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RESUMEN 
 

En este trabajo se han desarrollado dos lenguas bioelectrónicas 

voltamperométricas para el análisis de muestras de leche de diferente 

contenido nutricional y graso. Dichas lenguas electrónicas están formadas por 

redes de biosensores basadas en la combinación de enzimas con nanohilos 

(AgNWs) o nanopartículas (AgNPs) de plata. Estas enzimas son específicas para 

la detección de azúcares presentes en la leche (β-galactosidasa, glucosa 

oxidasa y galactosa oxidasa).  

 

El análisis quimiométrico realizado mediante PCA, ha demostrado que la lengua 

bioelectrónica basada en AgNWs puede discriminar 9 clases de leche con 

diferente contenido de grasa (desnatada, semidesnatada y entera), así como 

con diferentes composiciones nutricionales (clásica, enriquecida con calcio y 

sin lactosa), con mejores resultados que los AgNPs. Asimismo, la PLS 

demuestra que las señales de la red de AgNWs muestra mejores parámetros 

de correlación con los parámetros fisicoquímicos comúnmente utilizados para 

evaluar la calidad de la leche. 

 

Palabras clave 
 

Lengua bioelectrónica (bioLE), biosensores electroquímicos, nanohilos de plata 

(AgNWs), nanopartículas de plata (AgNPs), análisis quimiométrico 
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ABSTRACT 

 
In this work, two voltammetric bioelectronic tongues (bioET) have been 

developed in order to analyse milk samples with different nutritional and fat 

content. These electronic tongues are made up of biosensor arrays based on 

the combination of enzymes with silver nanowires (AgNWs) or nanoparticles 

(AgNPs). These enzymes are specific for the detection of sugars present in milk 

(β-galactosidase, glucose oxidase and galactose oxidase). 

 

The chemometric analysis performed by Principal Component Analysis (PCA), 

has shown that the bioelectronic tongue based on AgNWs can discriminate 9 

classes of milk with different fat content (skimmed, semi-skimmed and whole), 

as well as different nutritional compositions (classic, calcium-enriched and 

lactose-free), with better results than with AgNPs. Likewise, PLS (Partial Least 

Square) demonstrates that AgNWs array signals show better correlation 

parameters with physicochemical parameters commonly used to assess milk 

quality. 

 

Keywords 

 

Bioelectronic tongues (bioETs), electrochemical biosensors, silver nanowires 

(AgNWs), silver nanoparticles (AgNPs), chemometric analysis  
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1. Introducción y objetivos 
 

1.1. Introducción y justificación 

 

La industria de alimentación y bebidas es la primera rama manufacturera del 

sector industrial en España. Según los últimos datos del INE (Estadística 

Estructural de Empresas sector Industrial y Directorio Central de Empresas), 

España factura 130.795,8 M€ de cifra de negocios, lo que representa el 23,3% 

del sector industrial [1], [2]. 

 

Figura 1. Cifras de negocios de los subsectores industriales en millones de euros en el año 2021 [3]. 

Tal y como se muestra en la Figura 1, el sector lácteo supone casi 10.000 

millones de euros al año de volumen de negocio. Asimismo, factura en torno a 

13.000 millones de euros al año y produce el 8,5% del empleo del sector 

agroalimentario, del orden de 60.000 empleos directos. A lo largo de los 

últimos años, el sector ha experimentado un incremento constante de las cifras 

de producción y exportación de productos lácteos. Concretamente, durante el 

año 2021, se estimó que 19.800 ganaderos realizaron entregas de leche, 

donde se incluye la de vaca (59,6%), la de cabra (24,24%) y la de oveja 

(16,16%) [3]. 

Dado el alcance del sector, la industria alimentaria experimenta cambios 

constantes, en particular en los que se refiere al control de proceso y de 

producto, haciendo que esté en continuo crecimiento que requieren una 

estricta supervisión, lo que ha dado lugar a una nueva era industrial conocida 

como Industria 4.0. Esta cuarta revolución industrial tiene como objeto 

satisfacer las estrictas necesidades del sector con el propósito de comercializar 
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productos que no solo sean aptos para el consumo, sino que además 

implementen procesos de producción rápidos, seguros y que permitan un 

control digitalizado del mismo a través del desarrollo de sistemas inteligentes. 

Para ello se acude a instrumentos y recursos como la automatización, Big Data 

o la Inteligencia Artificial, de forma que se controle de forma precisa todas las 

etapas de producción de cualquier proceso [4], [5]. 

Con esta demanda por parte de la industria y la población, surgen nuevos 

grupos de investigación que estudian posibles mejoras en este sector. 

El grupo UVaSens se fundó en 1992 y es dirigido por la profesora y catedrática 

de Química Inorgánica María Luz Rodríguez Méndez del departamento de 

Química Física y Química Inorgánica, situado en la Escuela de Ingenierías 

Industriales. Es un equipo multidisciplinar formado por físicos, químicos e 

ingenieros, que trabaja en el desarrollo de sensores y biosensores 

nanoestructurados y en el diseño de narices y lenguas bioelectrónicas para el 

análisis y control de calidad en alimentación [6]. 

Este trabajo se encuadra en el marco de una colaboración con la empresa 

Calidad Pascual, cuyo objetivo es desarrollar sensores y lenguas electrónicas 

para el análisis de leche. 

 

1.2. Objetivos 

 

Este trabajo ha tenido como objetivo principal el desarrollo de dos lenguas 

bioelectró nicas avanzadas basadas en nanomateriales metálicos para analizar 

muestras de leche de diferentes contenido nutricional y graso. Una de ellas 

diseñada a partir de nanohilos de plata (AgNWs) y la otra a partir de 

nanopartículas de plata (AgNPs).  

No existen trabajos previos en los que se hayan utilizado nanohilos de plata 

para la fabricación de biosensores destinados al análisis de alimentos, por lo 

que este trabajo de investigación resulta novedoso.  

Con esta finalidad de trabajo se pretendieron cumplir los siguientes objetivos 

específicos:  

a) Síntesis de AgNWs y AgNPs a partir del método poliol modificado y el 

método Creighton respectivamente. Caracterización espectroscópica de 

los mismos mediante UV-Visible y FTIR. 

 

b) Diseño de sensores y biosensores basados en ambos nanomateriales y 

en diferentes enzimas, dos oxidorreductasas (glucosa oxidasa y 

galactosa oxidasa) y una hidrolasa (β-galactosidasa). 
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c) Caracterización de los sensores y biosensores desarrollados mediante 

UV-Visible, FTIR y AFM para garantizar la adsorción de las enzimas sobre 

la superficie de los electrodos modificados, así como demostrar las 

diferencias entre la superficie activa de ambos nanomateriales de plata.  

 

d) Análisis de la respuesta electroquímica mediante voltamperometría 

cíclica de las redes de sensores y biosensores en las diferentes 

muestras de leche UHT. 

 

e) Estudio del comportamiento analítico mediante parámetros como la 

reproducibilidad o la repetitividad de los sensores y biosensores 

desarrollados.  

 

f) Estudio de la influencia en la relación de aspecto entre los nanohilos y 

las nanopartículas de plata en la respuesta voltamétrica de sus 

respectivos sensores y biosensores.  

 

g) Estudio de las capacidades para discriminar, predecir y clasificar de 

ambas lenguas bioelectrónicas entre distintas muestras de leche UHT 

con distintas propiedades nutricionales.  

 

El otro objetivo de este trabajo es el análisis de la leche mediante técnicas 

espectroscópicas (FTIR y UV-Visible), de forma que se puedan comparar los 

resultados de las distintas leches y evaluar así su contenido nutricional y graso.  
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2. Fundamento teórico 
 

2.1. Industria láctea 

 

Según el Decreto 2484/1967, de 21 de septiembre, por el que se aprobó el 

texto del Código Alimentario Español, se define a la leche natural como “el 

producto íntegro, no alterado ni adulterado y sin calostros, del ordeño higiénico, 

regular, completo e ininterrumpido de las hembras mamíferas domésticas 

sanas y bien alimentadas”. Asimismo, se especifica que la denominación 

genérica de leche comprende única y exclusivamente la leche natural de vaca. 

Las leches producidas por hembras de otros animales domésticos se 

designarán indicando además el nombre de la especie correspondiente: leche 

de cabra, leche de oveja, de búfala, etc. [7]. 

La leche es un líquido de composición y estructura compleja, blanca opaca, de 

sabor suave, olor característico y con un pH cercano a la neutralidad. La 

materia grasa se encuentra en emulsión, las proteínas constituyen una 

suspensión, mientras que los restantes componentes (lactosa, otras 

sustancias nitrogenadas, minerales,…) están disueltos [8].  

Actualmente existe una necesidad de desarrollar nuevos métodos más fiables, 

más sensibles y baratos para analizar leche [9]. Una opción son los sensores 

electroquímicos, muy utilizados en el análisis de alimentos [10]. Este tipo de 

dispositivos destacan por ser económicos y reutilizables, así como fáciles de 

preparar y modificar. El empleo de nanomateriales para modificar la superficie 

de los electrodos está siendo una de las técnicas más exitosas en el desarrollo 

de sensores electroquímicos dadas sus excelentes propiedades 

electrocatalíticas, el incremento en el área superficial activa, su conductividad 

y biocompatibilidad, etc. Con el objetivo de obtener dispositivos más 

específicos y sensibles [11], se puede incorporar material biológico en su 

fabricación obteniendo los denominados biosensores [9].  

Finalmente, una adecuada combinación de sensores inespecíficos con 

biosensores junto con diferentes técnicas de análisis quimiométrico, da lugar 

a las lenguas electrónicas.  Son dispositivos que en los últimos años se han 

desarrollado realizando grandes avances el análisis de alimentos y bebidas 

[12]–[14], y son capaces de analizar, clasificar, predecir entre muestras leche 

[12], [15].  
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2.1.1. Tipos de leche 

 

Según el tratamiento que se aplique a las leches naturales se clasifican en 

leches higienizadas, certificadas, especiales (concentradas, desnatadas, 

fermentadas o acidificadas, enriquecidas, adicionadas de aromas y/o 

estimulantes) o conservadas (esterilizadas, evaporadas, condensadas y en 

polvo) [7]. 

La leche higienizada es la leche natural sometida a un proceso tecnológico 

autorizado que asegure la total destrucción de los gérmenes patógenos y la 

casi totalidad de la flora banal (flora microbiana), sin modificación sensible de 

su naturaleza físico-química, características biológicas y cualidades nutritivas. 

En función del tratamiento térmico que se le aplique se puede distinguir entre 

[7]: 

- Leche cruda: leche que no se ha sometido a ningún tratamiento térmico. 

 

- Leche UHT: son las leches comerciales envasadas y conservadas a 

temperatura ambiente hasta su apertura. Se calientan hasta 140ºC 

durante un período de tiempo muy breve (25 segundos) para a 

continuación enfriar rápidamente hasta 30ºC.  

 

- Leche pasteurizada: en este caso también se calienta la leche, pero sólo 

hasta 70ºC durante 15 segundos, de forma que se eliminan únicamente 

los microorganismos patógenos. Por lo tanto, es una leche también 

comercial, pero con una vida útil mucho más corta y que requiere 

conservación en frío.  

 

2.1.2. Composición de la leche 

 

La composición de la leche varía considerablemente con la raza de la vaca, el 

estado de lactancia, alimento, época del año y muchos otros tratamientos. Aun 

así, algunas de las relaciones entre los componentes son muy estables y 

pueden ser utilizados para indicar si ha ocurrido alguna variación en la 

composición de la leche [16].  

La composición general de la leche de vaca muestra los siguientes valores [8]: 
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Tabla 1. Composición general de la leche de vaca 

Componentes Promedios generales g/kg 

Agua 881,5 

Materia seca 119,5 

Lactosa 46,1 

Grasa 35,1 

Proteína total 31,7 

Caseína 25 

Albúminas 4,15 

Cenizas 6,6 

Calcio 1,24 

Fósforo 0,94 

Magnesio 0,12 

Potasio 1,5 

Sodio 0,6 

Cloro 1,44 

 

- Agua: el 80-90 % de la leche es agua y su cantidad es regulada por la 

lactosa que se sintetiza en las células secretoras de la glándula 

mamaria y por las fluctuaciones en el contenido graso que experimenta 

la leche a lo largo de su ciclo de lactación. Es el componente mayoritario 

y el medio en el cual coexisten el resto de componentes, por lo que la 

adecuada cantidad de agua en leche refleja un correcto balance 

nutricional [16], [17]. 

 

- Lactosa: es el principal hidrato de carbono de la leche. Su concentración 

es relativamente constante y promedia alrededor del 5 %. Es un 

disacárido formado por la unión de dos azúcares, la galactosa (12 mg/ 

100 g) y la glucosa (14 mg/100 g), con un característico sabor dulce, 

que en la leche, se ve enmascarado por la caseína. Este azúcar puede 

ser fermentado por determinados microorganismos para producir ácido 

láctico, gas carbónico y otros compuestos importantes como el diacetilo. 

El ácido láctico origina una disminución de pH necesaria para lograr la 

coagulación en la elaboración de leches fermentadas y quesos [16], 

[17]. 
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- Proteínas: la mayor parte del contenido en nitrógeno de la leche se 

encuentra en forma de proteínas, concretamente el 95% de la fracción 

nitrogenada, y constituyen el componente más importante desde el 

punto de vista nutritivo. La concentración de proteína en la leche varía 

de 3.0 a 4.0% (30-40 g/L). El porcentaje varía con la raza de la vaca y 

en relación con la cantidad de grasa en la leche. Existe una estrecha 

relación entre la cantidad de grasa y la cantidad de proteína en la leche, 

cuanto mayor es la cantidad de grasa, mayor es la cantidad de proteína 

Es posible diferenciar dos grandes grupos proteicos en la leche, que 

aparecen de manera diferenciada, las caseínas (80%) y las proteínas 

séricas o solubles (20%) [8], [16], [17]. 

 

- Caseínas: son fosfoproteínas que debido a sus propiedades 

físico‐químicas, precipitan a un pH de 4,6 a una temperatura de 

20 ºC. Las caseínas se encuentran asociadas con componentes 

salinos, como sales de calcio y fosfatos, dando lugar a una 

estructura compleja llamada micela. Dentro de las caseínas, 

existen cuatro tipos, alfa (α), beta (β), kappa (κ) y gamma (γ) en 

proporciones variables, en función de su localización dentro de 

la micela. 

 

- Proteínas séricas: llamadas proteínas del suero o proteínas 

solubles, son el conjunto de sustancias nitrogenadas que se 

mantienen en disolución cuando las caseínas precipitan. Están 

formadas principalmente por α-lactoalbúminas, β-

lactoglobulinas, seroalbúminas e inmunoglobulinas. Estas 

proteínas solubles se diferencian de las caseínas por su 

contenido equilibrado en aminoácidos esenciales que les 

confieren un excelente valor nutricional, su estructura más 

compacta y su sensibilidad al calor ya que se desnaturalizan a 

90-100 ºC formando flóculos. 

 

- Grasas: comúnmente, la grasa constituye desde el 3,5% hasta el 6,0% 

de la leche, variando su cantidad en función de la raza de la vaca, la 

alimentación, la estación del año, el estado de lactancia o el número de 

partos del animal. La grasa se encuentra en la leche en suspensión 

acuosa en forma de pequeños glóbulos dispersos de mayor o menor 

tamaño recubiertos de una membrana que la protege de su degradación 

y en cuyo interior se encuentran los triglicéridos. Esta membrana se 

puede alterar fácilmente, pudiendo dar lugar a sabores y olores 

desagradables, que son más acentuados cuanto mayor sea el contenido 

en materia grasa de la misma. Cada glóbulo se encuentra rodeado de 

una capa de fosfolípidos, que evitan que se aglutinen entre sí repeliendo 
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otros glóbulos de grasa y atrayendo agua. De esta forma, siempre que 

esta estructura se encuentre intacta, la leche permanece como una 

emulsión [16], [17]. 

