos se necesiten el modelo es mas sencillo.

2. R2: Debe aproximarse lo maximo posible a la unidad. Cuanto mas
proximo esté mejor se adecua el sistema a la recta obtenida en el
modelo. Cabe recordar que debido a la mecanica de trabajo el valor de
R2c siempre sera mayor que el valor de R2p.

3. RMSE: Es un tipo de error por tanto debe ser lo mas bajo posible, este
tipo de error es relativo y por tanto se debe tener en cuenta el orden
de magnitud del dato quimico.
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CAPITULO 4 RESULTADOS EXPERIMENTALES
4.1. Voltamétricos

4.1.1.  Caracterizacion

En primer término y con objeto de conocer el correcto funcionamiento de
los sensores voltamétricos se procede a su caracterizacion desde el punto de
vista electroquimico. Esta caracterizacion se realiza mediante el ensayo de
voltamettria ciclica en dos disoluciones patrén, una que no presenta especies
activas (que es un electrolito base) y otra que contiene especies con actividad
RedOx (de acuerdo con la Tabla 7), esto permite conocer la actividad de los
sensores en ambas situaciones a la vez que nos permite estudiar su
repetibilidad y reproducibilidad. En los siguientes subapartados se explicara
mas detenidamente los resultados observados en esta caracterizacion.

a) KCl

35
30

Grafito|

25 ] .
20 ]
15 4
10 ]
5]
04
5]
10 4
_15_.
.20_.
25
_30_.
-35 4

Intensidad (uA)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
-1000 -750 -500  -250 0 250 500 750 1000
Potencial (mV)

Figura 33. Sensor de grafito en KCI.

La Figura 33 representa el voltamograma tipo de un sensor de pasta de
grafito sin modificar en una disolucion de KCI 0.1M, en €l se puede apreciar
gue no hay ningan tipo de pico que indique la oxidacion o reduccion de ninguna
especie. Si se aprecia un pequeno pico en los potenciales negativos (En el
barrido de reduccion, flecha naranja) que es especifico del sensor utilizado y
de muy baja intensidad (probablemente algin componente de la resina
utilizada en la preparacion) y las variaciones presentes en los extremos
(Flechas azules) se deben a potenciales negativos a la disolucion del agua en
medio con oxigeno y se relaciona con el PH del medio.
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b) Disolucion de ferro - ferricianuro

300

250 1
200 -
150
100 -
50 -
04
.50_-

Intensidad (pA)

-100—.
-150—-
-200—-
-250—.

-300 T T T T T T T T T 1
-450 -300 -150 0 150 300 450 600 750 900 1050

Potencial (mV)

Figura 34. Sensor de grafito en ferro-ferri

En la Figura 34 se presenta el voltamograma obtenido por el sensor de
grafito en la medicion de una disolucion de ferro-ferricianuro en KCl. Se puede
apreciar que es considerablemente diferente al voltamograma de la Figura 33.

Las flechas azules indican los extremos del barrido de oxidacion-
reduccion, mientras que las flechas naranjas indican los picos debidos a la
oxidacion y reduccion del hierro, segln las semirreacciones siguientes:

Fe(CN)g? + 1le~ = Fe(CN)g*
K;[Fe(CN)gl+ KT+ 1e” = K [Fe(CN)¢]
Ecuacion 5. Semirreacciones ferro-ferricianuro.

Observamos que se trata de intensidades muy elevadas y similares tanto
en oxidacion como en reduccion con ligeras diferencias en los potenciales,
caracteristicas de un proceso cuasi-reversible.

4.1.2. Estudio preliminar

Después de caracterizar los sensores se va a realizar un estudio
preliminar, para ello se analizan las muestras especificadas anteriormente
(Tabla 8). Se tienen dos muestras de dos tipos diferentes de leche (entera y
semidesnatada), las denominadas con nombres que empiezan por C
representan el grupo de control y las denominadas como P (Problema)
presentan una alteracion de la cual se desconoce su naturaleza, pero que
resulta interesante para determinar si nuestro sensor es capaz de detectar
dicha alteracion.
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Se comenzara realizando una discriminacion segun el tipo de leche
(entera o semidesnatada) y después se procedera a valorar las variaciones
ocurridas durante el envejecimiento de dichas muestras. Para finalizar se
analizaran las correlaciones entre los datos de las medidas realizadas y los
datos quimicos suministrados.

a) Discriminacion

I En bruto
25 o|—— Clunia
{l—— Pearanda
20 |—— Covarrubias
1—— Ponferrada
15 4
10
< ]
=2
o] 5
® 4
e
k7] 0
C
i |
g 5
-10
-15 Q:/
-20

T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 35. Discriminacion en bruto, grafito.

En el caso del sensor de grafito sin modificar (Figura 35) se distinguen
dos zonas que muestran claras diferencias para cada una de las leches.

En la zona del barrido de reduccion y delimitada en naranja se observa
gque la muestra denominada como Penaranda difiere de forma apreciable del
resto, mientras que en la zona del barrido de oxidacion marcada en verde se
advierten diferencias entre los tipos de leche (entera y semidesnatada) y de
forma mas sutil también se aprecian diferencias entre las muestras del mismo
tipo con y sin alteracion (Entre Clunia y Penaranda y entre Covarrubias y
Ponferrada).
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Figura 36. Discriminacion en bruto, grafito con GOx.

En el caso del analisis mediante el sensor de grafito modificado con GOx
(biosensor, Figura 36) se pueden apreciar cuatro zonas donde hay claras
diferencias entre los tipos de leche.

En el barrido de oxidacion, a potenciales negativos, la zona marcada en
azul se aprecia que las leches de tipo semidesnatada (Covarrubias vy
Ponferrada) presentan picos con mayor intensidad. En la zona marcada en
naranja (barrido de reduccion y a potenciales positivos mas altos) se observa
lo contrario, es decir, que las leches enteras presentan mayor intensidad, esto
mismo ocurre en la zona senalada en verde, donde ademas se aprecia una
ligera variacion en la forma del pico en funcion del tipo de leche.

A continuacion, se realiza el analisis estadistico de los datos obtenidos en
los voltamogramas con objeto de proceder a la diferenciacion de los cuatro
productos, se ha utilizado la siguiente nomenclatura:

Nimero Nombre Tipo de leche
1 Clunia
~ Entera
Penaranda
Covarrubias Semidesnatada sin
Ponferrada lactosa

Tabla 13. Nomenclatura PCA discriminacion.
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Figura 37. PCA leche en bruto, grafito.

Como ya se podia intuir en la Figura 35 al realizar el tratamiento
estadistico se observa una clara diferenciacion entre las muestras analizadas,
situandose a la izquierda de la imagen las leches enteras (Circulo azul) y a la
derecha las semidesnatadas (Circulo naranja), asi mismo se aprecia que las
leches 1y 2 (Enteras) estan mas claramente diferenciadas entre si que las
leches semidesnatadas sin lactosa.

Realizando el mismo tratamiento con los datos del biosensor de GOx
(Figura 38) se llega a las mismas conclusiones, aunque la distribucion espacial
de los resultados varia.

0.06
0.04
0.02

Axis3

-0.02
-0.04

01

Axis1

Figura 38. PCA leche en bruto, grafito con GOx.
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Il Muestras lacteas en disolucion de ferro - ferricianuro
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Figura 39. Discriminacion en ferro - ferri, grafito.