 

- Triglicéridos: se tratan de ésteres de ácidos grasos y glicerol. 

Conforman el mayor componente de la grasa láctea (98%), por lo 

que de ellos dependen sus características físico-químicas y su 

composición nutricional. 

 

- Fosfolípidos: se presentan en la grasa en menor proporción, tan 

solo un 0,8%. Se distribuyen en la membrana de los glóbulos de 

grasa y en la fase acuosa. 

 

- Minerales y vitaminas: los minerales forman parte de la leche en una 

proporción muy pequeña, como se puede observar en la Tabla 1. Sin 

embargo, su presencia eleva el valor nutricional de la leche, además de 

mejorar la estabilidad entre los componentes solubles y los que se 

encuentran en estado coloidal como el calcio, el magnesio o los 

fosfatos. Las vitaminas son partículas orgánicas de pequeño tamaño 

que no se producen en el organismo de forma natural, por lo que la 

principal fuente de suministro se encuentra en alimentos, como es el 

caso de la leche, donde se encuentran vitaminas liposolubles (A, D, E y 

K) e hidrosolubles (B1, B2, B6, B12 y C) [16], [17]. 

 

2.1.3. Propiedades físico-químicas 

 

Los parámetros físico-químicos que se utilizan habitualmente para establecer 

la calidad de la leche son los siguientes [17], [18]: 

- Punto de congelación: es la temperatura a la cual se solidifica el 

producto. En el caso de la leche se obtiene por debajo de los 0ºC, ya 

que, a pesar de estar formada en su mayor parte de agua, las sustancias 

disueltas que la componen hacen que disminuya dicho valor. 

Concretamente la leche de vaca suele tener un punto de congelación 

entre -0,53ºC y -0,57ºC.  

 

- Punto de ebullición: temperatura a la cual un elemento pasa de estado 

líquido a gaseoso. Su valor es un poco superior al agua, por el mismo 

motivo por el que el punto de congelación es ligeramente inferior. En el 

caso de la leche, su valor es del orden de 100,17ºC.  
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- Densidad: es un parámetro que no se mantiene constante, sino que 

varía en función de la temperatura, la concentración de sólidos disueltos 

y en suspensión y la producción de materia grasa. El valor de la densidad 

de la leche de vaca a 15ºC se encuentra entre 1.0231 
𝑘𝑔

𝐿
 y 1.0398 

𝑘𝑔

𝐿
.  

 

- Viscosidad: se trata de la resistencia que el líquido opone al fluir. La 

leche es más viscosa que el agua debido a la materia grasa en estado 

globular y las macromoléculas proteicas que la componen. La 

viscosidad es inversamente proporcional a la temperatura hasta los 

70ºC, a temperaturas superiores su relación es directamente 

proporcional. Asimismo, el pH influye en la viscosidad, ya que para 

valores de pH menores a 6, dicho valor aumenta.  

 

- Acidez y pH: el valor de pH determina la acidez o la alcalinidad de una 

sustancia. La leche tiene un valor ácido, entre 6.65 y 6.71 en el caso de 

la vaca, aunque es un parámetro muy dependiente de la temperatura. 

La acidez de la leche es la suma de la acidez debida a la presencia de 

caseínas, minerales, ácidos orgánicos y fosfatos, lo que se llama acidez 

natural, y la debida al ácido láctico y otros ácidos procedentes de la 

degradación microbiana de la lactosa, llamada acidez desarrollada. La 

leche de vaca tiene un valor de acidez entre 14ºD y 18ºD.  

 

- Índice de refracción: en el caso de la leche, es un método determinante 

para el cálculo de la concentración de proteínas. Las diferentes 

proteínas de la leche no tienen el mismo índice de refracción, es más 

elevado cuando menor es el volumen específico.  

 

- Extracto seco total (EST): son los sólidos totales en la leche, es decir, los 

componentes de la leche a excepción del agua. Tiene un valor medio del 

12% en masa.  

 

- Extracto seco magro (ESM): se calcula a partir del valor de extracto seco 

total y el porcentaje de materia grasa, representando los sólidos totales 

pero sin la grasa. Tiene un valor medio del 9% en masa.  

 

- Proteínas, lactosa y grasa son también parámetros físico-químicos que 

caracterizan las leches. 
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2.2. Sensores 

 

Un sensor es un dispositivo capaz de detectar un cambio en el medio en el que 

se encuentra (puede ser físico, químico o biológico) y transmitir una señal 

eléctrica como respuesta a dicho estímulo [19]. A lo largo de los años se ha ido 

reduciendo su tamaño, facilitando así su transporte y su manipulación [20]. 

Se puede estructurar un sensor por sus elementos básicos: un receptor, que 

recibe la información; un transductor, que transforma la señal analítica en una 

señal eléctrica; un amplificador, ya que, en ocasiones las señales son muy 

pequeñas y es necesario amplificarlas y finalmente, un procesador analógico 

que recibe la señal proporcionando una respuesta digital que permite registrar 

y procesar los datos [21], [22]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Según la naturaleza de la medida se emplean distintos tipos de receptores, 

concretamente se distinguen dos [23]: 

- Físicos: cuando la información es de carácter físico, es decir, no 

intervienen reacciones químicas, se contemplan parámetros como la 

presión, el nivel o la temperatura.  

 

- Químicos: cuando el detector del sensor recibe información a partir de 

una reacción química. Dentro de éstos se encuentran los biosensores, 

que como su propio nombre indica, son aquellos en los que el receptor 

es de origen biológico. Los más comunes son enzimas, anticuerpos o 

ADN.  

 

A su vez los sensores químicos se pueden clasificar según diferentes categorías 

según el tipo de transductor utilizado. Algunos de ellos son [11], [23], [24]: 
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Figura 2. Esquema de la estructura de un sensor 
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- Ópticos: se basan en la detección de un haz de luz u onda 

electromagnética durante la interacción con las especies químicas que 

se desean determinar. Es un método de análisis no destructivo, ya que 

se basa en el cambio de una característica espectroscópica. 

 

- Térmicos: son aquellos sensores capaces de medir un cambio de 

temperatura en la superficie del mismo.  

 

- Piezoeléctricos: este tipo de sensores se basan en la microgravimetría, 

es decir, utilizan los cambios de masa que tiene lugar como una 

característica de la interacción de las especies químicas con el sensor. 

 

- Electroquímicos: estos sensores se fundamentan en un proceso 

electroquímico. Las técnicas electroquímicas se caracterizan por ser 

sencillas, tener un tiempo de análisis corto, ser sensibles a multitud de 

compuestos químicos y por no requerir procesadores muy complejos. 

Hay diversos métodos de detección electroquímica en función de la 

propiedad eléctrica que se vaya a utilizar.  

 

- Resistivos: se mide la variación de conductividad que se produce tras la 

interacción entre el analito y la película sensible 

 

2.2.1. Biosensores electroquímicos 

 

Los biosensores son aquellos sensores en los que el receptor se modifica con 

material biológico como enzimas, anticuerpos o ADN. Se aprovecha la 

especificidad de la relación enzima-sustrato o anticuerpo-antígeno entre dos 

cadenas de ADN de forma que se eleva su sensibilidad [11]. 

En este trabajo se han desarrollado biosensores electroquímicos en los que se 

han combinado enzimas específicas para detectar compuestos en la leche con 

nanomateriales electrocatalíticos de plata (nanohilos y nanopartículas de 

plata). 

A continuación se describen los materiales sensibles usados en este trabajo. 

 

2.2.1.1. Enzimas 

 

Las enzimas son proteínas que catalizan reacciones químicas de forma eficaz, 

sin alterar el producto final, manteniendo constante la energía de activación y 

aumentando la velocidad de la reacción [25]. Son moléculas grandes, frágiles, 
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y estables en condiciones muy concretas de operación, por lo que se 

caracterizan por tener un alto nivel de fragilidad que hace que la  inmovilización 

enzimática sea un paso crucial en el diseño de biosensores enzimáticos [26].  

Como catalizadores, presentan características cruciales que hacen que sean 

más eficaces que otros catalizadores orgánicos e inorgánicos más 

tradicionales. Entre ellas destacan su alta especificidad, que está determinada 

por el centro activo de la enzima, y su eficacia [23], [25]. Las enzimas se 

pueden clasificar en función de la reacción que catalicen. En el desarrollo de 

biosensores las más empleadas son las oxidorreductasas, liasas o hidrolasas; 

aunque también existen las transferasas, isomerasas y ligasas [27]. 

Las enzimas oxidoreductasas catalizan reacciones de oxidación/reducción. Al 

inmovilizarse sobre un electrodo su actividad redox se ve reflejada gracias al 

análisis electroquímico del mismo. La respuesta de este proceso varía en 

función del centro activo de la enzima y de la transferencia electrónica. En los 

sensores de primera generación se inmoviliza la enzima directamente en el 

sustrato, produciéndose la transferencia de electrones del sustrato y oxidando 

así la enzima. Los biosensores de segunda generación, utilizan mediadores 

redox para mejorar la transferencia de electrones que se ve desfavorecida en 

los de primera generación. Por último, los sensores de tercera generación se 

basan en la transferencia directa de electrones entre los sitios activos redox de 

la enzima y la superficie del electrodo en ausencia de mediador electrónico 

[27], [28].  

Al focalizar el trabajo en la industria láctea es necesario implementar enzimas 

involucradas en la catálisis de las reacciones que suceden en la obtención de 

procesos lácteos.  

 

- Galactosa oxidasa (GaOx) 

 

La galactosa oxidasa es una enzima oxidorreductasa, es decir, cataliza 

reacciones redox [27] procedente del hongo Dactylium dendroides [29]. 

Se trata de una metaloenzima de cobre que combina la reactividad de 

un ligando radical libre con un centro activo metálico. Su centro de cobre 

adopta geometría de coordinación plana cuadrada o piramidal basada 

en cuadrados, así mismo tiene cinco ligandos coordinadores: dos 

tirosinas, dos histidinas y una molécula de disolvente que suele ser agua 

[30]. 

 

La GaOx cataliza la oxidación de alcoholes primarios a sus 

correspondientes aldehídos, acoplando la oxidación del sustrato en la 
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reducción de oxígeno a peróxido de hidrógeno. La oxidación del alcohol 

es regioselectiva y no oxida los alcoholes secundarios [30]. 

 

En los productos lácteos, esta enzima se encarga de catalizar la 

oxidación de la D-galactosa presente en la leche para formar D-Galacto-

hexo-dialosa y peróxido de hidrógeno [29]. 

 

- Glucosa Oxidasa (GOx) 

 

La glucosa oxidasa es también un tipo de enzima oxidorreductasa que 

se extrae del hongo Penicillium amagasakiense o Aspergillus niger [31]. 

Se trata de una glicoproteína dimérica que consta de dos cadenas 

idénticas de polipeptídica que están unidas covalentemente mediante 

enlaces disulfuro. Para actuar como catalizador, la GOx requiere un 

cofactor, el flavín adenín dinucleótido (FAD). Este último actúa como el 

aceptor inicial de electrones y es reducido a FADH2 [32]. 

 

Se encarga de catalizar la oxidación de la β-D-glucosa para formar D-

glucono-δ-lactona y peróxido de hidrógeno, usando oxígeno molecular 

como aceptor de electrones. Esta reacción puede dividirse en un paso 

reductor y otro oxidativo. En la media reacción reductora, la 

glucosaoxidasa cataliza la oxidación de β-D-glucosa a D-glucono-δ-

lactona, que se hidroliza no enzimáticamente a ácido glucónico [32]. 

 

- β -galactosidasa (β-gal) 

 

Esta última enzima es hidrolasa, es decir, que catalizan la ruptura de los 

enlaces carbono-oxígeno, carbono-nitrógeno, carbono-azufre y oxígeno-

fósforo mediante hidrólisis [27]. Su estructura es un tetrámero de cuatro 

cadenas idénticas formadas por aminoácidos. Cada cadena consta de 

cinco dominios, el tercero de los cuales es un conjunto α/β de ocho 

cadenas que comprende gran parte del sitio activo. Sin embargo, éste 

incluye elementos de otros dominios y otras subunidades como la región 

N-terminal de las cadenas polipeptídicas [33]. 

 

En este caso la β-gal cataliza la hidrólisis de β-D-galactósidos a 

monosacáridos. Es decir, se encarga de la ruptura de la lactosa en 

glucosa y galactosa [34]. 
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2.2.1.2. Métodos de inmovilización enzimática 

 

La elección del método de inmovilización enzimática afecta directamente al 

funcionamiento del biosensor, principalmente a la sensibilidad, la selectividad 

y la estabilidad, ya que influye en la orientación, la carga, la movilidad, la 

estabilidad, la estructura y la actividad biológica de la enzima [25]. 

Los métodos de inmovilización pueden variar desde interacciones débiles 

basadas en la absorción, atrapamiento, la reticulación o la inmovilización por 

afinidad hasta su inmovilización mediante enlaces covalentes [26]. 

Un método muy utilizado en el desarrollo de biosensores es el cross linking 

(entrecruzamiento), utilizando para ello compuestos como el glutaraldehído. Se 

trata de un potente reticulante, capaz de reaccionar consigo mismo pero no 

con la enzima, de forma que mantiene la enzima fija y estable [35]. El 

glutaraldehído destaca por su simplicidad y la fuerte unión química que se 

forma entre las moléculas. Su principal inconveniente es que puede producir 

pérdidas de la actividad enzimática debido a la desnaturalización del sitio 

activo de la enzima durante el proceso [26].  

La técnica de atrapamiento se lleva a cabo enlazando la enzima con un gel o 

fibra, es fácil de realizar y no requiere ninguna modificación del material 

biológico, por lo que la actividad enzimática se conserva durante el proceso de 

inmovilización. La inmovilización que atrapa físicamente la enzima se 

caracteriza por aportar estabilidad; sin embargo, puede producir barreras en la 

difusión que disminuyan el rendimiento biosensor [26]. 

En la década de 1970 la compañía Du Pont desarrolló un ácido 

perfluorosulfónico por copolimerización de éter de vinilo perfluorado con 

tetrafluoroetileno llamado Nafion® [36]. Éste no sólo duplica la conductividad 

específica de la membrana utilizada para la inmovilización, sino que también 

prolonga la vida útil del biosensor [37]. 

 

2.2.1.3. Tipos de los electrodos y sustratos 

 

El desarrollo de sensores y biosensores electroquímicos se realiza utilizando 

diferentes materiales que se escogen en función de las necesidades que 

requiera el experimento: en primer lugar, se realiza la selección del sustrato 

que actuará como electrodo de trabajo y posteriormente, se escogerán los 

materiales sensibles o nanomateriales para modificarlo y de esta manera 

amplificar sus propiedades y mejorar su respuesta electroquímica.  

Existe una gran variedad de opciones válidas para la fabricación y modificación 

de sensores y biosensores electroquímicos. Algunos de los sustratos a emplear 
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son los sensores serigrafiados comerciales [38], donde el electrodo de auxiliar 

y el de referencia están ya incorporados.  

De la misma forma, existe la opción de crear y estructurar un sensor o biosensor 

a partir de un sustrato de elección y modificarlo posteriormente con el material 

o compuesto de elección. Hay multitud de opciones posibles: sustratos 

fabricados a partir de un material conductor, como óxido de indio y estaño (ITO) 

[39], matrices poliméricas [40], sensores de pasta de carbono (CPE) [41] o 

diamante dopado con boro (BDD) [42]. Este trabajo se centra en el uso del BDD 

(Figura 3) como sustrato base que actuará como electrodo de trabajo para el 

estudio electroquímico.  