Se realiz6 un segundo analisis de nuestro producto adicionando
disolucién patron ferro-ferricianuro y observando las modificaciones que ejerce
la mezcla con las leches sobre los picos RedOx. Al realizar la medicion en las
muestras que presentan ferro-ferri la distincion entre tipos de leche es mucho
mas clara, también lo es la distincion entre las dos muestras de tipo entera,
pero menos apreciable en el caso de las leches semidesnatadas.

Prestando atencion a las zonas senaladas con circulos se advierte que
los picos de oxidacion y reduccion presentan mayor intensidad para las leches
enteras mientras que se aprecia una forma mucho mas redondeada y picos
mas difuminados en las leches semidesnatadas. Existe una mayor diferencia
en la senal correspondiente a la muestra denominada Covarrubias, 0 que
indica que nuestro sistema es capaz de visualizar la alteracion que presentan
las muestras problema.

-44 -



CAPITULO 4. RESULTADOS EXPERIMENTALES
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Figura 40. Discriminacion en ferro - ferri, grafito con GOx.

En la Figura 40 se aprecian diferencias en la intensidad de los picos en
ambos tipos de muestras, en el caso de las leches enteras la intensidad es
menor (Lineas roja y negra) y presentan mayor reversibilidad.

Se realiza el tratamiento estadistico de los datos mediante PCA
manteniendo la nomenclatura anterior (Tabla 13).

Los resultados del sensor de carbono obtenidos del analisis estadistico
correspondiente a las muestras de leche en disolucion de ferro-ferricianuro
como muestra la PCA (Figura 41), nos permiten concluir que existe claramente
una distincion tanto por grupo de muestra, como de forma individual para cada
una de ellas.
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Figura 41. PCA leche en ferro - ferri, grafito.
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Figura 42. PCA leche en ferro - ferri, grafito con GOX.

En el analisis mediante PCA para el sensor de grafito (Figura 41) se
distinguen claramente las cuatro muestras analizadas, en el caso del biosensor
(Figura 42) también se aprecia la misma discriminacion, aunque se produce
una modificacion en la distribucién espacial obtenida.

A la vista de los resultados anteriores, se puede afirmar que se consigue
una clara discriminacion de las muestras y que los dos sensores distinguen la
alteracion que han sufrido las muestras.

b) Envejecimiento

Para el estudio del envejecimiento se lleva a cabo el analisis de las
muestras en los dias 0, 4 y 7 tras abrir el envase con el objetivo de conocer si
el sensor es capaz de detectar las alteraciones que se producen durante la
degradacion del producto. Se realizan los ensayos con el sensor de grafito en
la leche en bruto y también diluida en la disolucion de ferro-ferricianuro. Para
determinar esto cualitativamente se realiza primero una comparativa visual de
los voltamogramas de las muestras en los diferentes dias y después el estudio
cuantitativo mediante el analisis estadistico de las doce muestras de forma
conjunta.
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Figura 43. Envejecimiento Clunia en bruto, grafito.
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Figura 44. Envejecimiento Penaranda en bruto, grafito.

En ambas muestras la forma genérica de los diagramas es muy similar,
como también lo son los cambios ocurridos. La principal diferencia que se nota
es la modificacion de las intensidades, que van formando picos cada vez mas
definidos, presentan mayor intensidad a medida que la muestra envejece, y
posteriormente el desplazamiento de los potenciales en dichos picos, por
ejemplo, los puntos marcados con flechas azules o las zonas marcadas con
circulos (Figura 43 y Figura 44) lo que indica la transformacion de sustancias y
la aparicion de compuestos durante la degradacion del producto.
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Figura 45. Envejecimiento Covarrubias en bruto, grafito.
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Figura 46. Envejecimiento Ponferrada en bruto, grafito.

En el caso de leche semidesnatada y sin lactosa también se puede
apreciar la aparicion de picos y su posterior desplazamiento durante el proceso
de envejecimiento (Circulos azules). Todo ello es indicativo de que en principio
el sensor es capaz de observar los cambios que experimenta el producto con
los dias.
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Ndmero Nombre Dia
1 0
2 Clunia 7
3 14
0
Penaranda 7
14
0
Covarrubias 7
14
0
Ponferrada 7
14
Tabla 14. Nomenclatura PCA envejecimiento.
Primera componente: 86.79%
Segunda componente: 9.24%
Tercera componente: 2.20% oD
6 h
445«4

14D

Axis3
=
1

08
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7D

Figura 47. PCA envejecimiento en bruto, grafito.

Desde el punto de vista cuantitativo, analizando los datos tratados
estadisticamente y con la nomenclatura definida en la Tabla 14, se observa
que la distribucion espacial sufre un desplazamiento similar durante el
envejecimiento de todas las muestras y que estas se encuentran concentradas
en diferentes regiones del espacio. Las muestras de O dias aparecen en la parte
superior derecha, las muestras de 7 dias se desplazan hacia abajo mientras
que tras 14 dias de evolucion las leches tienen mayor deriva (la leche ya estaba

muy cuajada) pero claramente separadas hacia la izquierda.
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Il En ferro - ferricianuro
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Figura 48. Envejecimiento Clunia en ferro - ferri, grafito.
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Figura 49. Envejecimiento Penaranda en ferro - ferri, grafito.

Se observa que tras 7 dias de envejecimiento se produce una clara
disminucion en la intensidad de los picos RedOx a la vez que presentan formas
mucho menos definidas (lineas rojas, 7D), para reaparecer de forma mas
pronunciada con mayor intensidad y desplazados hacia potenciales mas bajos
(lineas azules, 14D).
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> Leche semidesnatada y sin lactosa:
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Figura 50. Envejecimiento Covarrubias en ferro - ferri, grafito.
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Figura 51. Envejecimiento Ponferrada en ferro - ferri, grafito.

En el caso de la leche semidesnatada y sin lactosa se aprecian
mayores diferencias en las lineas azules (14D) con la aparicion de picos mas
definidos y que presentan grandes intensidades, que ademas se encuentran
desplazados haciendo a los procesos mas reversibles.

La variacion sufrida entre los dias Oy 7 es menor que en las muestras de
leche entera, lo cual puede ser debido a que presentan una menor cantidad
tanto de lactosa como de grasa lo que retarda su deterioro.
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Primera componente: 75.95%
Segunda componente: 21.49% 7D

Tercera componente: 2.37%

14D =

Axis1

Figura 52. PCA envejecimiento en ferro - ferri, grafito.

El analisis estadistico de los resultados, manteniendo la nomenclatura
utilizada anteriormente (Tabla 14), nos permite concluir que tal y como se
apreciaba en la comparativa visual se realiza una correcta discriminacion de
las muestras en funcion de su envejecimiento, aunque con las medidas en
disolucion de ferro-ferricianuro hay dos muestras (8 y 12) que se desvian
ligeramente del patron global. De forma analoga a lo que ocurria en las
muestras en bruto el desplazamiento espacial sigue un patron definido con un
desplazamiento hacia la derecha a medida que aumenta el tiempo de
envejecimiento.

Con los resultados obtenidos se deduce que el sensor discrimina de
forma efectiva también con la dilucién en disolucién de ferro-ferricianuro.

¢) Correlaciones
Con los datos medidos mediante la lengua voltamétrica se va a realizar el
analisis de correlaciones denominado PLS, ademas se trataran los datos
mediante otro método de analisis, denominado SVMR, que permite predecir los
valores de las muestras en bruto del dia O ya que es del que se disponen datos
quimicos.