Desde la década de 1950 ha sido posible la producción sintética del diamante 

a partir de métodos físicos de alta presión y alta temperatura. Posteriormente 

se han ido modernizando las técnicas de síntesis hasta obtener una red 

tetraédrica de carbón que aporta dureza, alta conductividad térmica y una 

elevada resistividad eléctrica; por lo que crea un semiconductor de banda 

ancha. Aunque a simple vista parezca inútil para el estudio electroquímico, a 

ambos lados del carbono se encuentran el boro (a la izquierda de la tabla 

periódica con dopante de tipo p) y el nitrógeno (a la derecha de la tabla 

periódica con dopante tipo n). El boro ocupa la misma posición que la de los 

átomos de carbono desplazados con una energía de activación menor a la del 

nitrógeno y al ser el boro muy favorable para el estudio electroquímico se crea 

un sustrato de trabajo ideal de diamante dopado con boro [42]–[44]. 

 

 

Figura 3. Sustratos BDD 

 

Finalmente, destaca que son capaces de trabajar con multitud de disolventes 

sin resultar afectados por ellos, no se corroen a elevadas temperaturas o 

presiones, tienen baja capacitancia, un menor ensuciamiento que otros 

sustratos, alta estabilidad y biocompatibilidad [42], [45]. 
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2.2.1.4. Métodos de detección electroquímica 

 

Hay diversas técnicas de detección electroquímica que se pueden emplear en 

función del tipo de analito, se puede medir el potencial eléctrico y/o la corriente 

eléctrica a partir de una celda electroquímica. Los límites de detección de estas 

técnicas son menores que los espectroscópicos, pero son medidas más rápidas 

y baratas [21]. A continuación, se exponen algunas de ellas. 

 

Espectroscopía de impedancias 

 

Esta técnica se basa en aplicar una perturbación sinusoidal, de un potencial 

eléctrico determinado, a un electrodo y medir la respuesta obtenida en 

corriente dentro de una celda electroquímica, es decir, se representar el 

módulo de impedancia frente a la frecuencia. Por ello, la impedancia se define 

como el cociente entre el potencial aplicado y la intensidad medida a la salida 

[46].  

Este método asume que la celda es un sistema equivalente adecuado capaz 

de responder a una excitación de corriente alterna que ocurre entre dos 

electrodos, el de trabajo y el auxiliar. La impedancia varía con la frecuencia, 

variable, del potencial aplicado, de forma que se representa el módulo de 

impedancia frente la frecuencia para obtener el espectro de impedancia [47].  

 

Potenciometría 

 

Este método electroquímico se basa en medir la diferencia de potencial en la 

superficie del sensor en función de la carga iónica presente en la disolución. Es 

decir, se crea un potencial de membrana debido a la diferencia de carga entre 

la superficie del sensor y una disolución patrón interna. El potencial asociado a 

un equilibrio químico que involucra iones se puede describir de forma 

cuantitativa por la ecuación de Nernst [22]:  

 

𝐸 =  𝐸𝑜 −
𝑅 · 𝑇

𝑛 · 𝐹
· 𝑙𝑛 𝐾𝑎𝑐𝑡 

Ecuación 1. Ecuación de Nernst 
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Donde:  

E: potencial electroquímico  

Eo: potencial estándar 

R: constante de los gases (8,3145 J/K·mol) 

T: temperatura (K) 

n: número de moles de electrones transferidos en la reacción por mol de 

reactivo 

F: constante de Faraday (96485 C/mol) 

Kact: constante de equilibrio termodinámica correspondiente al potencial 

específico de la ecuación 

 

En la fabricación de sensores potenciométricos se utilizan membranas que 

actúan como material sensible, midiendo el potencial de membrana frente a 

un electrodo de referencia. Dichas membranas son semipermeables y 

específicas a la migración de determinados iones [21].  

La más utilizada es la membrana de vidrio, concretamente se emplea en los 

indicadores de pH. Utilizando esta membrana en un electrodo indicador junto 

con uno de referencia, se establece una cadena de potenciales donde todos 

son constantes excepto el de la disolución del analito y la superficie externa de 

la membrana [21].  

Asimismo, existen otros tipos de membranas: para detectar gases en 

aplicaciones ambientales como el CO2 o el H+, o para detectar una variedad de 

cationes [21].  

Son sencillos, económicos y aportan una elevada sensibilidad. Sin embargo, no 

tienen una elevada vida útil; la saturación de las membranas es un problema 

recurrente y son muy sensibles a los cambios de temperatura [21]. 

De la misma forma hay otros tipos de sensores potenciométricos como los de 

estado sólido, en los que la membrana no está expuesta a un líquido en la parte 

interior, sino que la membrana está adherida a un material conductor y es 

posible detectar los cambios de potencial en la superficie, cuando se adhieren 

diferentes compuestos sobre ella. Estos dispositivos son rápidos, sensibles y  

permiten analizar gran variedad de sustancias  [48]. 
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Amperometría 

 

La amperometría utiliza las medidas de la corriente eléctrica que pasa a través 

de una disolución para producir una oxidación o reducción del analito. Por lo 

tanto, esta técnica relaciona directamente la corriente con la concentración de 

analito [22].    

Existen dos tipos de métodos amperométricos [22]:  

- Potencial fijo: miden los cambios de la intensidad de corriente 

manteniendo fijo el potencial en el electrodo de trabajo. Es una técnica 

no específica y permite determinar masas inferiores a nanogramos de 

especies electroactivas. 

 

- Potencial variable: este método de amperometría de potencial variable, 

también llamado voltamperométrico, utiliza la corriente como una 

función del potencial del electrodo de trabajo de una célula de tres 

electrodos. Se utiliza para medir las concentraciones de especies 

electroactivas en las disoluciones como metales y compuestos 

orgánicos.  

 

Voltamperometría 

 

Como se acaba de indicar, en esta técnica se aplica un barrido lineal de 

potencial, al que la reacción responderá haciendo circular una corriente. Dicha 

corriente se origina por la oxidación/reducción del analito en el electrodo [21].  

Para poder decir que el proceso electroquímico es reversible la reacción redox 

se produce fácilmente en un sentido o en otro, por lo que la reversibilidad 

electroquímica requiere que tanto las especies oxidadas como las reducidas 

sean químicamente estables [22].  

Según la señal de excitación aplicada se distinguen distintos tipos de 

voltamperometría: 

- Voltamperometría lineal: realiza una variación lineal de la señal entre el 

electrodo de trabajo y el de referencia, permitiendo llevar a cabo 

polarografías y voltamperometrías hidrodinámicas [21], [22].  

 

- Voltamperometría de pulso diferencial: en este caso cada pulso 

potencial es fijo y de valor constante, minimizando así los efectos de las 

corrientes faradaicas, aquellas debidas a la transferencia de electrones 

[22], [49]. 
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- Voltamperometría de onda cuadrada: consiste en la medida de corriente 

durante intervalos de tiempo muy cortos en la parte final de la onda 

positiva y en la parte final de la onda negativa de cada onda cuadrada. 

En este caso la diferencia entre las intensidades de corriente se registra 

en función del potencial en escalón. Este método es más sensible y más 

rápido que el de pulso diferencial debido a que la intensidad de la 

corriente final es la combinación de corriente anódica y catódica, 

permitiendo discriminar mejor la corriente faradaica de la corriente 

capacitiva [50], [51]. 

 

- Voltamperometría cíclica: nuevo método cualitativo y cuantitativo que 

ha eliminado de la primera posición a la polarografía como técnica 

análisis electroquímica. En esta técnica se aplica un barrido de 

potencial más rápido, lo que facilita la detección de especies 

electroactivas, destacando su uso para el estudio de procesos redox y 

en la caracterización de procesos de transferencia electrónica en 

bioquímica y química macromolecular [52], [53].  

 

En este tipo de voltametría se emplean electrodos de trabajo de platino, 

carbono, mercurio o cualquier otro material conductor que sea 

electroquímicamente inerte en el tramo de potencial de barrido. Otra de 

sus diferencias respecto a otras técnicas es que el barrido de potencial 

no es unidireccional, sino que el barrido suele comenzar en 0 V, se dirige 

a potenciales positivos provocando la oxidación (pico anódico, ia) y a 

continuación se invierte el barrido para originar la reducción de la 

especie oxidada (pico catódico, ic) [22].  

 

La intensidad de corriente se relaciona con la intensidad de los picos 

del voltamograma y se relaciona de forma directa con la concentración 

del analito. De la misma forma, la diferencia de potencial entre los picos 

es inversamente proporcional al número de electrones transferidos 

[22]:  

𝐸𝑝𝑎 − 𝐸𝑝𝑐 =  
0,059

𝑛
 

 

Ecuación 2. Ecuación de Nernst para pares electroquímicamente reversibles en condiciones 

normales de temperatura 

Epa: potencial del pico anódico 

Epc: potencial del pico anódico 

n: número de moles de electrones transferidos en la reacción por mol 

de reactivo 
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Para el correcto funcionamiento de los métodos electroquímicos se deben   

emplear, generalmente, tres tipos de electrodos: un electrodo de trabajo, un 

electrodo de referencia y un contraelectrodo.  

Uno de los electrodos de referencia más usados y comunes es el electrodo de 

plata/cloruro de plata. Su funcionamiento se basa en la medida del potencial 

de oxidación, de valor conocido, de un hilo de plata sumergido en una 

disolución diluida de ácido clorhídrico, formándose una capa de cloruro de 

plata en el hilo para posteriormente introducirlo en una disolución saturada de 

cloruro de potasio [21]. 

Por otro lado, se encuentra el contraelectrodo, que permite el paso de corriente 

a través del electrolito sin interferir en la medida. Normalmente se utilizan hilos 

o placas de plata. 

 

2.3. Nanociencia y nanotecnología en la industria alimentaria 

 

La nanociencia es la ciencia que estudia y trabaja con estructuras y materiales 

de tamaño entre 1 nm y 100 nm cuyo interés se basa en las propiedades físicas 

y químicas que adquiere el compuesto al trabajar a una escala mucho menor 

a la habitual [54].  

Desde los años 70, la nanociencia no ha dejado de crecer y de ramificarse a 

multitud de campos de aplicación [55]. De esta manera se ha desarrollado de 

forma paralela la nanotecnología, definida como la técnica para el desarrollo 

de máquinas, productos o procesos basados en componentes de escala 

nanométrica. Algunos de los principales sectores de aplicación basados en el 

uso de materiales nanoestructurados, centran la nanociencia en el 

procesamiento de la información, la nanobiotecnología, la medicina, la 

electrónica, entre otros. Otro campo muy activo es el de los sensores, que, 

gracias a la nanociencia y a la utilización de nanomateriales como materiales 

sensibles, han logrado mejorar sus prestaciones de forma drástica. De la 

misma forma, establecen sinergias con la combinación de diferentes tipos de 

nanomaterial [54], [56].  

Actualmente, la industria alimentaria se enfrenta a la necesidad de controlar 

de forma rigurosa y metódica el proceso de producción, conservación y 

manipulación de los alimentos. Concretamente, el desarrollo de sensores 

modificados con nanomateriales ha demostrado ser uno de los grandes 

avances para llevar a cabo este tipo de análisis en la industria alimentaria. Con 

la ayuda de estas nuevas técnicas se han impulsado métodos de análisis 

aplicados al control de calidad de los productos, estudio y eliminación de 

sustancias tóxicas o contaminantes, detección y neutralización de 
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microorganismos, control de proceso y al estudio composicional de los 

alimentos. El empleo de la nanociencia y de la nanotecnología en forma de 

nanomateriales permite por tanto elaborar productos de mejor calidad, más 

resistentes, mejor identificados y clasificados y con una mayor durabilidad [56], 

[57]. 

Los nanomateriales destacan por su actividad electrocatalítica, su elevada 

relación superficie/volumen y su gran capacidad de ser modificados en función 

de las necesidades requeridas, lo que haría mejorar de forma significativa el 

funcionamiento de los sensores convencionales al aumentar su sensibilidad y 

su selectividad [9]. Algunos ejemplos de estos materiales son las 

nanopartículas (NPs) o diferentes nanoestructuras metálicas como las 

nanofibras o nanoplacas, los nanomateriales con base de carbono como el 

fullereno o el grafeno, nanopolímeros, dendrímeros, puntos cuánticos o 

nanoarcillas, entre otros [58], [59]. 

 

2.3.1. Nanomateriales metálicos. Nanopartículas y nanohilos 

 

Recientemente, la utilización de nanoestructuras de metales de transición, 

óxidos metálicos o aleaciones, en diversos campos, incluidos los sensores, se 

ha convertido en un campo muy activo de investigación [60]. Estos 

nanomateriales poseen propiedades ópticas, eléctricas, térmicas y catalíticas 

excepcionales, muy interesantes para implementaren el desarrollo de 

biosensores electroquímicos. Una de las características principales es la gran 

variedad de tamaños, estructuras y composiciones disponibles para modificar 

la superficie del electrodo y con ello, mejorar la transferencia electrónica [58], 

[59].  

Además, cabe destacar sus propiedades biocompatibles, lo que les dota con la 

capacidad de actuar como catalizadores en reacciones de transferencia 

electrónica entre la enzima y el electrodo [61]. 

Dentro de su gran variedad, los nanohilos y las nanopartículas metálicas 

destacan por su alta densidad de enlaces insaturados, lo que proporciona 

grandes áreas de superficie activa donde tienen lugar las reacciones 

electroquímicas. Además, su implementación aporta estabilidad del sensor y 

favorece la transferencia acelerada de electrones debido a su elevada 

conductividad eléctrica y su elevada actividad catalítica en la 

oxidación/reducción electroquímica [62].  

A pesar de proporcionar grandes ventajas frente al resto de materiales, hay una 

gran diferencia entre los nanohilos y las nanopartículas y es la relación de 

aspecto. Al aumentar la superficie de contacto se favorece la transferencia de 
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electrones entre la enzima y la superficie del electrodo. Eso se consigue gracias 

a la distribución homogénea de la enzima a lo largo de la superficie del 

nanohilo, obteniendo límites de detección inferiores a los obtenidos con 

nanopartículas [63].  

Los nanohilos de plata son muy demandados debido a su excelente 

conductividad eléctrica y térmica, su alta relación de aspecto, sus propiedades 

mecánicas, su flexibilidad y su resistencia. Todas estas cualidades hacen que 

los AgNWs sean muy prometedores en el campo de los sensores y las películas 

nanoestructuradas [64].  

Ha diversos métodos para la síntesis de AgNWs [65]. Existe el método poliol 

[66], el método hidrotérmico [67], la síntesis química húmeda [68] o la técnica 

de fotorreducción por radiación ultravioleta [69]. Este trabajo se ha basado en 

el método poliol para la síntesis de los nanohilos de plata. El método poliol ha 

sido el más exitoso para la producción de AgNWs a gran escala y de alta calidad. 

Se basa en la reducción química de una sal metálica con un disolvente de 

poliol, como la polivinilpirrolidona (PVP), que evita la agregación de 

nanopartículas [66]. 

Los principales factores que influyen en la formación de AgNWs son: la 

temperatura y el tiempo de reacción, ya que se ha demostrado que el poder 

reductor aumenta con la temperatura creando así nanohilos de mayor longitud 

y en menos tiempo; la concentración de PVP, debido a que cuando las cadenas 

de PVP son más largas se producen AgNWs con una relación longitud-diámetro 

mayor; la concentración de AgNO3, es importante alcanzar un equilibrio en su 

concentración porque un exceso de la misma implicaría un nanohilo más corto 

y mayor número de nanopartículas agregadas; y la presencia de iones cloruro, 

que facilitan el crecimiento de los AgNWs [66]. 

 

2.4. Lenguas electrónicas 

 

Una forma de mejorar el análisis de alimentos y bebidas es la combinación de 

los sensores anteriormente descritos a través de una lengua electrónica.  