Como ya se explico brevemente en el capitulo 3 mediante el analisis PLS
se obtiene una recta de calibrado para cada uno de los parametros, lo que nos
permite estimar los valores, la fiabilidad de dicha recta se expresa mediante el
error cuadratico medio (RMSE) y el coeficiente de determinacion (R2).
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Parametro R2c RMSEc R2p RMSEp Variables

latentes

Grasas | 0.9771 0.1291 0.9679 | 0.1607
Proteinas | 0.9911 0.0063 0.9644 | 0.0133
Lactosa | 0.9863 0.0960 0.9798 | 0.1228
ESM 0.9785 0.1227 0.9691 | 0.1546
HIndex | 0.9874 0.0153 0.9810 | 0.0198
FDP 0.9887 0.0038 0.9827 | 0.0049
Células | 0.9829 0.8843 0.9723 | 1.1840
Urea 0.9780 26.3589 0.9695 | 32.6605
Acidez 0.9484 0.2997 0.9303 | 0.3665
UV-Vis 1100 | 0.9816 0.0265 0.9733 | 0.0337
UV-Vis 1500 | 0.9874 0.0249 0.9811 | 0.0321
Folin 0.9910 0.0610 0.9837 | 0.08564
Tabla 15. PLS leche en bruto analizada con grafito.

WININININININDINININ|IWIN

La Tabla 15 muestra los valores obtenidos y que permiten concluir que
existe una buena correlacion lineal entre los datos voltamétricos y los
diferentes parametros quimicos medidos. Presenta valores de error muy bajos
(RMSE) con altos coeficientes de fiabilidad (R2) para todos los parametros con
excepcion de la urea cuyos valores de RMSE son notablemente mas altos.

Por otra parte, el método permite realizar un analisis predictivo del que
se recogen los datos de error y fiabilidad, en este caso los valores de error son
algo mas altos mientras que los valores de fiabilidad son mas bajos que en el
modelo de calibracion, pero en cualquier caso suficientemente 6ptimos para
llevar a cabo la prediccion ya que ademas presentan un bajo nimero de
variables latentes. Todo ello indica que cuantitativamente el analisis mediante
la lengua voltamétrica utilizada obtiene resultados que permiten predecir con
suficientes garantias los datos quimicos a partir de la calibracion realizada.

Como ya se ha comentado también se realizara un estudio similar
mediante otra técnica de analisis quimiométrico que permita seleccionar cual
es mas adecuada a nuestro producto.

A continuacion, se muestran los datos obtenidos en el estudio de
calibracion y en el de prediccion con los datos quimicos de dichas muestras
mediante SVMR, Tabla 16:
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» Modelos:
Parametro R2c RMSEc R2p RMSEp
Grasas 0.9939 0.0737 0.9379 0.2175
Proteinas 0.9894 0.0075 0.8921 0.0223
Lactosa 0.9934 0.0730 0.9292 0.2233
ESM 0.9930 0.0757 0.9201 0.2413
FDP 0.9923 0.0034 0.9106 0.0109
Células 0.9899 0.7834 0.8569 2.6250
Urea 0.9944 | 15.5245 | 0.9460 | 42.6894
Acidez 0.9928 0.1231 0.9200 0.3811
Folin 0.9915 0.0638 0.8800 0.2260

Tabla 16. SYMR leche en bruto, dia 0. Modelo.

> Predicciones:

Muestra Prediccion gﬂfr:isz Error rozlat'vo’

Grasas 3.58 3.52 1.7

Proteinas 3.22 3.27 1.53

Lactosa 491 4.87 0.82

ESM 8.932 8.842 1.02

Clunia FDP 0.526 0.524 0.38

Células 20 17 17.65

Urea 236 242 2.48

Acidez 14.0 13.8 1.45

Folin 1.942 2.014 3.57

Tabla 17. SVMR Clunia en bruto, dia O. Prediccion.

En el caso de las predicciones para la leche denominada Clunia (Entera)

se observa que las desviaciones frente a los valores son menores del 5%
excepto en el caso de las células que es casi el 18%.

Muestra Prediccion (':‘S?r:]'iséz Error rozlat'vo’
Grasas 3.38 3.53 4.25
Proteinas 3.40 3.38 0.59
Lactosa 471 4.86 3.09
ESM 8.853 9.009 1.73
Penharanda FDP 0.52 0.527 1.33
Células 29 32 9.38
Urea 291 262 11.07
Acidez 14.2 14.4 1.39
Folin 1.927 1.753 9.93

Tabla 18. SYMR Penaranda en bruto, dia O. Prediccion.
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En el caso de Penaranda (También entera) se obtienen peores
predicciones, aunque siguen siendo buenas, puesto que excepto en el caso de
la urea (11%) todas las predicciones son menores del 10%.

Muestra Prediccion gﬂiar:is; Error rozlat'vo’
Grasas 1.78 1.80 1.11
Proteinas 3.26 3.31 1.51
Lactosa 3.29 3.32 0.90
ESM 7.354 7.325 0.40
Covarrubias FDP 0.465 0.466 0.21
Células 28 25 12.00
Urea 627 619 1.29
Acidez 11.6 11.4 1.75
Folin 1.765 1.754 0.63

Tabla 19. SYMR Covarrubias en bruto, dia O. Prediccion.

En los errores relativos de Covarrubias se aprecian errores muy pequenos
(Menores del 2%) exceptuando en el caso de las células que es del 12%.

Muestra Prediccion (':‘Sfr:]'isc'z Error rozlat'vo’
Grasas 1.53 1.84 16.85
Proteinas 3.30 3.27 0.92
Lactosa 2.81 3.14 10.51
ESM 6.823 7.195 5.17
Ponferrada FDP 0.429 0.446 3.81
Células 11 15 26.67
Urea 653 594 9.93
Acidez 11.0 11.6 5.17
Folin 3.682 3.305 11.41

Tabla 20. SVMR Ponferrada en bruto, dia O. Prediccion.

Analizando los errores relativos para Ponferrada (Semidesnatada y sin

lactosa) se observa que son peores que en los casos anteriores, igualmente el
peor valor se encuentra en el caso de las células con un valor cercano al 27%.

Finalmente, y realizando una evaluacion general, se puede afirmar que
las predicciones son aceptables en todos los parametros y para los cuatro
productos medidos a excepcion del contenido en urea.

4.1.3. Aplicacion de la lengua voltamétrica
a) Discriminacion
Después de realizado el estudio preliminar de la lengua voltamétrica, en
el que se ha visto que funcionan correctamente tanto los sensores de carbono
como los biosensores enzimaticos, se analizan), con la lengua voltamétrica
disenada a partir de estos tres sensores, las muestras especificadas
anteriormente (Tabla 9). Todas las muestras se analizan conjuntamente
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mediante la lengua compuesta de un CPE de grafito y dos biosensores
(modificados con GOx y GaOx).

Este analisis se utilizara para discriminar entre diferentes tipos de leche
clasificadas en dos grandes grupos (leches enteras y leches semidesnatadas),
y dentro de cada grupo leche entre tres variedades (convencional, sin lactosa y
con calcio).

Primero se desarrollara una comparativa de las diferentes muestras
(enterasy semidesnatadas) con los tres sensores de la lengua y posteriormente
se realizara el tratamiento estadistico mediante PCA utilizando la nomenclatura
de la siguiente tabla (Tabla 21) con objeto de distinguir entre cada una de ella:

Ndmero Nombre

1 Leche
Leche sin lactosa
Leche con calcio
Tabla 21. Nomenclatura PCA para las muestras de leche.
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Figura 53. Comparativa leche entera, grafito.

Se aprecian distinciones claras en todas las muestras analizadas,
difiriendo especialmente la leche entera normal (Linea negra). En las zonas
delimitadas por circulos se aprecian las mayores diferencias con picos mucho
mas intensos y definidos para las leches sin lactosa y con calcio.
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Figura 54. Comparativa leche entera, grafito con GOXx.