Según dicta la Unión Internacional de Química Pura y Aplicada, IUPAC, el 

término lengua electrónica (LE), se define como un instrumento analítico que 

incluye una red  de sensores químicos no selectivos con especificidad parcial 

para diferentes componentes de la solución, combinada con un software de 

reconocimiento de patrones apropiado, capaz de reconocer composiciones 

cuantitativas y cualitativas de soluciones simples y complejas [70]. Es decir, las 

lenguas electrónicas combinan una red de sensores inespecíficos, que envían 

una señal a un software de reconocimiento de patrones que realiza tratamiento 
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estadístico apropiado para el reconocimiento, discriminación y clasificación de 

las muestras. Es decir, actúan de manera análoga a como lo hace el sentido 

del gusto humano, cuando la señal enviada por las papilas gustativas llega al 

cerebro [15], [71].   

Así, las LEs son capaces de distinguir entre muestras dependiendo de sus 

propiedades y composición. En todos los casos, los sensores deben tener una 

especificidad parcial para poder responder a diferentes matrices líquidas, en 

lugar de a un compuesto químico específico y, por ende, ser capaces de dar 

información global de la muestra [15].  

Las lenguas electrónicas por tanto permiten discriminar, analizar, identificar y 

clasificar muestras complejas, lo que las hace ideales para el control de calidad 

de procesos y productos del sector de la alimentación [12], [13], [15].  

Este estudio se ha centrado en el desarrollo de LEs para el análisis de muestras 

de leche, ya que, la industria láctea también requiere de estrictos protocolos 

para garantizar la calidad del alimento.  

La caracterización de los productos lácteos, es una tarea difícil debido a la 

complejidad y variabilidad inherente de la composición de estos productos. 

Además, el uso de procesos tecnológicos, como el tratamiento térmico para 

reducir la cantidad de microorganismos entre otros, incide directamente en las 

propiedades de la leche, así como cambios físicos y químicos que pueden 

alterar la funcionalidad de las proteínas y la biodisponibilidad de los nutrientes. 

En consecuencia, el desempeño exitoso de las LEs en el reconocimiento de 

tipos de leche puede atribuirse a las diferencias en la composición de la leche 

cruda según el origen animal, las tecnologías de procesamiento aplicadas 

durante la producción de leche [72], la marca [14], [73], el contenido graso 

[74]–[76] o el tiempo de almacenamiento [74]. Otros estudios han demostrado 

la posibilidad de aplicar LEs para detectar y distinguir sustancias nocivas en la 

leche, que se utilizan como adulterantes en la industria con el fin de elevar su 

vida útil o aumentar el contenido de proteínas [77], [78]. Los resultados 

obtenidos en todos los casos muestran que, a pesar de la complejidad de los 

productos lácteos, es posible categorizar y analizar muestras de manera muy 

eficiente en todos los casos en los que se utilizan LEs, basándose en diferentes 

métodos electroquímicos. 

En el caso concreto de las lenguas electrónicas voltamétricas, uno de los 

primeros trabajos desarrollados  en el campo de la industria láctea consistió en 

el desarrollo de una LE basada en técnicas voltamétricas para el análisis del 

proceso de envejecimiento en jugos de frutas y leche [79]. Continuando con la 

misma línea de trabajo, un estudio subsiguiente permitió desarrollar una 

lengua electrónica voltamétrica para la determinación de bacterias en leche 

fresca durante su almacenamiento [80]. Posteriormente, fue posible la 
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combinación de las señales obtenidas mediante distintas técnicas 

electroquímicas como la potenciometría, voltamperometría y conductividad en 

el desarrollo de una LE para el análisis de leche fermentada [81]. En otro 

trabajo, se desarrolló una LE basada en sensores serigrafiados, consiguiendo 

discriminar entre diferentes muestras de productos lácteos en presencia y 

ausencia de colonias bacterianas [82].  

Como resumen decir que, a pesar de los numerosos trabajos realizados en el 

campo, el análisis de leche mediante lenguas electrónicas no es un problema 

totalmente resuelto ya que es necesario desarrollar nuevas redes de sensores 

especialmente dedicadas a este campo y que además sean capaces de tomar 

datos en un medio tan complejo, como es la leche, de manera eficiente y 

reproducible. 

 

2.4.1. Análisis estadístico multivariante 

 

Para llevar a cabo el procesamiento de los datos, en primer lugar, se realiza un 

preprocesado con el fin de seleccionar la matriz de datos adecuada. En 

segundo lugar, se realiza una reducción dimensional para reducir el altísimo  

número de variables a un número menor. 

Una vez los datos se han procesado se han de tratar estadísticamente con 

técnicas multivariantes que permiten discriminar entre muestras, (utilizando 

técnicas como el Análisis de Componentes Principales, PCA, o el Análisis Lineal 

discriminante, LDA), clasificar entre clases (utilizando por ejemplo SIMCA o 

Support Vector Machines, SVMC) o relacionar los parámetros químicos 

obtenidos con los datos obtenidos mediante los sensores utilizando Partial 

Leats Squares (PLS) [83], [84]. 

 

2.4.1.1. Análisis de componentes principales (PCA) 

 

El análisis de componentes principales es un método no supervisado de 

estadística descriptiva que utiliza la reducción dimensional para discriminar 

entre muestras de características diferentes. Para estudiar las relaciones que 

se presentan, se puede transformar el conjunto original de variables en otro 

conjunto de nuevas variables correlacionadas entre sí, de forma que no tenga 

repetición o redundancia en la información, se le llama conjunto de 

componentes principales [85], [86].  
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Las nuevas variables son combinaciones lineales de las anteriores y se van 

construyendo según el orden de importancia en cuanto a la variabilidad total 

que recogen de la muestra [87]. 

 

2.4.1.2. Análisis discriminante lineal (LDA) 

 

El análisis discriminante lineal es un sistema muy utilizado para la extracción 

de elementos y reducción de dimensiones de la matriz de datos de estudio. Los 

datos se proyectan en un espacio vectorial de menor dimensión de forma que 

se maximiza la relación entre las clases de muestras, logrando así la máxima 

discriminación [88]. 

Para interpretar correctamente la matriz de datos se recurren a métodos de 

interpolación como la validación cruzada dejando uno fuera (Leave One Out 

corss-validation). Consiste en dividir la matriz de datos de forma aleatoria entre 

datos de entrenamiento (todos los grupos de estudio menos uno) y datos de 

validación (un único grupo), generando tantos grupos como numero de 

muestras se tengan. Este proceso se repite tantas veces como números de 

muestras haya, dejando un conjunto de muestreo diferente como grupo de 

validación cada vez. Finalmente, se puede comparar el valor que estima el 

modelo frente el valor verdadero [89], [90].  

 

2.4.1.3. Mínimos cuadrados parciales (PLS) 

 

La regresión de mínimos cuadrados parciales es una técnica supervisada de 

análisis multivariante orientada a la creación de modelos de predicción a partir 

de los datos reales, de forma que se utilice para modelar las variables de 

respuesta de la forma más óptima posible [91], [85]. 

Se desarrolla para evitar el efecto de la multicolinealidad en las estimaciones 

de los parámetros de una regresión, hay otros métodos que consiguen este 

objetivo como la regresión de componentes principales (PCR), pero la PLS es 

se caracteriza por ser un método predictivo y por modelar y relacionar 

simultáneamente las variables X e Y [92]. 
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2.5. Técnicas espectroscópicas  

 

Con el fin de evaluar el funcionamiento de la lengua electrónica, las muestras 

de leche han sido evaluadas también con técnicas espectroscópicas clásicas. 

Las técnicas espectroscópicas se basan en el estudio de la interacción materia-

radiación electromagnética, de la cual se obtienen espectros que son la 

representación de la luz absorbida a diferentes longitudes de onda (λ). La 

radiación electromagnética está formada por fotones que pueden tener 

diferentes energías que se representan en la Figura 4. La zona de la izquierda 

se caracteriza por ser la zona de menor longitud de onda, pero de mayor 

energía, mientras que al avanzar hacia la derecha la energía disminuye al 

aumentar la longitud de onda [22]. 

 

Figura 4. Espectro electromagnético [93] 

 

Cuando la radiación incide sobre una muestra los electrones se excitan y para 

estudiar este fenómeno se emplean diferentes métodos. Dichos métodos 

pueden ser de emisión o de absorción, y estos a su vez pueden realizarse a 

nivel atómico o a nivel molecular [22]. 

Según el tipo de radicación usada, existen distintos tipos de espectroscopía 

(Figura 5).  
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A lo largo de este trabajo se han empleado diferentes técnicas 

espectroscópicas tanto para la caracterización de los sensores como para el 

estudio de la leche. 

 

2.5.1. Espectroscopía ultravioleta visible (UV-Vis) 

 

La espectroscopía ultravioleta visible (UV-vis) es una técnica espectroscópica 

de absorción molecular que estudia la absorción de un haz de luz al atravesar 

una muestra. Es una técnica empleada para identificar grupos funcionales y 

resulta muy útil en la determinación cuantitativa de compuestos que contienen 

grupos cromóforos. La radiación ultravioleta provoca una excitación, dando 

lugar a un cambio de nivel electrónico de los electrones al promocionarse a un 

ABSORCIÓN 

EMISIÓN 

UV-visible 

IR 

Microondas 

Absorción 

atómica 

Rayos X 

 

Espectrometría 

de emisión 

Fotometría de 

llama 

Fluorescencia 

rayos X 

Fluorescencia 

atómica 

Fluorescencia 

Fosforescencia 

Figura 5. Técnicas espectroscópicas clasificadas en función del método de medida y de si hay o no 

ruptura de enlaces. 
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orbital superior. Cuando mayor sea dicho salto, mayor es la energía que 

necesita el electrón y por lo tanto los fotones tienen mayor frecuencia y una 

longitud de onda menor [22]. 

Se puede conocer el espectro de absorción de una especie representando 

gráficamente la intensidad de la radiación absorbida (absorbancia) o la 

transmitida (transmitancia) frente a la longitud de onda (λ), la frecuencia (ν), la 

energía de los fotones o el número de onda  (Ecuaciones 3, 4 y 5) [21]. 

Al medir la transmitancia se puede medir la absorbancia y viceversa a partir de 

la Ecuación5 [21]. 

𝑇 =
𝐼𝑡

𝐼𝑜
 

 

 Ecuación 3. Ecuación de transmitancia en función de la intensidad 

𝐴 = −𝑙𝑜𝑔 (
𝐼𝑡

𝐼𝑜
) 

 

Ecuación 4. Ecuación de absorbancia en función de la intensidad 

 

𝐴 = −𝑙𝑜𝑔(𝑇) 

 

Ecuación 5. Ecuación de relación de absorbancia y transmitancia 

 
 

 

Donde:  

Io: intensidad de la luz que pasa a través de la celda de referencia 

It: intensidad de la luz para cada longitud de onda 

A: absorbancia de la muestra 

T: transmitancia de la muestra 

 

Así mismo, la ley de Lambert-Beer permite relacionar la absorción de la luz con 

el paso óptico y la concentración de la muestra. Por ello, se pueden cuantificar 

la presencia de ciertos componentes presentes en una muestra (Ecuación 6) 

[21]. 
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𝐴 = 𝜀 · 𝑐 · 𝑙  

Ecuación 6. Ecuación de transmitancia en función de la intensidad 

Donde:  

l: longitud del paso óptico, dimensión de la cubeta (cm) 

ɛ: absortividad (L/mol·cm) 

c: concentración (mol/L) 

 

2.5.2. Espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) 

 

La espectroscopía infrarroja se utiliza para analizar las características 

vibracionales de moléculas, estructuras cristalinas y cristales, utilizando para 

ello diferentes tipos de instrumentaciones, donde la mayoría están equipados 

con sistemas de análisis que utilizan transformadas de Fourier [22].  

La región del infrarrojo del espectro abarca la radiación con números de onda 

comprendidos entre 12800 y 10 cm-1, que corresponden a longitudes de onda 

de 0,78 a 1000 μm-1 [21]. Se distinguen tres regiones características: 

- Infrarrojo cercano: su intervalo de longitud de onda es entre 0,78 y 2,5 

μm, lo que corresponde a un intervalo de número de onda de 12800 a 

4000 cm-1 [21]. Destaca por presentar pocas bandas de absorción, por 

lo que no es muy usado en la determinación cuantitativa. Sin embargo, 

no requiere preparación de la muestra y ofrece un análisis cuantitativo 

sin consumir o destruir la misma [94].  

 

- Infrarrojo medio: el intervalo de longitud de onda recorre desde 2,5 

hasta 50 μm, que es equivalente a un intervalo de número de onda de 

4000 a 200 cm-1 [21]. Permite una fácil identificación de las bandas 

específicas del compuesto a analizar, por lo que es donde se dan la 

mayoría de las aplicaciones analíticas tradicionales. Finalmente, el 

infrarrojo medio es el que aporta más información acerca de la 

estructura de los compuestos examinados, utilizándose en la 

identificación de moléculas orgánicas [94].  

 

- Infrarrojo lejano: tiene un intervalo de longitud de onda entre 50 y 1000 

μm y un intervalo de número de onda de 200 a 10 cm-1. La región del 

infrarrojo lejano es especialmente útil en la determinación de 

compuestos inorgánicos, aunque es una región bastante limitada por 

las dificultades experimentales que conlleva [21]. 
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En el momento de realizar el análisis es importante la selección correcta del 

portamuestras. Su material debe ser trasparente al paso de la radiación 

infrarroja, no provocar pérdidas por reflexión o dispersión y alterar la muestra 

a medir. Los materiales que se utilizan suelen ser fluoruro de calcio (CaF2), 

fluoruro de bario (BaF2), seleniuro de zinc (ZnSe) y sulfuro de zinc (ZnS) [95].  

En el FTIR se pueden utilizar distintos accesorios de reflexión especular, de 

reflexión difusa y de reflexión total atenuada. Se basa en que cuando un haz 

luminoso llega a la interfase de un segundo medio cuyo índice de refracción es 

distinto, puede sufrir una reflexión total atenuada. El principio de reflexión total 

atenuada, ATR, consiste en someter al haz óptico a una o varias reflexiones en 

la interfase entre el aire y un material transparente el IR de índice de refracción 

elevado, como el germanio, sobre el que se deposita la muestra [94]. Permite 

analizar muestras sólidas insolubles, muestras líquidas, o aquellas que no 

pueden ser colocadas en los soportes habituales para el método de 

transmisión. Además, requiere poca o ninguna preparación para la mayoría de 

las muestras y es una de las técnicas de muestreo más versátiles [96].  

 

2.6. Microscopio de fuerza atómica (AFM) 

 

La técnica del microscopio de fuerza atómica, AFM, fue desarrollada por 

primera vez en 1986 [97]. A través de la interacción de la punta con la muestra, 

es decir, por la superficie de contacto, se puede estudiar la superficie de la 

muestra según su rugosidad, sus propiedades eléctricas, magnéticas y 

mecánicas [98].  

En este modelo microscópico la punta, normalmente de silicio, se coloca en un 

vástago (cantilever) de forma que se produce una deflexión del mismo cuya 

posición se mide por métodos ópticos. La punta se acerca a la superficie 

estableciéndose una interacción de Van der Waals que depende de la dinámica 

punta-muestra. La punta se desplaza sobre la superficie, manteniendo la 

fuerza constante, de esta forma, se obtiene la topografía de la superficie [21], 

[99]. En la Figura 6 se muestra el equipo empleado en el desarrollo de este 

trabajo.  
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Figura 6. Microscopio de Fuerza Atómica (AFM) 

 

Esta técnica requiere superficies muy lisas, de forma que no interfiera la 

rugosidad del sustrato. El material ideal es la mica, un cristal natural cargado 

negativamente con una estructura química variable y una alta humectabilidad. 