En el caso de usar un biosensor con GOx se puede apreciar la diferente
forma y tamano de los picos RedOx recogidos en cada una de las muestras. En
las zonas delimitadas en azul y naranja se aprecian picos de oxidacion y
reduccion ambos especialmente definidos en la leche entera normal.
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Figura 55. Comparativa leche entera, grafito con GaOx.

Si se utiliza un biosensor con GaOx no se observan picos RedOx tan

definidos, pero se observa que
voltamogramas son diferentes en
muestras.

la morfologia y las intensidades de los
los tres medios, lo que permite definir las
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A continuacion, se realiza el analisis estadistico que permite diferenciar
los tres tipos de leche entera con los datos obtenidos de la lengua voltamétrica:

Axis3

Axist P

Figura 56. PCA muestras analizadas, leches enteras.

Siguiendo la nomenclatura referida anteriormente (Tabla 21) y una vez
realizado el tratamiento estadistico reflejado en la figura de arriba, se puede
apreciar una clara discriminacion en las muestras analizadas.

Esta situacion ya se venia observando con anterioridad en los
voltamogramas descritos (Figura 53 - Figura 55). Asi mismo en esta misma
figura queda patente que la deriva de los datos tratados no es relevante.

Il Leche semidesnatada
Se realiza el mismo estudio de los tres tipos de leche semidesnatadas
(convencional, sin lactosa y con calcio) utilizando la lengua voltamétrica
descrita.
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Figura 57. Comparativa leche semidesnatada, grafito.

En los voltamogramas se aprecia una respuesta diferente para todas y
cada una de las muestras analizadas, difiriendo especialmente la leche sin
lactosa (Linea roja) del resto. En las zonas marcadas con circulos se aprecian
las mayores diferencias entre las tres variedades.
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Figura 58. Comparativa leche semidesnatada, grafito con GOXx.

En el caso de usar un biosensor con GOx, Figura 58, todas las muestras
son facilmente distinguibles, puesto que sus voltamogramas son diferentes en
forma y tamano. Se observa la aparicion de picos en los barridos de oxidacion
y reduccion a potenciales negativos (aproximadamente en -150 y en -250mV)
claramente definidos Unicamente en el caso de leche semidesnatada y sin
lactosa (Linea roja), mientras que en el resto no se aprecian picos definidos en
esta zona.
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Figura 59. Comparativa leche semidesnatada, grafito con GaOx.

Igual que ocurre en las muestras de leche entera si se utiliza un biosensor
con GaOx no se observan picos tan definidos como en los otros sensores, pero
se distingue completamente la muestra de leche con calcio, mientras que en
las otras dos s6lo hay alguna pequena diferencia evidente (Zona marcada con
el circulo naranja).

De la misma forma que se hizo en el caso de las muestras de leche entera
se procede al analisis estadistico de las muestras de leche semidesnatada
mediante PCA. En la Figura 60 se observa que son claramente distinguibles,
como también ocurria en las muestras enteras:

0.6
0.4 T

0.2 T

Axis2

02T

04| 1

25 -2 -1.5 A -0.5 1] 0.5 1 1.5 2 25
Axis

Figura 60 PCA muestras analizadas, leches semidesnatadas.
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Siguiendo la nomenclatura antes referida (Tabla 21) y como ya se
apreciaba en los voltamogramas (Figura 57 - Figura 59) existe una clara
discriminacion de cada una de las muestras, ademas la dispersion de las
medidas es considerablemente pequena.

Se procede a continuacion a realizar el tratamiento estadistico conjunto
de los datos voltamétricos obtenidos en las seis muestras analizadas,
utilizando la nomenclatura definida en la siguiente tabla:

Ndmero Nombre
1 Entera
2 Entera sin lactosa
3 Entera con calcio

Semidesnatada
Semidesnatada sin lactosa
Semidesnatada con calcio
Tabla 22. PCA muestras analizadas.

2 Primera componente: 83.84%

i Segunda componente: 9.72%

02
Tercera componente: 3.18%

02

Axis3
o

04

06 Enteras

2 Axis1

Figura 61. PCA muestras analizadas.

Como ya se ha comentado la discriminacion parcial de las muestras en
los dos grupos (Figura 56 y Figura 60) fue muy adecuada, si se realiza la
discriminacion conjunta se aprecia que las muestras de un tipo de leche estan
agrupadas en una region del espacio central, que corresponde a las leches
enteras, mientras que el resto, leches semidesnhatadas, se encuentran
diseminadas alrededor de dicha region; con una buena diferenciacion entre
ellas.
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A pesar de esta agrupacion observada en las muestras de leche entera,
se puede afirmar que la discriminacion es aceptable si bien el contenido graso
parece ser una de las variables mas caracteristica.

b) Correlaciones
Como ultimo apartado del estudio estadistico se realiza el tratamiento de
los datos mediante PLS para todas las leches de modo conjunto con objeto de
realizar la calibracion y posteriormente la prediccion con los datos quimicos.

Con este tratamiento se han adquirido las siguientes graficas (Figura 62
- Figura 73) y tablas (Tabla 23 y Tabla 24), para los seis tipos de leches y
algunos de parametros mas significativos, que serviran para ilustrar el buen
comportamiento de la lengua voltamétrica.
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Figura 62. PLS leche entera, acidez.
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Figura 63. PLS leche entera, densidad.
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Explained Variance
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Figura 64. PLS leche entera, %MG.
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Figura 65. PLS leche entera, %proteinas.
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Figura 66. PLS leche entera, %EST.
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Figura 67. PLS leche entera, sedimento.
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Figura 70. PLS leche semidesnatada, %MG.
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Figura 72. PLS leche semidesnatada, % EST.
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Explained Variance
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Figura 73. PLS leche semidesnatada, sedimento.

Parametro R2c RMSEc R2p RMSEp Variables latentes
Acidez 0,9852 0,2087 0,9736 0,3041 2
Densidad | 0,9860 | 0,3286 0,9817 0,4103 2
%MG 0,9761 | 0,0014 0,9600 0,0020 2
%Prot 0,9860 | 0,0426 0,9818 0,0531 2
%EST 0,9861 0,0863 0,9829 0,1046 2
Sedimento | 0,9920 0,0029 0,9832 0,0046 3

Tabla 23. PLS muestras analizadas, leche entera.

Parametro R2¢ RMSEc R2p RMSEp | Variables latentes
Acidez 0,9966 | 0,1084 0,9703 0,3522 4
Densidad | 0,9964 | 0,1501 0,9681 0,4911 4
%MG 0,9965 | 0,0011 0,9687 0,0036 4
%Prot 0,9963 | 0,0173 0,9660 0,0572 4
%EST 0,9964 | 0,0377 0,9683 0,1231 4
Sedimento | 0,9847 | 0,0101 0,9626 0,0173 3

Tabla 24. PLS muestras analizadas, leche semidesnatada.

En los valores de calibracion se obtienen menores errores (RMSE) y
mayores parametros de fiabilidad (R2) que en los valores de prediccion como
suele ser usual, también hay ligeras diferencias entre los dos tipos de leche.
Observando la Tabla 24 se puede inferir que la correlacion de las leches
semidesnatadas con los datos quimicos es ligeramente peor que la obtenida
en la Tabla 23 (para leches enteras) ya que necesita un mayor nimero de
variables latentes.
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Se aprecia ademas que para ambos tipos de muestras se tienen valores
de R2 (tanto en calibracion como en validacion) cercanos a la unidad (siempre
mayores de 0.96) y los valores de RMSE son bajos, especialmente en el
porcentaje de materia grasa y sedimento.