Tiene la gran ventaja de que se puede descomponer fácilmente, creando 

láminas lisas y flexibles. Ha sido muy empleada para la visualización individual 

de moléculas, concretamente de ácidos nucleicos y proteínas [100], [101].  

En este trabajo se han empleado BDDs, que a pesar de ser más rugosos que la 

mica, aporta un estudio de la superficie mejor que otros materiales. 

Una gran ventaja que ha proporcionado esta técnica ha sido la capacidad de 

caracterizar y estudiar muestras a escala nanométrica. Así mismo, permite 

medir muestras no conductoras. Es una técnica muy aplicada en el campo de 

los semiconductores para encontrar defectos en las superficies o para obtener 

imágenes de dominios magnéticos en los materiales o en biotecnología, 

logrando imágenes del ADN o de enzimas [21].  
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3. Reactivos, materiales y equipos empleados 
 

3.1. Reactivos 

 

Los reactivos empleados en este trabajo son los descritos a continuación: 

 

- Acetona, C3H6O (pureza mínima 99 %, QUALITY CHEMICALS, CAS Number: 

67-64-1). 

 

- Agua desionizada Milli-Q de conductividad 18,2 MΩ · cm. 

 

- Borohidruro de sodio, NaBH4 (pureza mínima 98%, Alfa Aesar, CAS Number: 

16940-66-2).  

 

- Cloruro potásico, KCl (pureza mínima 99,5%, PanReac AppliChem, CAS 

Number: 7447-40-7).  

 

- Cloruro de cobre (II) dihidratado, CuCl2 · 2H2O (Panreac, Código: 141264).  

 

- Dihidrogenofosfato sódico, NaH2PO4 (pureza mínima 99 %, Sigma-Aldrich, 

CAS Number: 7558-79-4). 

 

- Etanol, C2H6O (alcohol absoluto sin aditivos, pureza mínima 99,8 %, Sigma-

Aldrich, CAS Number: 64-17-5). 

 

- Etilenglicol, C2H6O2 (anhidro al 99,8 %, Sigma-Aldrich, CAS Number: 107-

21-1). 

 

- Galactosa oxidasa, GaOx, (obtenida de Dactylium dendroides, actividad 

enzimática mínima 3000 ud/g sólido, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9028-

79-9). 

 

- Glucosa oxidasa, GOx, (tipo X-S, obtenida de Aspergillus niger liofilizada 

aproximadamente 75% proteína, actividad enzimática mínima 147000 

ud/g sólido, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9001-37-0). 

 

- Hidrogenofosfato sódico, Na2HPO4 (pureza mínima 99 %, Sigma-Aldrich, 

CAS Number: 7558-80-7). 
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- Lactato deshidrogenasa, LDH, (obtenida de rabbit muscle, actividad 

enzimática mínima 600 ud/mg proteína, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9001-

60-9). 

 

- Nafion® solución de resina perfluorada, (5 % w/w en alcoholes alifáticos 

inferiores y agua, contiene entre un 15 y un 20% de agua, Sigma-Aldrich, 

CAS Number: 31175-20-9). 

 

- Nitrato de plata, AgNO3 (Sigma-Aldrich, CAS Number: 7761-88-8). 

 

- Polivinilpirrolidona, PVP, (C6H9NO)n, (Sigma-Aldrich, CAS Number: 9003-39-

8). 

 

- Ureasa (obtenida de Canavalia ensiformis (Jack bean), actividad enzimática 

mínima 63163 ud/g sólido, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9002-13-5). 

 

- β-galactosidasa, βgal, (obtenida de Aspergillus oryzae, actividad enzimática 

mínima 10,9 ud/mg sólido, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9031-11-2). 

 

3.2. Materiales 

 

Los materiales empleados son los siguientes:  

 

- Celda electroquímica de tres electrodos de 3,7 mL: verrerie seule F14 / 

TUB3 / TUB6, VERRE EQUIPEMENTS (0,19 cm2 de área) 

 

- Contraelectrodo placa de platino (2cm x 1 cm). 

 

- Cubeta de cuarzo (10 mm x 10 mm) 

 

- Electrodo de referencia (Ag/AgCl, 3M Nesslab). 

 

- Sustrato de diamante dopado con boro, BDD (NEOCOAT company (La 

Chaux-de-Fonds, Switzerland)). 
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3.3. Muestras de leche 

 

En el desarrollo de este trabajo se han estudiado 9 muestras de leche de 

diferentes cualidades proporcionadas por Calidad Pascual. 

 

- CD: leche clásica desnatada 

 

- CS: leche clásica semidesnatada 

 

- CE: leche clásica entera 

 

- LD: leche sin lactosa desnatada 

 

- LS: leche sin lactosa semidesnatada 

 

- LE: leche sin lactosa entera 

 

- CaD: leche enriquecida en calcio desnatada 

 

- CaS: leche enriquecida en calcio semidesnatada 

 

- CaE: leche enriquecida en calcio entera 

 

3.4. Equipos 

 

Los equipos que se han utilizado para la realización de este trabajo son: 

 

- Baño de ultrasonidos (Ficher chemical, Thermo Fisher Scientific). 

 

- Bomba peristáltica Perimax de Spetec. 

 

- Centrífuga modelo Sorvall Centrifuge ST 8 (Thermo Scientific, USA). 

 

- Espectrofotómetro infrarrojo modelo FT/IR 6600 (Jasco Corporation, 

Japón). 

 

- Espectrofotómetro Ultravioleta-Visible modelo UV-2600 (Shimadzu 

Corporation, Japón). 
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- Microscopio de Fuerza Atómica Molecular (Cypher, asylum Research AFM) 

 

- Potenciostato/Galvanostato modelo Autolab PGSTAT128N (Metrohm). 

 

- Ultrasonidos Vortex 3 (IKA, USA). 
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4. Metodología y desarrollo experimental 
 

4.1. Muestras de leche 

 

Se trabajaron con 9 muestras de leche UHT de diferente composición 

nutricional y contenido graso. La selección incluye leches clásicas, leches sin 

lactosa y leches con calcio y vitamina D; a su vez éstas se dividen en desnatada, 

semidesnatada y entera en función de su contenido graso.  

 

4.2. Caracterización muestras de leche 
 

Con el fin de caracterizar las diferentes muestras de leche, y evaluar su 

contenido nutricional y graso, se han estudiado mediante las técnicas 

espectroscópicas UV-Visible y FTIR. 

 

4.2.1. Espectroscopía Ultravioleta Visible (UV-Vis) 

 

Se han utilizado cubetas de cuarzo donde se deposita la muestra de leche. Se 

realizaron las medidas en absorbancia en el rango visible, es decir, con una 

longitud de onda de entre 200 nm – 800 nm, en el espectrofotómetro mostrado 

en la Figura 7.  

 

 

Figura 7. Espectrofotómetro UV-Visible 

 

Con la técnica UV-Visible se relacionaron bandas de absorción características 

de la leche con la cantidad de grasa de la misma. La grasa de la leche absorbe 

la luz ultravioleta a aproximadamente 205, 230 y 270 nm. La absorción a 205 
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nm se debe a la presencia de dobles enlaces en los grupos de ácidos grasos, 

mientras que la absorción a 230 y 270 nm se debe a dienos y trienos 

conjugados respectivamente [102].  

 

4.2.2. Espectroscopía infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) 

 
Para caracterizar las muestras de leche se ha empleado el accesorio ATR y por 

lo tanto no se ha necesitado ningún sustrato para la realización de las medidas. 

Como se muestra en la Figura 8 se ha colocado un soporte de forma que el 

método de análisis esté lo más regulado posible y así asegurar que las 

condiciones de medida sean las mismas para todas las muestras estudiadas.  

 

 

Figura 8. Montaje del complemento ATR para la medida de leche con la técnica FTIR 

 

Para ello, se ha trabajo en absorbancia con infrarrojo medio. De forma genérica 

se relaciona FTIR con transmitancia, sin embargo en este trabajo se ha 

escogido la absorbancia, ya que es un término actualmente mucho más 

utilizado que la transmitancia [103].  

De la misma forma, se ha trabajado con diferente número de barridos hasta 

optimizar el proceso en 1000, valor para el cual se consigue una buena 

resolución del espectro sin excederse en el tiempo de medida. Al mismo 

tiempo, se estudiaron las diferencias en la leche en función de la temperatura, 

utilizando para ello un controlador de temperatura programable (Figura 9) 
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incrementando la temperatura desde una temperatura ambiente hasta 80ºC, 

optimizando el proceso finalmente a ésta última.  

En el proceso de acondicionamiento es crucial no producir grandes choques de 

temperatura entre la superficie de la muestra y la del ATR, por lo que antes de 

la medida se acondiciona la muestra de leche a la temperatura deseada.  

 

 

Figura 9. Espectrofotómetro FTIR con el complemento ATR y un controlador de temperatura 

 

Para la correcta identificación de los compuestos de la leche es crucial conocer 

su composición, sus tipos de enlaces y las longitudes de onda donde se ven 

reflejadas dichas moléculas. Dichos valores se ven reflejados en la Tabla 2 

[103]–[105]. 
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Tabla 2. Picos característicos de la leche en espectroscopía FTIR 

Componente 
Número de onda 

(cm-1) 
Tipo de enlace 

Modo de 

vibración 

Proteínas 

 

3300 N-H Tensión 

1660-1650 C=O Tensión 

1541-1547 N-H Flexión 

1241-1251 C-N Tensión 

Grasas 

3005 =CH Tensión 

2925-2927 -CH3, -CH2, -CH 
Tensión 

antisimétrica 

2854-2855 -CH3, -CH2, -CH Tensión 

1747 C=O Tensión 

1463 -CH2 Flexión 

1160 C-O Tensión 

960 -HC=CH-(trans) 
Flexión fuera 

del plano 

715 -HC=CH-(cis) 
Flexión fuera 

del plano 

Carbohidratos 

1150-1030 C-O, C-C, C-O-C Tensión 

1000 
Anillo 

carbohidratos 

Anillo de 

vibración 

 

 

4.2.3. Condicionamiento de leche para medidas electroquímicas 

 

Para favorecer la conductividad de las muestras de leche se emplea KCl 0,1M 

actuando como electrolito en el estudio voltamétrico.  La proporción de leche y 

KCl es 1:1, de forma que, si se necesitan 5mL totales (ya que es la capacidad 

aproximada de la celda electroquímica) se mezclaron 2,5 mL de la leche de 

interés con 2,5 mL de KCl 0,1M.  
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4.3. Preparación de los biosensores nanoestructurados 

 

4.3.1. Preparación de disoluciones 

 

Para la realización de los sensores y medidas electroquímicas ha sido 

necesaria la preparación de distintas disoluciones. 

 

4.3.1.1. Borohidruro de sodio, NaBH4 

 

Su uso ha sido necesario en la síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs). Se 

preparó una disolución 2mM de NaBH4, para ello se pesan 8 mg de la muestra 

sólida y se enrasa en un matraz de 100 mL con agua desionizada Milli-Q hasta 

completar el volumen. 

 

4.3.1.2. Cloruro de cobre (II), CuCl2  

 

Esta disolución se ha empleado en el procedimiento de síntesis de los 

nanohilos de plata (AgNWs). Para la obtención de una disolución de 

concentración 1,5·10-4 M, como ha sido este caso, se debió pesar 0,1 mg y se 

disolvió en un matraz de 5 mL con etilenglicol hasta enrasar.  

 

4.3.1.3. Cloruro potásico, KCl 

 

Para preparar una disolución de 500 mL se pesaron 3,728 g del compuesto y 

se enrasó con agua desionizada Milli-Q.  

 

4.3.1.4. Buffer Fosfato  

 

La disolución de buffer fosfato se emplea tanto para la preparación de las 

enzimas, como para el estudio de la respuesta electroquímica de los BDDs. Se 

realiza una disolución de pH 7 0,01M, para preparar 1 L, se pesan 0,732 g de 

NaH2PO4 junto con 0,539 g de Na2HPO4 y se lleva a un matraz aforado de 1L y 

se completa con agua desionizada Milli-Q.  
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4.3.1.5. Nitrato de plata, AgNO3 

 

El nitrato de plata ha sido necesario en dos síntesis distintas, la de los 

nanohilos de plata (AgNWs) y la de las nanopartículas de plata (AgNPs), por lo 

que se han preparado dos disoluciones diferentes. 

Para la síntesis de AgNWs se prepara una disolución una disolución 0,12M de 

AgNO3. Para ello, se pesaron 102 mg del producto en un vidrio de reloj y se 

añadieron a un matraz aforado de 5 mL para enrasar posteriormente con 

etilenglicol.  

Por otro lado, para la síntesis de AgNPs, se preparó una disolución 1mM de 

AgNO3, pesando para ello 16,8 mg y enrasando en un matraz de 100 mL agua 

desionizada Milli-Q hasta completar el volumen. 

 

4.3.1.6. Polivinilpirrolidona, PVP 

 

Una de las disoluciones principales de la síntesis de AgNWs es la PVP. Se 

necesita una disolución 0,36 mM, para ello se pesaron 0,099 g de PVP y se 

disuelvó con etilenglicol en un matraz de 5mL hasta enrasar.  

 

4.3.2. Síntesis de nanohilos de plata (AgNWs) 

 

Para la preparación de los nanohilos de plata se ha seguido una modificación 

del método del poliol [106]. 

Este método se basa en la reducción de un precursor de plata, AgNO3, en 

presencia de etilenglicol como agente reductor. Además, se utiliza 

polivinilpirrolidona, PVP, como surfactante, lo que permiten reducir la tensión 

superficial en el fluido [106] y facilitar la dispersión de los AgNWs. También se 

añade cloruro de cobre (II), CuCl2, para promover el crecimiento de los AgNWs 

y evitar la presencia de iones libres de Ag+  en la solución mediante la formación 

de AgCl [63]. 

EL primer paso en este proceso de síntesis es calentar 5mL de etilenglicol en 

un baño de agua a 160ºC con agitación constante a 400 rpm en un matraz 

redondo de dos bocas, una de ellas conectada a reflujo y la otra tapada con un 

tapón para evitar la evaporación del etilenglicol. Después de 5 minutos, en los 

cuales se ha homogeneizado la temperatura y las condiciones de trabajo, se 

adicionan 50µL de la disolución de CuCl2 preparada con antelación y se deja 

reaccionar en las mismas condiciones durante 5 minutos. A continuación, se 
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añaden gota a gota 2,5mL de AgNO3 y 5mL de PVP de forma simultánea con 

una bomba peristáltica y se deja reaccionar en las mismas condiciones de 

agitación y temperatura durante una hora. Durante este tiempo la disolución 

toma inicialmente un color amarillo característico, debido a la presencia de 

iones de plata, para posteriormente adquirir un tono grisáceo (Figura 10) que 

refleja la presencia de plata metálica. Una vez concluida la reacción, se deja 

enfriar a temperatura ambiente [63].  

 

 

Figura 10. Producto final después del proceso de destilación 

 

Como última parte del proceso, es necesario purificar el producto realizando 

varios lavados. En primer lugar, se añade etanol y se centrifuga a 2000 rpm 

durante 20 minutos. Posteriormente se elimina el sobrenadante que contiene 

los subproductos de la reacción y otros nanomateriales de menor tamaño que 

los AgNWs (normalmente nanoclusters o nanopartículas de plata) y se vuelve a 

añadir etanol para un nuevo lavado. Este proceso se realiza tantas veces como 

se crea necesario hasta obtener un sobrenadante transparente, lo que implica 

que ya no hay impurezas que eliminar [63]. En la Figura 11 se muestran los 

nanohilos purificados y almacenados en tubos Eppendorf.  
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Figura 11. Nanohilos de plata después del proceso de purificación 

 

4.3.3. Síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) 

 

Para la obtención de las nanopartículas de plata se empleó el método Creighton 

[107], uno de los más comunes actualmente ya que permite obtener 

nanopartículas de aproximadamente 10 nm, con una distribución pequeña de 

tamaños.  

La reacción que tiene lugar para la formación de las nanopartículas es la 

siguiente: 

4 AgNO3 + NaBH4 + 3 H2O → 4 Ag + H3BO3 + 3 HNO3 + NaNO3 + 2 H2 

Donde se utiliza el NaBH4 como agente reductor y AgNO3 como precursor 

metálico.  

Se prepara una disolución 2mM de NaBH4 y una disolución 1mM de AgNO3. 

Con los reactivos listos se prepara un baño de hielo, añadiendo 30 mL de 

NaBH4 en un matraz Erlenmeyer y dejando agitar a 400 rpm hasta que la 

temperatura sea uniforme, posteriormente se añade gota a gota, 

aproximadamente una gota por segundo, 10 mL de AgNO3 con pipeta de vidrio. 

Una vez finalizado se obtiene una solución de color amarillo (Figura 12), que 

indica la presencia de nanopartículas de plata. Debido a su alta 

fotosensibilidad es necesario guardar el producto en la nevera cubierto con 

papel de aluminio. 

Las condiciones de reacción deben ser controladas cuidadosamente para 

obtener soluciones estables. Si la agitación es continuada una vez que la 

adición de la sal de plata se concluye, comienza la agregación de partículas y 

la solución amarillo claro se vuelve amarillo oscuro, violeta, verde o gris, 

después de lo cual ocurre la precipitación. También ocurre agregación si la 

reacción es interrumpida antes de terminar la adición de AgNO3. 
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Figura 12. Resultado de la síntesis de AgNPs 

 

4.3.4. Preparación de las enzimas 

 

En este caso se prepararon alícuotas, en disolución buffer fosfato 0,01 M, de 

concentración 5mg/mL para cada una de las enzimas utilizadas. Para ello se 

pesan 5 mg de la enzima y se disuelven 1 mL de buffer fosfato. Finalmente, se 

conservan en congelador a -18ºC muestras de 55μL en tubos Eppendorf. 

 

4.3.5. Preparación de sensores y biosensores 

 

Se desarrollaron diferentes sensores y biosensores con el objetivo de crear dos 

lenguas bioelectrónicas, bioLEs, en ellas se han utilizado sensores basados en 

AgNWs o AgNPs y biosensores formados por la combinación de AgNWs+Enzima 

o AgNPs+Enzima.  

El proceso de preparación de los sensores ha sido el mismo en todos los casos, 

variando únicamente el nanomaterial y la enzima. En la Figura 13 se representa 

de manera esquemática el método de preparación involucrado en el desarrollo 

de los biosensores. 
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Figura 13. Preparación de biosensores 

 

A partir del sustrato limpio, en este caso BDD, se añaden con la técnica drop 

casting 25μL de AgNPs/AgNWs con concentración 2mg/mL en la cara 

conductora del sustrato. Trascurrida una hora aproximadamente se emplea el 

mismo método y se depositan 25μL de la enzima en concentración 5mg/mL. 

Tras una hora más de secado al aire, se añade finalmente el inmovilizador 

enzimático, 25μL de Nafion® disuelto en etanol con una proporción 1:3 

respectivamente. Este último paso únicamente necesita un secado de 20 

minutos, concluido este tiempo ya se tendría el sensor preparado.  

AL finalizar las medidas los sustratos se puedes lavar y reutilizar. El proceso de 

limpieza consiste en sumergir los sustratos en acetona y sonicarlos para un 

primer lavado más superficial de aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, 

se introducen en una disolución piraña de 3 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) y 1 

mL de agua oxigenada (H2O2), donde se limpian en profundidad y se elimina 

cualquier resto adherido a la superficie del electrodo. Finalmente, se limpian 

los electros de los restos de la disolución piraña en agua durante 2 minutos y 

se sumergen en etanol durante 1 minuto para su secado posterior al aire.  
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4.4. Caracterización de los sensores y biosensores basados en 

nanoestructuras 

 

Como se ha comentado al inicio del trabajo, se han desarrollado dos lenguas 

electrónicas con dos nanomateriales de estructura diferente, una con AgNWs y 

otra con AgNPs. 

Ambos elementos han sido sintetizados en el laboratorio para su 

implementación en este trabajo.  

Los AgNWs son materiales extremadamente novedosos, por lo que existen 

diferentes formas de prepararlos. Las dimensiones y estabilidad dependen de 

las condiciones de preparación. Por eso, en este trabajo se ha mejorado el 

método con el fin de obtener una distribución homogénea de tamaños. Por su 

parte, aunque las AgNPs se obtienen de una forma más sencilla, también 

pueden tener una gran dispersión de tamaños si no se ha realizado la síntesis 

de una forma metódica y controlada, por lo que su optimización será 

igualmente de gran importancia. Una vez sintetizados, los nanomateriales se 

han caracterizado mediante diferentes técnicas. 

Para la caracterización con UV-Visible se ha depositado el nanomaterial en un 

sustrato de cuarzo, uno de ellos con AgNWs o AgNPs y otro con los 

nanomateriales (AgNWs o AgNPs) en presencia de la enzima de interés. La 

preparación de éstos se ha realizado en las mismas condiciones que los 

sensores y biosensores. 

Asimismo, se han caracterizado las mismas combinaciones de materiales 

mediante FTIR en un sustrato de ZnSe, cuyo fin es confirmar la correcta 

adsorción de la enzima obre la superficie de los electrodos modificados. 

Finalmente se realizó una caracterización estructural mediante AFM de los 

sensores y biosensores en el sustrato BDD. La finalizad es el estudio de la 

relación de aspecto entre los AgNPs y los AgNWs, la respuesta topográfica de 

éstos en comparación con los modificados enzimáticamente y la diferencias 

que se reflejan entre ellos.  

 

4.5. Caracterización electroquímica  

 

Para el estudio de la respuesta electroquímica de los sensores y biosensores 

se empleó la voltametría cíclica. Con el fin de controlar mejor el área de 

contacto en los electrodos, no se empleó una celda electroquímica estándar, 

sino que se adquirió una diseñada específicamente con este fin (0,19 cm2 de 

área). A pesar de su estructura más novedosa, consta de los mismos elementos 
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que la convencional (Figura 14): un electrodo de referencia (colocado en la 

parte superior), un electrodo de trabajo (conectado en uno de los laterales) y 

un contraelectrodo (en este caso de platino, colocado en el otro lateral de la 

celda de frente al electrodo de estudio).  

Para el montaje de la celda se deben colocar los dos electrodos laterales de 

forma que queden fijos y sin fugas que ocasionen alteraciones en la medida. 

Con los laterales bloqueados, se añaden 5 mL de la mezcla de KCl 0,1M y la 

leche de estudio. Finalmente, se sumerge el electrodo de referencia para cerrar 

el circuito. 

 

Figura 14. Montaje celda electroquímica 

 

Antes de realizar las medidas es crucial realizar ciertas comprobaciones. Es 

importante comprobar que no haya burbujas en las superficies de los 

electrodos, ya que, si el analito no entra en contacto con su superficie, no se 

realizará una medida correcta. Asimismo, las conexiones con los extremos de 

los electrodos deben estar fijas y sin humedades que puedan ocasionar un 

cortocircuito.  
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Figura 15. Potenciostato/Galvanostato multicanal utilizado para el estudio electroquímico 

 

Una vez preparada la celda electroquímica, se conecta al 

Potenciostato/Galvanostato mostrado en la Figura 15. Se selecciona el 

intervalo de potencial sobre el que se realizan las medidas, concretamente, de 

-1V a 1V, iniciando la medida en 0V. La velocidad de barrido es de 100 mV/s y 

se estableció un tiempo de acondicionamiento de 5 segundos. En total se 

realizaron 10 ciclos en cada medida, de forma que la evolución de los ciclos 

permita asegurar una estabilidad en la medida. Por este motivo, se seleccionó 

el último ciclo como voltamograma representativo de la medida.  
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5. Resultados experimentales y discusión 
 

A continuación, se presentan los resultados obtenidos en este trabajo. Señalar 

que el trabajo que se muestra a continuación ha sido publicado en una revista 

indexada internacional con alto índice de impacto. El artículo en cuestión se 

encuentra adjunto como anexo al final de este trabajo.  

 

5.1. Análisis espectroscópico de las leches UHT 

 

El elemento de estudio de este trabajo es la leche. Concretamente leches de 

diferente contenido nutricional y graso.  

Los parámetros fisicoquímicos fueron proporcionados por calidad Pascual y se 

obtuvieron mediante métodos estándar clásicos para la determinación de 

acidez, densidad, grasa, proteínas, contenido de lactosa, materia seca total 

(EST) y materia seca no grasa (ESM). Todos estos parámetros se obtuvieron 

según la normativa vigente que rige el sector [108] y se muestran en la Tabla 

3.  
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Tabla 3. Parámetros físico-químicos de las leches de estudio 

Leches 
Acidez 

(ºD) 

Densidad 

(g/mL) 

Grasa 

(%m) 

Proteinas 

(%m) 

Lactosa 

(%m) 

E.S.M 

(%m) 

E.S.T 

(%m) 

Clásica 

desnatada (CD) 
12,65 1033,55 0,32 3,3 5 9,02 9,33 

Clásica 

semidesnatada 

(CS) 

12,55 1031,60 1,56 3,27 4,91 8,91 10,47 

Clásica entera 

(CE) 
12,17 1029,38 3,56 3,21 4,85 8,78 12,33 

Calcio 

desnatada 

(CaD) 

15,82 1039,47 0,29 3,93 5,59 10,51 10,8 

Calcio 

semidesnatada 

(CaS) 

16,06 1037,29 1,55 3,9 5,49 10,4 11,95 

Calcio entera 

(CaE) 
15,86 1035,71 3,55 3,91 5,54 10,45 14 

Sin Lactosa 

desnatada (LD) 
12,67 1033,57 0,31 3,29 0,36 9,02 9,33 

Sin Lactosa 

semidesnatada 

(LS) 

12,19 1032,09 1,59 3,31 0,42 8,99 10,57 

Sin Lactosa 

entera (LE) 
11,98 1029,4 3,59 3,23 0.31 8.82 12.41 

 

 

5.1.1. Análisis de leche en UV-Visible 

 

Las muestras de leche se caracterizaron con espectroscopía UV-Vis, que puede 

dar información sobre el contenido graso. La leche es un medio complejo con 

grasas y proteínas en suspensión. Por esta razón, y con el fin de garantizar el 

correcto análisis de las muestras de leches, en primera instancia se realizó un 

proceso de optimización para poder definir los parámetros de trabajo que 
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permitan registrar espectros reproducibles y de los que se pueda extraer 

información. 

Por esta razón, la caracterización UV-Vis comenzó optimizando las condiciones 

de medida, en concreto se buscó la dilución óptima, de la leche en agua para 

la correcta identificación de sus componentes.  

Una vez optimizado el método de análisis, se estudiaron las 9 leches UHT con 

esta técnica. El primer paso fue diluir la leche para disminuir la concentración 

de sus componentes. Para ello, se seleccionaron diferentes porcentajes de 

dilución: 66%, 90% y 99% de agua en leche (Figura 16).  
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Figura 16. Espectro UV-Vis de la leche en distintos porcentajes de dilución, a) sin diluir, b) dilución con 

un 66% de agua, c) dilución con un 90% de agua, d) dilución con un 99% de agua. 

 

Como se ve en la Figura 16a), los espectros UV-Visible de leche sin tratar tienen 

un alto nivel de ruido y no presentan la información de forma clara. 

Tal y como se observa en la Figura 16d), se determinó que una dilución al 99% 

de agua proporciona resultados libres de interferencias y con los picos 

perfectamente identificados.  

a) b) 

c) d) 
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En la Figura 17 se recogen los espectros de la leche desnatada, semidesnatada 

y entera. Como era de esperar, la intensidad de absorción aumenta como lo 

hace el contenido de grasa (menor intensidad para la desnatada representada 

en color negro, y superior la entera de color azul) en las longitudes de onda de 

230 nm y 270 nm, lo cual permite determinar su concentración y confirma la 

calidad de los espectros con ese porcentaje de dilución. 
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Figura 17. Espectro UV-Vis de una leche de diferente contenido graso diluida con un 99% de agua. En 

negro leche desnatada, en rojo leche semidesnatada y en azul leche entera.  

 

Una vez optimizado el método, se ha determinado el espectro de absorción de 

las 9 muestras de leche. Para ello todas las muestras han sido diluidas con un 

99% de agua.  

A continuación, se muestra un ejemplo de estos resultados. Se ha decidido 

mostrar un resultado representativo seleccionando un grupo de las 9 leches 

UHT analizadas debido a que la respuesta obtenida con el resto es similar a la 

representada. 

En la Figura 18 se muestra la señal proporcionada por muestras de leche con 

un contenido graso concreto (leche semidesnatada en este caso) pero con 

diferente contenido nutricional. Se puede observar que la diferencia entre 

muestras no es tan clara, ya que el contenido graso de las leches se asemeja 

más, aunque las diferencias entre muestras se pueden justificar con la 

presencia o ausencia de otros componentes. Por ejemplo, la leche sin lactosa 

(espectro rojo) sufre una adulteración en su composición al eliminar dicho 

azúcar, por lo que no es de extrañar que haya un desequilibrio en el contenido 

graso que balancee la ausencia de lactosa en su composición.  
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Figura 18. Espectro UV-Vis de leches semidesnatadas, pero composición nutricional diferente. En negro 

leche clásica, en rojo leche sin lactosa y en azul leche enriquecida calcio y vitamina D.  

 

5.1.2. Análisis de muestras de leche mediante FTIR 

 

Al igual que la caracterización mediante espectroscopía UV-Visible, se planteó 

un proceso que optimizara el análisis de las muestras de leche mediante FTIR.  

En este caso se realizó un estudio que determinara el número de barridos más 

adecuado y las condiciones de temperatura idóneas para la correcta medida 

de la leche.  

En primer lugar, se realizaron diversas pruebas variando el número de barridos 

en la medida con el fin de obtener un equilibrio entre el tiempo de medida y la 

relación señal/ruido del espectro. Esto se debe a que a mayor número de 

barridos el ruido registrado se va corrigiendo y el resultado es un espectro más 

limpio y con menos interferencias. Sin embargo, un mayor número de barridos 

implica más tiempo de análisis, lo cual obstaculiza y alarga la medida 

demasiado tiempo. 
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El resultado de este proceso se muestra en la Figura 19. Donde se observa que 

1000 barridos es un número que implica un tiempo moderado de medida, 20 

minutos, y que refleja un resultado muy similar a los obtenidos con un número 

de barridos más elevado.  

Seguidamente se estudió la influencia de la temperatura en las medidas. Como 

se ha mostrado en la Figura 19 (la optimización del número de barridos) la 

leche no muestra picos significativos a temperatura ambiente. Por ello, se 

realizó un estudio de la influencia de la temperatura en los espectros que se 

muestra en la Figura 20. 

Figura 19. Espectros FTIR con diferentes scans de una muestra leche con diferente contenido graso: 

desnatada (negro), semidesnatada (rojo) y entera (azul). a) 32 scans, b) 250 scans, c) 500 scans, d) 1000 

scans, e) 1500 scans y f) 2000 scans.  

a) b) 

c) 
d) 

e) f) 
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Figura 20. Espectro FTIR en una leche medida a distintas temperaturas. En negro 30ºC, en rojo 45ºC, en 

azul 60ºC y en rosa 80ºC. 