4.2, Lengua potenciométrica
En este apartado se procedera con la evaluacion de la lengua
potenciométrica, para ello se realizaran las medidas de las muestras descritas
en el capitulo anterior. Se ha definido ademas la numeracion de las
membranas (Tabla 25) con el fin de facilitar la identificacion en las graficas
obtenidas al aplicar la potenciometria.

Inicialmente se caracterizara la lengua mediante la medicion de las
disoluciones patron indicadas en la Tabla 10. Posteriormente se realizara un
estudio denominado discriminacion previa con el analisis de las muestras de
tipo lacteo indicadas en la Tabla 11. Para finalizar se llevara a cabo el analisis
de las muestras lacteas descritas en la Tabla 12.

Tras la toma de datos se llevara a cabo su correspondiente tratamiento
estadistico mediante el método LDA y ademas el método MLR que se aplicara
Unicamente en las muestras de tipo lacteo ya que son de las Unicas que se
disponen datos quimicos.

4.2.1.  Caracterizacion
La caracterizacion de los sensores potenciométricos que constituyen la
lengua se realiza mediante la medicion de diferentes disoluciones. En primer
lugar, se realizan medidas en el electrolito base KCI lo que permite observar la
buena reproducibilidad y repetibilidad de nuestro sistema. En segundo lugar,
se analizara la capacidad de este sistema para discriminar entre diferentes
disoluciones caracteristicas de los cinco sabores basicos:

» KCI

» b disoluciones que simulan los cinco sabores:
o Dulce: Fructosa

Salado: NH4ClI

Acido: HCI

Amargo: MgS04

Umami: Glutamato monosédico.

o O O O

-67 -



Dueiro, desarrollo y puesta a punto- de lenguas electrénicas voltométricas

La correspondencia de membranas se identifica en la Tabla 25:

Nimero Membrana Numero Membrana
1 1B 11 5B
2 1C 12 5C
3 1D 13 5D
4 1E 14 5E
5 1F 15 5F
6 3B 16 6B
7 3C 17 6C
8 3D 18 6D
9 3E 19 6E

10 3F 20 6F

Tabla 25. Numeracion de las membranas.

a) KCI
Se efectdan varias medidas de la disolucion de KCI, posteriormente se
calcula la media y se representa en una grafica (Figura 74):

KCl 0,1M. Lengua potenciométrica

15 16 17 18 19/ 20

Potencial (mV)
boUhtAbNbornwan

Membrana

Figura 74. KCI 0.1M, lengua potenciométrica.

La Figura 74 nos muestra la huella caracteristica de la lengua
potenciométrica utilizada. De ella se puede obtener la relacion existente entre
las diferentes membranas frente a la misma muestra. Esta respuesta es
altamente reproducible.

b) Sabores: Dulce, salado, acido, amargo y umami
Para la caracterizacion de la lengua potenciométrica se realizan tres
medidas de cada una de las disoluciones que simulan los sabores, sin que
existan diferencias significativas entre los diferentes datos, se calcula la media
y se representa en la siguiente grafica (Figura 75):
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Sabores. Lengua potenciométrica

v

N

Potencial (mV)
[e)]
o

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dulce Salado Acido Amargo Umami

Figura 75. Sabores, lengua potenciométrica.

En la Figura 75 se observa que los sabores presentan un perfil
potenciométrico similar, con variaciones significativas en algunas membranas
especificas a las que deben ser especialmete sensibles estas membranas.

La disolucion dulce presenta valores de potencial mas altos para todas
las membranas (Excepto la 10). La disolucién sabor acido presenta un
tendencia caracteristica a aumentar de potencial entre las membranas 9-10
mientras que para el resto suele tener valores de potencial bajos. Valorando el
potencial entre las membranas 10-11 en la muestra acido se produce una
disminucion frente al claro aumento que presentan los demas sabores. En las
disoluciones salado y amargo se obtiene valores de potencial similares y
claramente menores que para el resto de sabores. Los potenciales registrados
en las diferentes membranas en la disolucion unami son similares a los
observados en la disolucion sabor dulce pero con valores de potencial
sensiblemente menores.

A continuacién, se realiza la discriminacion de las muestras mediante al
analisis estadistico realizado a las medidas potenciométricas, para ello se
sigue el método denominado LDA.
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El orden establecido es el siguiente (Tabla 26):

Numeracion Sabor
1 Dulce
Salado

3 Acido
4 Amargo
Umami

Tabla 26. Numeracion de las muestras correspondientes a sabores.

Funciones discriminantes canénicas
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Figura 76. Discriminacion de sabores mediante potenciometria.

Se puede observar que el tratamiento estadistico realiza una
discriminacion clara entre cada uno de los sabores, ademas se advierte que la
dispersion de estas medidas es minima ya que los puntos obtenidos se
encuentran muy concentrados en un area muy pequena. Esto es indicativo de
la buena capacidad de discriminacion de la lengua para la deteccion de
alimentos. Teniendo en cuenta lo anterior se procede a utilizar la lengua
potenciométrica disenada en diferentes tipos de leches con objeto de ver su
capacidad de discriminacion.

4.2.2.  Discriminacion previa en leches.
La Figura 77 nos muestra los valores de potencial registrados en las
veinte membranas de la lengua para seis tipos de leches con diferente
contenido graso (enteras, semidesnatadas y desnatada) y diferentes marcas.
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Discriminacién previa. Lengua potenciométrica

Potencial (mV)

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Lauki semi

Lauki entera Asturiana semi

Asturiana entera Mercadona entera Dia desnatada

Figura 77. Discriminacion previa, lengua potenciométrica.

En la Figura 77 se pueden distinguir algunos puntos interesantes, como
la diferencia entre los potenciales de las membranas 6-7 que para las muestras
de color morado presenta una disminucion (mas notable para la muestra
semidesnatada) y para el resto de las muestras un aumento, dandose la mayor
diferencia en la muestra desnatada, que por otra parte es la de menor
contenido graso.

En la membrana 11 las muestras de identificadas en morado (Lauki
enteray semidesnatada) presentan un valle mientras que las demas presentan
mayor linealidad, ademas esta depresion es mas notable en el caso de la leche
semidesnatada, esto podria ser una caracteristica especifica de esta marca.

Sise comparan las membranas 15-16 se aprecia que el valor de potencial
mas alto se encuentra en la muestra desnatada y el menor en la muestra verde
claro (Asturiana entera).

Para el analisis estadistico mediante LDA se utiliza la numeracion
propuesta en la Tabla 27:

Numeracion Muestra
1 Lauki, semidesnatada
2 Lauki, entera
3 Asturiana, semidesnatada
4 Asturiana, entera
5 Mercadona, entera
6 Dia, desnatada

Tabla 27. Numeracion de las muestras para discriminacion previa.
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Figura 78. Discriminacion previa leches.

En la Figura 78 se aprecia una clara distincion entre la muestra 6 y el
resto lo que equivale a decir que la muestra desnatada se diferencia
claramente del resto. Se aprecia una mezcla de los datos de la muestra 1, 3y
4 que indica que existen dificultades para distinguir los productos en funcion
de su marca. Aunque las muestras de la misma marca aparecen muy proximas
entre si.

Existe ademas una dispersion relativamente alta para todas las muestras,
excepto para la nimero 1 que es significativamente mas baja que para el resto.
Los resultados nos indican que la lengua potenciométrica es viable para el
estudio anteriormente realizado con la lengua voltamétrica.

4.2.3.  Aplicacion de la lengua potenciométrica a leches
a) Discriminacion
Tras realizar esta discriminacion previa con la lengua potenciométrica, se
procede a analizar las muestras especificadas con anterioridad (Tabla 12)

todas ellas de la misma marca, pero de dos contenidos grasos distintos, y con
las especificaciones de sin lactosa, con calcio y con acido félico.

Para ello se procedera primero con una comparativa visual de los datos
potenciométricos y posteriormente se realizara el tratamiento estadistico,
empezando por las muestras de leche entera, después las semidesnatadas y
finalmente, sélo para el tratamiento estadistico, de forma conjunta de las ocho
leches analizadas.

Dentro de cada apartado se comenzara con el analisis de las muestras
recién abiertas (Dia 0O) y posteriormente se analizaran las muestras ya
envejecidas (Dia 7), para ello se miden 7 dias después de abiertas con el objeto
de conocer si el envejecimiento es también detectable con la lengua
potenciométrica.
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Se utilizara la numeracion de la siguiente tabla para las discriminaciones

parciales:
Numeracion Muestra
1 Normal
2 Sin lactosa
3 Calcio
4 Félico B

Tabla 28. Numeracion LDA, muestras potenciometria.

A continuacién, se define la numeracién utilizada en el caso de

discriminacion conjunta (Enteras y semidesnatadas):

Numeracion Muestra

1 Entera normal

2 Entera sin lactosa

3 Entera con calcio

4 Entera folico B

Semidesnatada normal

6 Semidesnatada sin lactosa
Semidesnatada con calcio

8 Semidesnatada folico B

Tabla 29. Numeracion LDA, envejecidas conjuntas.

| Leches enteras

> DiaO:

Potencial (mV)

Enteras, lengua potenciométrica

A
gé’ a : \ =
120 \\.,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Entera normal Entera sin lactosa Entera calcio Entera félico

Figura 79. Leches enteras, lengua potenciométrica.

En la Figura 79 se aprecian algunos puntos de interés que permiten

discriminar las diferentes muestras, por ejemplo:
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La leche entera normal (linea azul) es la que muestra claramente en la
membrana 2 el menor valor de potencial, ademas entre las membranas 2-3
para esta muestra se presenta un aumento del potencial mientras que para el
resto de las muestras se produce una disminucion de potencial. En el caso de
la membrana 9 también es la leche entera convencional la que experimenta
una caida de potencial mayor.

La muestra con calcio presenta el potencial mas bajo entre las
membranas 14 a 18 siendo especialmente notable en el caso de la membrana
14. Las membranas 19-20 presentan una caida de potencial en este tipo de
leche mientras que en el resto se produce un aumento de potencial.

En cuanto a la leche con acido folico, los valores de potencial son
ligeramente superiores al resto y ademas en las membranas 15-16 se produce
una disminucion del potencial para dicha leche y un aumento para el resto de
las muestras.

Funciones discriminantes canonicas
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Figura 80. LDA leches enteras (Dia 0).

Manteniendo la nomenclatura descrita anteriormente (Tabla 28) se
procede a valorar el resultado obtenido mediante LDA para las muestras de
tipo leche entera analizadas el dia O, representados en la Figura 80:

Se aprecia una clara distincion de las muestras entera y con calcio (1y 3)
con respecto del resto, mientras que las muestras sin lactosa y con folico (2 y
4) se encuentran mas mezcladas, lo que indica una menor distincion entre
ambas.

En general existe una baja dispersion siendo, ademas, especialmente
baja para las muestras con calcio y con félico.
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> DiaT:

Enteras envejecidas, lengua potenciométrica

/_\_\/
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\/
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Potencial (mV)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Entera normal Entera sin lactosa Entera calcio Entera fdlico

Figura 81. Leches enteras envejecidas, lengua potenciométrica.

Al igual que se observa en las leches recién abiertas, en los envejecidas
los potenciales medidos al final del registro siguen siendo diferentes para las
cuatro muestras analizadas. En las membranas 8 y 9 se aprecia claramente
que la leche normal (linea azul) presenta menor potencial, ademas la diferencia
de potencial entre ambas membranas es significativamente mas pequena para
la leche normaly la sin lactosa (Linea naranja). Sin embargo, en las membranas
10 y especialmente en la 12 se aprecia que la leche con calcio (Linea gris)
presenta el menor potencial.

La diferencia de potencial entre las membranas 12-13 es
considerablemente mas pequena para la leche entera (-5.27mV), siendo su
valor aproximadamente un tercio que el correspondiente a la muestra con
calcio (presenta la mayor diferencia, -17.84mV).

Entre las membranas 17-18 se produce un aumento del potencial en el
caso de la leche normal y una disminucion para el resto.
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Funciones discriminantes candnicas
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Figura 82. LDA leches enteras envejecidas (Dia 7).

El estudio estadistico mediante LDA (Figura 82) revela que en el caso de
las muestras envejecidas (Dia 7) se aprecia una clara discriminacion entre
todas las muestras con una pequena dispersion, especialmente baja para las
leches sin lactosa y con calcio (2 y 3). Como en el caso de las muestras recién
abiertas, las muestras de tipo entera y con calcio presentan mayores
similitudes entre si que la que presentan las leches con acido folico y sin
lactosa.

Il Leches semidesnatadas
> DiaO:

Semidesnatadas, lengua potenciométrica
135 ' - A\
2N

Potencial (mV)
=
o
o

60 ¥

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semi normal Semi sin lactosa Semi calcio Semi félico

Figura 83. Leches semidesnatadas, lengua potenciométrica.

En la Figura 83 se muestran los potenciales finales registrados en las
veinte membranas. Se observa que para la membrana 3 la muestra con calcio
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presenta el menor potencial, esto ocurre también en la membrana 14 donde
también se aprecia que la caida de potencial es mayor que para el resto de las
muestras.

En la membrana 19 se observa que el mayor potencial lo presenta la
muestra semidesnatada normal, ademas se produce una bajada de potencial
entre las membranas 19-20 mientras que para las demas se produce un
aumento.

Funciones discriminantes candnicas
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Figura 84. LDA leches semidesnatadas (Dia O).

Analizando el resultado de la LDA (Figura 84) para las muestras
semidesnatadas medidas el dia O, se obtiene una buena discriminacion entre
las muestras con calcio y con acido folico y algo peor entre las muestras de tipo
normal y sin lactosa. Se observa una mayor dispersion entre las diferentes
medidas que en el caso de las leches enteras excepto para la muestra con
acido folico, siendo especialmente notable para normal y con calcio.

77 -



Dueiro, desarrollo y puesta a punto- de lenguas electrénicas voltométricas
> Dia7:

Semidesnatadas envejecidas, lengua potenciométrica

Y

Potencial (mV)

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semidesnatada normal Semidesnatada sin lactosa

Semidesnatada calcio Semidesnatada félico

Figura 85. Leches semidesnatadas envejecidas, lengua potenciométrica.

A continuacion, se analizaran puntos destacables de la Figura 85 donde
se muestra el registro de potencial medio en las leches semidesnatadas
envejecidas.

Se aprecia claramente que para las membranas 3, 5y 10 la muestra con
calcio (Linea gris) presenta el menor potencial. También se observa que en la
membrana 14 las muestras con calcio y normal (Linea azul) presentan una
mayor linealidad que el resto.

Evaluando los datos entre las membranas 18-19 se obtiene una
diferencia de potencial muy pequena para la muestra normal (0.34mV),
equivalente a un sexto del siguiente valor (2.04mV), mientras que la mayor
diferencia se da en sin lactosa (3.6mV).