 

Como resultado de la variación de temperatura, el espectro muestra 

diferencias muy significativas. A mayor temperatura el pico correspondiente a 

la presencia de agua, 3600 cm-1, se ve reducido; intensificando así los picos 

correspondientes a las vibraciones del resto de enlaces. No se debe olvidar que 

la leche es en su mayor parte agua, por lo que sobrepasando los 80ºC se podría 

llegar a quemar la muestra adulterando totalmente la medida y disminuyendo 

la intensidad de los picos a partir de aproximadamente 85ºC [109].   

Aplicando los parámetros establecidos en el proceso de optimización, se han 

analizado las 9 muestras de leche empleadas en este trabajo.  

Al igual que en el caso anterior, debido a la similitud en la tendencia de las 

respuestas, sólo se muestran los resultados de un grupo de muestras para 

justificar los resultados obtenidos en este trabajo. 
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Figura 21. Espectro FTIR de leches con el mismo contenido nutricional (leche enriquecida con calcio), 

pero diferente proporción de grasa. En negro la leche desnatada, en rojo la leche semidesnatada y en 

azul la leche entera. 

 

Observando la Figura 21 se pueden evaluar las diferencias entre las muestras 

de leche en función de su contenido graso. Una de las diferencias más 

destacadas se encuentra en los picos obtenidos a 2927 y 2854 cm-1, 

correspondientes a la presencia de los enlaces -CH3, -CH2 y -CH de las cadenas 

alifáticas de la grasa. En la Figura 21 se muestra que el espectro representado 

en color negro (leche desnatada) no refleja dichos picos, mientras que los 

espectros obtenidos tanto como para la leche semidesnatada como la entera, 

muestran la presencia de ambos picos, siendo más intensos para la muestra 

de leche con un mayor contenido graso.  

Asimismo, la presencia de un pico a 1747 cm-1, característico de la presencia 

del enlace C=O de la grasa, resulta interesante. La intensidad de dicho pico en 

el espectro azul (entera) es superior a la del rojo (semidesnatada) y a su vez la 

azul y la roja muestran un pico más intenso que el negro (desnatada). 
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Figura 22. Espectro FTIR de leches enteras, pero composición nutricional diferente. En negro leche 

clásica, en rojo leche sin lactosa y en azul leche con adición de calcio y vitamina D.  

 

La Figura 22 muestra las similitudes encontradas en relación al contenido 

graso y a sus picos característicos. Sin embargo, al comparar leches con un 

contenido graso similar se aprecian otros cambios en los espectros. En especial 

destaca el interés de las vibraciones correspondientes a los carbohidratos, con 

picos característicos en torno a 1150 y 1000 cm-1. Se aprecia cómo la leche 

clásica (representada en color negro) muestra un pico de mayor intensidad que 

la leche sin lactosa o la leche enriquecida con calcio, respuesta lógica ya que 

es la única de las tres leches que no ha sufrido adulteraciones en su 

composición.  

Por otro lado, la variación de la intensidad a 1750, 1660 y 1547 cm-1 en el 

espectro obtenido con la muestra de leche enriquecida en calcio se debe a la 

presencia de dicho metal en la composición de la leche [110].  
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5.2. Desarrollo de una lengua bioelectrónica para análisis de leche 

 

En este trabajo se desarrollaron dos lenguas bioelectrónicas formadas por 

biosensores basadas en nanomateriales de plata (AgNWs y AgNPs) 

combinados con tres enzimas diferentes: galactosa oxidasa, glucosa oxidasa y 

β-galactosidasa; cuya inmovilización posterior se realizó con Nafion®. 

La síntesis de los nanomateriales de plata se realizó en el laboratorio y la 

preparación de los biosensores se realizó tal y como se ha descrito en el 

Capítulo 4: Desarrollo Experimental.  

 

5.2.1. Preparación y caracterización de los sensores 

 

Síntesis y caracterización de los nanomateriales 

 

En primer lugar, se han caracterizado los nanomateriales (AgNWs y AgNPs) y 

los sensores obtenidos con ellos. 

 

  

Figura 23. Espectro UV-Vis de la caracterización de los AgNWs. En rojo los AgNWs sin purificar y en azul 

los AgNWs purificados.  

 

En la Figura 23 se muestran los espectros de absorción del producto de AgNWs 

sin purificar y tras realizar lavados con etanol y posterior centrifugación, 

eliminando así el sobrenadante.  
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En el espectro de los AgNWs sin lavar, se puede observar la presencia de dos 

bandas de absorción características de los AgNWs a 355 nm y 385 nm, que 

corresponde a la absorción longitudinal de los AgNWs y otra en 402 nm 

correspondiente a la absorción transversal de los AgNWs [106]. Hay un tercer 

pico a 434 nm que se atribuye a la presencia de nanopartículas de plata 

obtenidas como residuo durante el proceso de síntesis. Son precisamente 

estas nanopartículas, así como cualquier subproducto de reacción, las que se 

buscan eliminar mediante sucesivos lavados con etanol, por lo que al observar 

el espectro de los AgNWs después de varios lavados, se demuestra la 

eliminación de la presencia del pico a 434 nm [111].  

Al igual que con los AgNWs, una vez obtenidas las nanopartículas se realizó un 

UV-Visible en un rango de 200-800 nm. La posición y la forma de esta banda 

están influenciadas por diferentes factores como el tamaño o la forma de las 

nanopartículas. Sabiendo que cuanto más estrecho sea el pico menos 

dispersión de tamaños hay entre las nanopartículas, se puede considerar que 

se han obtenido nanopartículas homogéneas y monodispersas.  
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Figura 24. Caracterización AgNPs mediantes espectroscopía UV-Vis. En negro, AgNPs sin diluir. En rojo 

AgNPs diluidas (67% de agua). En azul AgNPs diluidas (70% de agua). En rosa AgNPs diluidas (80% de 

agua). 
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Como se observa en la Figura 24, tras optener los AgNPS, se obtuvo una banda 

a 381 nm, que corresponde con la longitud de onda característica de las 

nanopartículas de plata [112].  

Una vez obtenidas se diluyeron hasta obtener el mismo valor de absorbancia 

que en los nanohilos y así, siguiendo la ley de lamber-Beer, se pudo obtener 

una concentración de AgNPs similar a la de AgNWs. Al estar la absorbancia 

directamente relacionada con la concentración del analito se pudo estimar una 

dilución de AgNPs con un 70% de agua (espectro azul de la Figura 24), 

equivalente a la concentración de 2 mg/mL obtenidos de los AgNWs.   

Una vez obtenidos los AgNWs y los AgNPs, se procedió a preparar los sensores 

y biosensores depositando los nanomateriales y las enzimas sobre el sustrato 

BDD tal y como se explicó en el desarrollo experimental. En primer lugar, se 

procedió a la caracterización estructural de los sensores mediante 

espectroscopía y microscopía. Finalmente, en una segunda fase, se estudió su 

respuesta electroquímica.  

 

Caracterización UV-Visible de los biosensores 

 

 

 

Figura 25. Espectro UV-Vis de un sensor modificado con AgNWs (negro) y uno modifiacdo con AgNWs/β-

gal (rojo). 
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La Figura 25 muestra un ejemplo de los espectros de los sensores obtenidos. 

En ellos se puede confirmar la presencia del nanomaterial y del enzima 

observándose una banda de absorción a 280 nm procedente de la presencia 

de enzima [63]. 

Asimismo, los espectros obtenidos para el resto de sensores y biosensores 

son similares.  

Caracterización FTIR de los biosensores 

De la misma forma la correcta adsorción de la enzima sobre la superficie del 

electrodo modificado ha podido demostrarse mediante FTIR. 

 

 

 

Figura 26. Espectro FTIR de un sensor modificado con AgNWs (negro) y uno modificado con AgNWs/β-gal 

(rojo). 

 

En la Figura 26 se observa que el espectro obtenido para los AgNWs no 

presenta picos característicos al no tener enlaces vibracionales, únicamente 

en 1000 y 800 cm-1 se muestran los picos de la plata. Sin embargo, al 

inmovilizar la enzima sobre su superficie, se observan los picos a 1550 y 1650 

cm-1, procedentes de la presencia de las amida de tipo I y II respectivamente, y 

a 1100cm-1, de los grupo hidroxilo de la enzima [63]. 

El espectro obtenido en el resto de sensores y biosensores ha sido similar. 
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Caracterización mediante AFM de los biosensores 

 

Una parte fundamental de este trabajo es la caracterización de los sensores, 

de forma que se puedan dimensionar los nanomateriales y los cambios que se 

reflejan en el área del sustrato con la modificación enzimática.  

En la Figura 27 se ilustran imágenes AFM de los electrodos BDD cubiertos con 

AgNP, AgNW y combinaciones dichos nanomateriales con enzimas.  

 

Figura 27. Topografía AFM de a) AgNP, b) AgNP+β-Gal, d) AgNW, e) AgNW+β-Gal. Perfil AFM de c) AgNP 

(línea punteada azul) y AgNP+β-Gal (línea discontínua roja) f) AgNW (línea discontinua negra) y AgNW+β 

- Gal (línea verde continua). 

 

Las AgNPs se muestran como estructuras esféricas con un diámetro promedio 

de 80 ± 10 nm. Por otro lado, las imágenes de AgNWs mostraron nanohilos 

grandes y homogéneos con un diámetro promedio de 550 ± 43 nm y una 

longitud de 10 ± 2 µm.  

Tras la inmovilización de las enzimas sobre la superficie del nanomaterial, se 

observa un aumento en el tamaño de las nanoestructuras. Esto se ilustra en la 

Figura 26c)-26f), donde se muestran las imágenes topográficas de la enzima 

β-Gal depositadas en AgNPs o AgNWs. Como se observa en la figura, las 

enzimas aparecieron homogéneamente distribuidas sobre la superficie del 

nanomaterial, produciéndose un claro aumento del diámetro de las 

nanoestructuras (diámetros de 180 ± 28 nm para AgNPs+β-Gal y 750 ± 81 nm 

para AgNWs+β-Gal). Se obtuvieron resultados similares con GaOx 

(AgNPs+GaOx diámetro de 173 ± 23 nm; AgNWs+GaOx diámetro de 717 ± 74 

nm) y GOx (AgNPs+GOx diámetro de 160 ± 19 nm; AgNWs+GOx diámetro de 

692 ± 73 nm). 
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Caracterización electroquímica 

 

Antes de comenzar con el estudio electroquímico de los biosensores es 

necesario conocer la respuesta electroquímica del sustrato con el que se está 

trabajando, en este caso BDD. Este voltamograma será el blanco sobre el cual 

se analizarán el resto de respuestas, es decir, que si no se detecta un cambio 

frente a esta respuesta significará que no hay respuesta electroquímica (Figura 

28).  
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Figura 28. Voltamograma dos BDDs sin modificar analizados en buffer fosfato 0,01 M. En negro réplica 

1 y en rojo réplica 2. 

 

A continuación, se estudió la respuesta voltamétrica de los sensores y 

biosensores en la leche. En este estudio, además de analizar la respuesta 

electroquímica, es importante evaluar la repetitividad de las respuestas para 

comprobar que los materiales sensibles están correctamente fijados al 

sustrato. El objetivo es medir la estabilidad de cada sensor y biosensor, 

comprobando que la enzima se ha inmovilizado correctamente y que no ha ido 

desapareciendo con el paso del tiempo o se ha ido disolviendo en la disolución.  
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Figura 29. Estudio de la repetitividad del biosensor de AgNPs + β-Gal + naf en voltametría en leche clásica 

desnatada diluida al 50% con KCl 0,01M. 

 

La Figura 29, muestra cómo el primer ciclo voltamétrico (negro) nunca aporta 

una señal fiable, ya que el sensor no se ha adecuado al medio al inicio de la 

medida y por lo tanto no se puede considerar un resultado fiable. El segundo 

ciclo corresponde a la curva de color rojo, la azul al tercero y así sucesivamente 

hasta llegar al ciclo número 10 de color naranja.  

Estudiando la intensidad de los picos catódicos se observa que la señal 

electroquímica evoluciona desde una intensidad de -40,97 mV hasta -24,50 

mV. Por otro lado, los picos anódicos varían desde 6,14 mV en el segundo ciclo 

hasta 5,46 mV en el último ciclo. Se estudió esta evolución de la señal 

calculando el coeficiente de variación, CV. En el pico catódico se obtuvo un valor 

del 25,15%, mientras que en el pico anódico se obtiene un CV de 5,86 %. Con 

este ejemplo se muestra que la rama de reducción no es tan estable como la 

de oxidación. A continuación, se estudiaron los CVs de dos sensores iguales, 

para comprobar si entre ellos también había esta diferencia en los coeficientes 

de variación y estudiar la reproducibilidad.  

En la Figura 30 se muestra un ejemplo de la reproducibilidad de los sensores 

obtenida mediante voltamperometría en una de las 9 leches de estudio, 

concretamente la leche desnatada clásica.  
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En conclusión, hay que descartar el primer ciclo de medida, pero los CV de los 

siguientes ciclos son razonables. 

 

 
 
 

 

Como se puede observar, hay una mayor variación en el pico catódico 

(potenciales negativos), sin embargo, se puede considerar un sistema 

reproducible ya que no hay ningún coeficiente superior al 5% en potenciales 

positivos (Tabla 4).  

Con la idea de conseguir un sistema lo más fiable posible y teniendo en cuenta 

que es en la rama de reducción donde se producen más interferencias, se 

realizó el estudio estadístico de las bioLEs en la rama de oxidación.  

En la Tabla 4 se muestran los coeficientes de variación, CV (%), de todas las 

leches analizadas en cada sensor y biosensor desarrollado. La respuesta 

obtenida en todos ellos es muy similar a la mostrada en la Figura 30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Voltamogramas de la reproducibilidad de pares de biosensors basados en a) 

AgNWs+GaOx+naf (rojo) y AgNPs+GaOx+naf (negro), b) AgNWs+β-Gal+naf (rojo) y AgNPs+ β-Gal+naf 

(negro) y AgNWs+GOx+naf (rojo) y AgNPs+GOx+naf (negro) en leche desnatada clásica diluida al 50% en 

KCl 0,01M. 
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Tabla 4. Coeficientes de variación (CV (%)) de las dos réplicas de los sensores y biosensores 

Sensor/ 

Biosensor 
CD CS CE LD LS LE CaD CaS CaE 

AgNWs  

+  

naf 
3,6 3,2 4,7 3,5 2,5 2.1 2,3 4,2 4,3 

AgNPs 

+  

naf 
4,2 3,8 3,6 3,6 3,2 0.1 2,8 3,4 4,0 

AgNWs  

+         

β-gal 

+  

naf 

1,5 6,1 4,1 4,5 3,7 2.2 3,5 4,1 2,1 

AgNPs  

+       

 β-gal 

+  

naf 

4,8 8,7 8,3 2,1 2,9 2,2 3,0 2,3 0,7 

AgNWs  

+  

GaOx 

+  

naf 

2,6 3,0 3,1 4,1 3,6 4,2 1,3 4,5 4,1 

AgNPs  

+  

GaOx 

+  

naf 

4,4 2,5 0,1 1,6 2,0 3,4 3,9 3,3 2,5 

AgNWs  

+    

GOx 

+  

naf 

0,9 2,2 2,1 2,1 1,8 2,6 3,7 2,9 2,6 

AgNPs  

+    

GOx 

+  

naf 

1,5 3,8 0,2 1,1 0,9 2,7 4,6 2,5 3,4 

 

CD: clásica desnatada  

LD: sin lactosa desnatada 

CaD: enriquecida con calcio 

desnatada 

CD: clásica semidesnatada  

LS: sin lactosa semidesnatada 

CaS: enriquecida con calcio 

semidesnatada 

CE: clásica entera 

LE: sin lactosa entera 

CaE: enriquecida con calcio 

entera 
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Una vez estudiada la repetitividad y la reproducibilidad del sensor, se estudió 

la diferencia en la respuesta voltamétrica entre el uso de AgNWs y AgNPs. 