También se puede comprobar que las muestras de tipo normal y con
calcio presentan los menores potenciales de forma general (En 9 y 10
membranas de las 20 que se utilizan), excepto para la membrana 12 (que
corresponde con félico) todas las demas membranas tienen el menor valor de
potencial en una de esas dos. De la misma forma los valores de mayor potencial
se encuentran casi exclusivamente en sin lactosa (En 16 de las membranas).

-78 -



CAPITULO 4. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Funciones discriminantes canénicas
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Figura 86. LDA leches semidesnatadas envejecidas (Dia 7).

En el tratamiento estadistico de las muestras envejecidas, Figura 86, se
obtiene una excelente discriminacion, mostrandose las muestras
completamente separadas, siendo la dispersion minima para la muestra 1
(normal). Esto también se observo en el caso de las leches enteras.

Il Conjuntas

» Dia O:
Funciones discriminantes candnicas
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Figura 87. LDA conjunta (Dia 0).

Manteniendo la nomenclatura utilizada en la Tabla 29 se procede a
valorar el resultado del analisis estadistico obtenido mediante LDA para ambos
tipos de muestras enteras y semidesnatadas analizadas el dia O:
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Se distinguen las muestras con calcio (3 'y 7), el resto quedan agrupadas
en la misma region espacial. Sin embargo, los tipos normal (1y 5) y sin lactosa
(2 y 6) se encuentran desplazadas de forma similar para entera con respecto a
semidesnatada. De lo anterior concluimos que el contenido en calcio es una de
las variables a las que es especialmente sensible la lengua potenciométrica.

> Dia7:

Funciones discriminantes canonicas
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20
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Figura 88. LDA conjunta envejecidas (Dia 7).

En la Figura 88, se aprecia una distincion perfecta entre las muestras de
tipo entera y semidesnatadas. Exceptuando las muestras con félico (4 y 8), el
resto de las parejas entera-semidesnatada presenta un desplazamiento
espacial equivalente. De forma general existe una pequena dispersion para
todas las muestras, que es ligeramente mas acusada para el par sin lactosa (2

y 5).

b) Envejecimiento
Para realizar el analisis del envejecimiento, se procedera a discriminar las
muestras medidas el diaOyeldia 7. Se utiliza la siguiente nomenclatura
para cada tipo de muestra (Entera y semidesnatada):

Numeracién Muestra
1 Normal (Dia 0)
Sin lactosa (Dia 0)
3 Con calcio (Dia 0)
4 Folico B (Dia 0)
Normal (Dia 7)
6 Sin lactosa (Dia 7)
Con calcio (Dia 7)
8 Félico B (Dia 7)

Tabla 30. Numeracion LDA envejecimiento.
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| Leches enteras
En este apartado se procedera a analizar el envejecimiento de las
muestras de leche entera, comenzando con una evaluacion visual de los
datos obtenidos mediante potenciometria y continuando con el tratamiento
estadistico de dichos datos.

Comparativa envejecimiento, entera calcio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Membrana

Potencial (mV)

Entera calcio Entera calcio envejecida

Figura 89. Comparativa del envejecimiento, entera con calcio.

A modo de ejemplo se presentan en la Figura 89 los registros de potencial
observados en la leche enriquecida con calcio en funciéon del tiempo, las
muestras envejecida (Dia 7) y no envejecida (Dia 0) registran datos de potencial
diferentes en la mayoria de las membranas en funcién del tiempo, lo que
cualitativamente da idea de que la degradacién del producto es detectable por
la lengua potenciométrica. Por ejemplo, en el caso de la primera membrana se
observa una gran diferencia de los valores para la muestra no envejecida
(mayor valor, 110mV), que para la envejecida (47.6mV).

También se aprecia que entre las membranas 2-4 se mantiene la misma
tendencia entre las dos muestras con un ligero cambio de potencial mientras
que entre las membranas 9-11 se mantiene la tendencia, pero hay una clara
diferencia en el valor de potencial, siendo mucho menor en la muestra
envejecida.

De forma genérica y exceptuando Unicamente algunas membranas
especificas la muestra no envejecida presenta valores de potencial mas altos,
ademas se observa que en determinadas membranas reaccionan de forma
contraria, por ejemplo, entre las membranas 8-9 la muestra envejecida
aumenta de potencial y la no envejecida disminuye, esto ocurre también para
los pares de membranas 13-14 y 19-20, en el caso del par 16-17 sucede lo
contrario, la muestra envejecida disminuye su potencial y la no envejecida lo
disminuye.
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Con los resultados potenciométricos se procedié al estudio estadistico,
utilizando la nomenclatura descrita en la Tabla 30 se analizan en la Figura 90
los resultados obtenidos mediante LDA para las muestras enteras medidas en
losdias Oy 7.

Funciones discriminantes canonicas
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Figura 90. LDA envejecimiento, enteras.

Se produce una acusada distincion entre las muestras envejecidas y no
envejecidas, pero la gran diferencia entre los dos grupos no hace posible
realizar una discriminacion entre los tipos de leche de cada grupo. Apenas
existe una leve dispersion en las diferentes medidas. Esto indica
fehacientemente que la lengua potenciométrica es muy Util para detectar la
degradacion de cualquier tipo de leche entera.

Il Leches semidesnatadas
En este apartado se procedera de forma equivalente al analisis
realizado con las muestras de leche entera envejecidas utilizando muestras
de leche semidesnatada (Normal, sin lactosa, con calcio y con acido folico).

Se comenzara con un analisis visual comparativo del envejecimiento y
después se procedera con el tratamiento estadistico de los datos.
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Comparativa envejecimiento, semidesnatada félico

"W

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Membrana

Potencial (mV)

Semi félico Semi félico envejecida

Figura 91. Comparativa del envejecimiento, semidesnatada folico B.

La Figura 91 muestra a modo de ejemplo los cambios de potencial final
registrados en la muestra semidesnatada con acido folico B anadido y se
procedera de la misma forma que se hizo para el caso de las leches enteras.

En este caso no se puede afirmar que de forma genérica el
envejecimiento provoque una disminucion o aumento neto de los potenciales
en todas las membranas, sino que de manera analoga a lo que ocurria con las
muestras de tipo entero, se registran valores mas altos o mas bajos en funcion
del tipo de sensor, pero en cualquier caso se observan diferencias significativas
que indican la capacidad del sistema para detectar el efecto del tiempo. Esto
se da, por ejemplo, entre las membranas 8-9 y 13-14 donde se produce un
descenso de potencial para la muestra no envejecida y entre las membranas
16-17 donde se produce un aumento. Se mantiene la tendencia de potencial
para los grupos de membranas de 2 a 5, pero con mayor potencial en la
muestra envejecida, y lo mismo ocurre para las membranas 9-13, en este caso
con menor potencial.

Es destacable que en este caso existe una disminucion del potencial para
las muestras no envejecidas entre las membranas 17-18 y que en el caso de
las membranas 19-20 ambas muestras presentan un aumento de potencial,
manteniéndose el mayor valor para la muestra envejecida.

De forma equivalente se observa que para la membrana 1 la muestra
envejecida tiene un potencial claramente inferior a la no envejecida (53mV
frente a 110mV); esto también se ha observado en otro tipo de leches
semidesnatadas y en las leches enteras.
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Funciones discriminantes canénicas
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Figura 92. LDA envejecimiento, semidesnatadas.

El analisis estadistico realizado sobre las muestras semidesnatadas
(Figura 92), en el que se ha utilizado la nomenclatura anterior, se aprecia que
al igual que ocurria con la discriminacion mediante LDA para las muestras de
tipo entero, la distincion entre muestras envejecidas y no envejecidas es
notablemente clara, como también ocurria en las leches enteras ello impide
realizar una separacion nitida entre los diferentes tipos de cada una de ellas.
Se mantiene una pequena dispersion para las diferentes medidas que no es
significativa.

Finalmente, comparando la Figura 90 con la Figura 92, se intuye un
desplazamiento entre los dos grupos de muestras hacia una region espacial
mas compacta tanto para la leche entera como para las leches
semidesnatadas.

c¢) Correlaciones
Una vez se ha comprobado, gracias al analisis quimiométrico realizado,
que es posible la discriminacion de las muestras lacteas y también detectar el
efecto del tiempo, se procede con el tratamiento estadistico mediante MLR
para ambos conjuntos de muestras y los datos quimicos del suministrador para
establecer las oportunas correlaciones, para en una segunda fase utilizar estas
correlaciones para poder crear un modelo de prediccion.

A continuacién, en las siguientes figuras (Figura 93 - Figura 98) se
exponen algunos ejemplos para los dos tipos de leches enteras y
semidesnatadas de las correlaciones obtenidas entre los datos de potencial de
la lengua potenciométrica con algunas de las variables quimicas mas
caracteristicas de este producto. En azul se muestran los datos del estudio de
calibracion y en rojo los obtenidos en el modelo de prediccion. Los datos de
todas las correlaciones en calibracion y en prediccion se recogen en Tabla 31
y Tabla 32.
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Figura 95. MLR leche entera, %EST y sedimento.
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Parametro R2¢ RMSEc R2p RMSEp

Acidez 0,9723 0,3098 | 0,9442 | 0,3750
Densidad | 0,9538 0,6360 | 0,9066 | 0O,7711
%MG 0,6743 0,1444 | 0,3205 | 0,1778
%Prot 0,9897 0,0406 | 0,9787 | 0,0497
%EST 0,9950 0,0608 | 0,9878 | 0,0809

Sedimento | 0,9073 0,0107 0,7963 0,0135
Tabla 31. MLR muestras analizadas, leche entera.

Parametro R2c RMSEc R2p RMSEp

Acidez 0,9564 0,4351 | 0,8566 | 0,6733
Densidad | 0,9665 0,5087 0,8871 | 0,7964
%MG 0,8972 0,0161 | 0,7158 | 0,0228
%Prot 0,9602 0,0658 | 0,8661 | 0,1030
%EST 0,9678 0,1247 0,8919 | 0,1950

Sedimento | 0,9705 0,0168 0,9403 0,0204
Tabla 32. MLR muestras analizadas, leche semidesnatada.

De forma general se puede concluir que se obtiene una buena correlacion
en la calibracién, con valores de ajuste elevados y errores bajos, en el caso del
modelo de prediccion los errores son usualmente mas elevados para ambos
grupos de muestras, ligeramente mejores en el caso de las muestras de leche
entera.

Resultan destacables algunos datos aislados que se apartan de este
buen comportamiento general como por ejemplo en el porcentaje de materia
grasa, especialmente notable para la leche entera cuyo R? es inferior a 0.70
(tanto en calibracidén como en prediccion) lo cual denota una peor correlacion
con los datos quimicos que en el resto de las variables quimicas, pero en el
caso de leche semidesnatada la correlacion si es mucho mejor. También para
ambos tipos de muestra los valores del ajuste RSME son mas bajos
especialmente en el caso del sedimento y el porcentaje de proteinas. Al margen
de ello podemos concluir un buen funcionamiento de nuestro sistema de
lengua potenciométrica y su adecuado uso para la deteccion de muestras
lacteas.
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CAPITULO 5 CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS

5.1.
>

5.2.

>

Conclusiones
Los dos sistemas, lengua potenciométrica y voltamétrica, nos permiten
obtener resultados diferentes en los distintos tipos de leches con y sin
aditivos y tras su envejecimiento.
Ambos sistemas ofrecen buenas discriminaciones y buenas
correlaciones con los datos quimicos.
Ambas metodologias son sencillas, baratas y faciles de manejar para el
sector lacteo.
El tratamiento de datos es mas sencillo en el caso de la lengua
voltamétrica y su implementacion se realizaria mas facilmente que la de
la lengua potenciométrica.
En el caso de la lengua potenciométrica y al disponer de una amplia
variedad de membranas existe la posibilidad de adecuar la combinacion
al tipo de muestras que se van a analizar.
La lengua potenciométrica ofrece mayor versatilidad y por tanto la
posibilidad de obtener mas informacion sobre una mayor variedad de
productos.
La lengua potenciométrica nos permite realizar cuarenta medidas
simultaneamente con un tiempo de analisis muy corto, unos minutos.

Ventajas e inconvenientes
5.2.1.  Lengua voltamétrica
Ventajas:
o Su fabricacion es relativamente simple.
Los materiales necesarios son de bajo coste.
El sistema de medida es conocido y facil de usar.
Son reutilizables.
El tratamiento estadistico de los datos obtenidos es sencillo.
Aporta bastante informacién, especialmente si se usan varias
modificaciones diferentes en conjunto.
o Pueden convertirse en biosensores mediante la deposicion de
enzimas.
Inconvenientes:
o Se necesita cierta destreza en la elaboracion.
o La toma de datos es discontinua y requiere de un periodo de
medida relativamente largo (Entre 5y 10min.).
o Hay que tener cuidado en mantener las relaciones entre sus
componentes.

O O O O O

5.2.2.  Lengua potenciométrica

» \Ventajas:

o Son reutilizables.
o Presentan gran cantidad de sensores diferentes, asi como
posibles combinaciones entre ellos.
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>

5.3.

o Las membranas son faciles de hacer, duraderas y se requiere
depositar poca cantidad.

o Si las membranas se estropean pueden volver a depositarse
facilmente.

o Aporta gran cantidad de informacion.

o Latoma de datos puede realizarse de forma continua.

Inconvenientes:

o Precisa mucho tiempo de elaboracion debido a su complejidad,

o Tanto la lengua como las membranas requieren de un
almacenamiento particular.

o Algunos de los materiales necesarios pueden ser caros o dificiles
de conseguir.

o Lainformacién aportada no es especifica.

o Eltratamiento de dicha informacion puede ser complejo.

Posibles mejoras

En ambos tipos de lengua electronica se pueden realizar mejoras,

algunas de ellas se comentaran en este apartado.

>

5.3.1. Lengua voltamétrica
Algunas posibles mejoras de tipo funcional son:

o Se pueden realizar modificaciones mediante la adiccion de
pequenas cantidades de nanoparticulas.

o Se pueden personalizar las enzimas de los biosensores
ajustandolas al tipo de muestra a analizary de los resultados que
se quieran obtener.

Se podrian realizar mejoras de tipo estético, por ejemplo:

o Se podria utilizar algin tipo de tapa superior que haga mas
refinado el sensory que puede evitar que la muestra entre dentro
del tubo y estropee el sensor.

o Se puede introducir un papel o algin otro sistema que tape el
cable y embellezca el sensor.

5.3.2.  Lengua potenciométrica

Se podria optimizar el diseno para disminuir el tamano de la lengua
simplemente recolocando la posicion de los pocillos.

Asi mismo se podria utilizar un tubo macizo taladrado para evitar
filtraciones en la union con la tapa inferior.

De igual forma que en la lengua voltamétrica, se podria usar algun tipo
de tapa superior para evitar que la muestra entre dentro del tubo.

Se podrian utilizar enzimas tratando de conseguir una mayor
especificidad de las membranas.
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