En la Figura 30 se mostró no sólo la reproducibilidad, sino también cómo varía 

la posición y la intensidad de las señales voltamétricas en función del 

nanomaterial y de la enzima para una misma leche.  

 

 

Figura 31. Voltamogramas de los biosensores modificados con AgNPs+GaOx+naf (negro) y 

AgNWs+GaOx+naf (rojo) en a) leche desnatada clásica y b) leche desnatada sin lactosa diluidas al 50% 

en KCl 0,01M 

 

En la Figura 31 se muestran dichas respuestas, pero en este caso la posición 

y la intensidad de los picos dependen del nanomaterial de plata y de la leche 

analizada.  

En los ejemplos mostrados en la Figura 30 y la Figura 31, así como en el resto 

de biosensores analizados, las respuestas voltamétricas de los biosensores 

basados en AgNWs fueron más intensas que las respuestas obtenidas por las 

AgNPs. Esto se debe a la antes mencionada relación superficie-volumen de los 

AgNWs, que proporciona más sitios activos en su superficie, mejorando el 

enlace con la enzima en comparación con las AgNPs.  

Con este resultado se demuestra la importancia de la morfología del 

nanomaterial en el desarrollo de biosensores en términos de eficacia y 

sensibilidad. 
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Figura 32.Voltamogramas del biosensor de AgNPs+β-Gal+naf en leche clásica desnatada (negro) y en 

leche sin lactosa desnatada (azul punteado) diluidas en KCl 0,01M al 50%.  

 

En la Figura 32 se demuestra que los biosensores dan respuestas diferentes 

en función de la leche estudiada. En este caso se ha escogido un ejemplo 

donde el pico catódico refleja esta diferencia. Esta respuesta se justifica debido 

a que la leche sin lactosa se basa en transformar la lactosa en sus unidades 

más sencillas, la galactosa y la glucosa, por lo que su contenido en galactosa 

es mayor en esta leche que en la clásica y reacciona con la enzima del 

biosensor.  

 

5.2.2. Lengua bioelectrónica 

 

Una vez caracterizados los sensores y biosensores tanto desde el punto de 

vista estructural como electroquímico, se formaron dos lenguas bioelectrónicas 

basadas en AgNWs y en AgNPs.  

Los sensores y biosensores desarrollados se unieron para formar una red, y 

con ellos se analizaron las 9 leches de estudio. Los datos obtenidos se trataron 

con métodos quimiométricos para evaluar su capacidad de discriminación y 

clasificación.  

En la Tabla 5 y la Tabla 6 se recogen los datos obtenidos de las dos redes de 

biosensores frente a las muestras de leche.  
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Tabla 5. Valor corregido de la intensidad del pico anódico para cada tipo de leche incluida en el estudio 

para cada sensor en la lengua electrónica de AgNPs.  

bioLE  

AgNPs 

Leches 

CD CS CE LD LS LE CaD CaS CaE 

β-gal 

+ 

naf 

1,59 0,69 1,95 0,25 1,11 1,23 0,23 0,13 0,10 

GaOx 

+ 

naf 

4,12 1,04 2,37 3,30 2,99 3,52 3,30 2,83 2,30 

GOx 

+ 

naf 

1,13 2,64 2,76 2,91 0,50 2,59 1,85 2,87 2,13 

CD: clásica desnatada  

LD: sin lactosa desnatada 

CaD: enriquecida con calcio 

desnatada 

CD: clásica semidesnatada  

LS: sin lactosa semidesnatada 

CaS: enriquecida con calcio 

semidesnatada 

CE: clásica entera 

LE: sin lactosa entera 

CaE: enriquecida con calcio 

entera

 

Tabla 6. Valor corregido de la intensidad del pico anódico para cada tipo de leche incluida en el estudio 

para cada sensor en la lengua electrónica de AgNWs. 

bioLE 

AgNWs 

Leches 

CD CS CE LD LS LE CaD CaS CaE 

β-gal 

+ 

naf 

3,67 4,61 5,19 1,56 4,63 7,20 16,64 15,39 12,92 

GaOx 

+ 

naf 

14,51 5,01 4,81 12,11 12,34 2,90 3,32 3,96 13,26 

GOx 

+ 

naf 

4,43 3,25 2,86 3,65 3,67 3,15 2,06 4,01 3,72 

CD: clásica desnatada  

LD: sin lactosa desnatada 

CaD: enriquecida con calcio 

desnatada 

CD: clásica semidesnatada  

LS: sin lactosa semidesnatada 

CaS: enriquecida con calcio 

semidesnatada 

CE: clásica entera 

LE: sin lactosa entera 

CaE: enriquecida con calcio 

entera 
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5.2.2.1. Resultado del análisis estadístico 

 

En primer lugar, se realizó un estudio de la capacidad de las lenguas 

bioelectrónicas de discriminar entre muestras de leche con diferente 

composición, para ello se utilizó el análisis de componentes principales (PCA).  

 

PCA 

 

Se espera que las lenguas electrónicas proporcionen respuestas diferentes 

para cada tipo de leche. Dichas señales, procesadas con una técnica de 

reducción matemática por kernels, son las que se han utilizado para este 

estudio estadístico. 

 

 

Figura 33.A la izquierda, PCA de a) LE de AgNWs y b) LE de AgNPs. A la derecha, gráficos loadings de c) 

LE de AgNWs y d) LE de AgNPs. Resultados de las PCAs de lleches de diferente contenido graso: 

desnatada (tonos rosas), semidesnatada (tonos azules) y entera (tonos verdes); y de diferente contenido 

nutricional; leche clásica (círculos), leche sin lactosa (cuadrados) y leche enriquecida con calcio 

(triángulos). En los loadings las redes de biosensores están representadas por AgNWs+ β-Gal o AgNPs+ 
β-Gal (cuadrados negros), AgNWs+ GaOx o AgNPs+ GaOx (círculos rojos) y AgNWs+ GOx o AgNPs+ GOx 

(triángulos azules) 
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Como se muestra en la Figura 33, la covarianza de la PCA para la lengua 

electrónica de AgNWs (Figura 33a)) fue de 77,9 %, distribuida en 34,2 % (PC1), 

31,5 % (PC2) y 12,2 % (PC3). La discriminación entre las muestras de leche 

estuvo dominada por el contenido de grasa. La leche desnatada apareció en la 

parte frontal del diagrama, la leche entera apareció en la parte posterior y 

superior y la leche semidesnatada apareció en la región entre la leche entera y 

la descremada. 

La varianza de la PCA para la lengua electrónica de AgNPs (Figura 33b)) fue de 

79,2% distribuida en 35,6% (PC1), 27,1% (PC2) y 16,4% (PC3). En este caso 

también se logró la discriminación, pero no se agruparon claramente las leches 

según el contenido de grasa o su composición nutricional. 

Por otro lado, se estudió el gráfico loading de la PCA (Figura 33c) - 33d)). Los 

datos de la bioLE modificada con AgNWs muestran una distribución homogéna 

de las variables ubicadas dentro del círculo de correlación del gráfico. Esta 

distribución es el resultado de la complementariedad de los biosensores 

seleccionados y confirma que todas las variables son significativas para 

obtener un buen modelo de clasificación. La distribución obtenida de la bioLE 

con AgNPs no resultó tan homogénea como la otra, mostrando una menor 

complementariedad que explicaría la menor capacidad de discriminación que 

mostró frente a la modificada con AgNWs.  

 

LDA 

 

Dentro del estudio estadístico, se aplicó el análisis discriminante lineal, LDA, 

para desarrollar un modelo de clasificación predictivo para clasificar las 

muestras de leche en tres grupos: leche clásica, leche enriquecida con calcio y 

leche sin lactosa. Se construyó un modelo de clasificación para cada una de 

las bioLEs desarrolladas.  
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Tabla 7. Resultados de la calibración y validación de los modelos de clasificación LDA para ambas bioLE.  

bioLE de AgNWs 

Calibración 

 Calcio Clásica Sin Lactosa 

Calcio 27 (100%) 0 0 

Clásica 0 27 (100%) 0 

Sin Lactosa 0 0 27 (100%) 

Validación 

 Calcio Clásica Sin Lactosa 

Calcio 27 (100%) 0 0 

Clásica 0 27 (100%) 0 

Sin Lactosa 0 1 (3,7%) 26 (96,3%) 

bioLE de AgNPs 

Calibración 

 Calcio Clásica Sin Lactosa 

Calcio 27 (100%) 0 0 

Clásica 0 27 (100%) 0 

Sin Lactosa 0 0 27 (100%) 

Validación 

 Calcio Clásica Sin Lactosa 

Calcio 26 (96,3%) 1(3,7%) 0 

Clásica 0 27 (100%) 0 

Sin Lactosa 0 0 27 (100%) 
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El modelo fue validado mediante la metodología de validación cruzada “leave 

one-out cross validation”. El modelo LDA mostrado en la Tabla 7 ha generado 

tres grupos diferentes en función del contenido de calcio o de lactosa. Los 

resultados demostraron que las muestras de leche clásica en ausencia y 

presencia de lactosa se agrupan cerca unas de otras, lo cual es lógico según 

las similitudes en las respuestas electroquímicas, mientras que la leche 

enriquecida con calcio presentó mayores diferencias.   

Dicho modelo se ha calculado a partir de los datos registrados mediante la 

bioLE de AgNWs y dio como resultado una precisión de reconocimiento del 

100% para todas las muestras de leche (tasa de error del 0 %) para la 

calibración. Sin embargo, una de las muestras no se clasificó correctamente en 

el estudio de validación, detectándola como leche clásica en lugar de sin 

lactosa (tasa de error de validación del 3,7 %). A pesar de ello se considera un 

sistema fiable con una tasa de error muy pequeña. 

También se realizó el modelo LDA en la bioLE de AgNPs, donde el 100 % de las 

muestras se clasificaron correctamente en una de las tres leches (clásica, 

leche enriquecida con calcio), mientras que, durante la validación cruzada de 

exclusión, una muestra de leche clásica se clasificó incorrectamente como 

enriquecida con calcio (tasa de error de validación del 3,7 %). Este resultado 

muestra, al igual que con la otra bioLE, que el sistema es fiable y es capaz de 

clasificar las muestras de leche en función de su composición nutricional.  

 

PLS 

 

El estudio de la PLS se ha llevado a cabo con la intención de estudiar si, a partir 

de los resultados obtenidos del análisis de las leches con las bioLEs, se podrían 

relacionar los parámetros químicos que la caracterizan.  
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Figura 34. PLS de de las 9 leches UHT analizadas con la bioLE de AgNPs. Leches de diferente contenido 

graso con adición de calacio (óvalo rojo), leches desnatadas clásica y sin lactosa (óvalo rosa), leches 

semidesnatadas clásicas y sin lactosa (óvalo verde) y leches enteras clásicas y sin lactosa (óvalo azul). 
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Figura 35. PLS de las 9 leches UHT analizadas con la bioLE de AgNWs. 
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Observando la Figura 34 correspondiente a la bioLE de AgNWs, se ve que se ha 

conseguido una discriminación según la composición nutricional de la leche 

(rojo) y a su vez se ha podido clasificar en agrupaciones de diferente contenido 

graso (rosa, verde y azul). 

Por otro lado, la Figura 35 representa la bioLE de AgNPs y no muestra la misma 

clasificación que en la de AgNWs, no consiguiendo clasificar tan claramente las 

diferentes muestras de leches en función de su composición. Si se muestran 

agrupaciones entre las leches clásicas y las sin lactosa, pero no con la 

enriquecida con calcio.  

Finalmente, en la Tabla 8 se recogen los resultados obtenidos en el modelo de 

regresión PLS. 

 

Tabla 8. Resultados de la calibración y la validación por PLS de las lenguas bioelectrónicas 

bioLE con AgNWs 

 Acidez 

(ºD) 

Densidad 

(g/ml) 

Grasa 

(%m) 

Proteinas 

(%m) 

Lactosa 

(%m) 

E.S.M 

(%m) 

E.S.T 

(%m) 

R2
c 0,922 0,915 0,901 0,921 0,911 0,898 0,873 

ECMEc 0,031 0,469 0,208 0,096 0,294 0,131 0,112 

R2
p 0,928 0,896 0,885 0,934 0,916 0,882 0,839 

ECMEp 0,111 0,491 0,228 0,415 0,529 0,152 0,253 

bioLE con AgNPs 

 Acidez 

(ºD) 

Densidad 

(g/ml) 

Grasa 

(%m) 

Proteinas 

(%m) 

Lactosa 

(%m) 

E.S.M 

(%m) 

E.S.T 

(%m) 

R2
c 0,916 0,906 0,907 0,915 0,913 0,886 0,870 

ECMEc 0,302 0,291 0,361 0,028 0,210 0,102 0,125 

R2
p 0,908 0,901 0,896 0,904 0,909 0,889 0,840 

ECMEp 0,121 0,268 0,393 0,110 0,471 0,352 0,190 

 

ECMc : "error cuadrático medio de calibración". R2
 c : Coeficiente de correlación en la calibración 

ECMp : "error cuadrático medio de predicción". R2
 p : Coeficiente de correlación en la predicción. 
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Se obtuvieron buenos coeficientes de correlación y se obtuvieron errores 

residuales bajos tanto en la calibración como en la predicción para todos los 

parámetros analizados. Concretamente han sido en las proteínas y la acidez 

donde se han encontrado las mejores correlaciones, resultado que no 

sorprende ya que se encuentran entre los parámetros más utilizados en la 

industria láctea para evaluar la calidad de la leche. La alta correlación con la 

acidez se debe a la fuerte influencia del pH en la actividad enzimática, mientras 

que la buena correlación con la lactosa se debe a las enzimas trabajadas se 

relacionan directamente con la lactosa y los dos componentes de la lactosa: la 

galactosa y la glucosa.  

Asimismo, destaca cómo en la bioLE de AgNWs se consiguió un coeficiente de 

correlación superior al de la bioLE de AgNPs, demostrando de nuevo la ventaja 

de los AgNWs frente a los AgNPs al tener una mayor respuesta enzimática que 

mejora los sensores y biosensores.  
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6. Conclusiones 
 

Las conclusiones a las que se llegaron con el desarrollo de este trabajo fueron:  

 

- Se han optimizado los métodos UV-Visible y FTIR para analizar muestras de 

leche. Además, se ha realizado un estudio de la composición nutricional de 

las leches mediante espectroscopía FTIR.  

 

- Se han desarrollado dos lenguas bioelectrónicas basadas en sensores 

formados por nanomateriales de plata (AgNWs y AgNPs) y enzimas capaces 

de detectar diferentes componentes como la galactosa y la glucosa. Se ha 

demostrado que la combinación de un nanomaterial electrocatalítico con 

material biológico favorece la transferencia electrónica entre el electrodo 

modificado y la disolución mejorando así el rendimiento de los biosensores.   

 

- Se ha demostrado la influencia de la relación de aspecto del nanomaterial 

(AgNWs frente AgNPs). Concretamente, los nanohilos de plata proporcionan 

una superficie activa más eficaz para la inmovilización enzimática debido a 

que presentan una mayor relación superficie-volumen, obteniendo de esta 

forma mejores resultados. 

  

- Se han analizado muestras de leche de interés industrial con las bioLEs. Se 

ha concluido que la capacidad discriminatoria de la bioLE basada en AgNWs 

es superior a la bioLE modificada con AgNPs. No obstante, ambas fueron 

capaces de discriminar 9 muestras diferentes de leche según su 

composición nutricional. 

 

- Se han encontrado excelentes correlaciones con los parámetros químicos 

comúnmente utilizados en el control de calidad de la leche con el método 

PLS, demostrando que la mejor clasificación se consigue con los sensores 

y biosensores modificados con AgNWs. 
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