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RESUMEN

En este trabajo se han desarrollado dos lenguas bioelectronicas
voltamperométricas para el analisis de muestras de leche de diferente
contenido nutricional y graso. Dichas lenguas electrénicas estan formadas por
redes de biosensores basadas en la combinacion de enzimas con nanohilos
(AgNWs) o nanoparticulas (AgNPs) de plata. Estas enzimas son especificas para
la deteccion de azucares presentes en la leche (B-galactosidasa, glucosa
oxidasa y galactosa oxidasa).

El analisis quimiométrico realizado mediante PCA, ha demostrado que la lengua
bioelectronica basada en AgNWs puede discriminar 9 clases de leche con
diferente contenido de grasa (desnatada, semidesnatada y entera), asi como
con diferentes composiciones nutricionales (clasica, enriquecida con calcio y
sin lactosa), con mejores resultados que los AgNPs. Asimismo, la PLS
demuestra que las senales de la red de AgNWs muestra mejores parametros
de correlacion con los parametros fisicoquimicos cominmente utilizados para
evaluar la calidad de la leche.

Palabras clave

Lengua bioelectrdnica (bioLE), biosensores electroquimicos, nanohilos de plata
(AgNWs), nanoparticulas de plata (AgNPs), analisis 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 (AgNWSs) or nanoparticles
(AgNPs). These enzymes are specific for the detection of sugars present in milk
(B-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. Introduccion y objetivos
1.1. Introduccion y justificacion

La industria de alimentacion y bebidas es la primera rama manufacturera del
sector industrial en Espana. Segin los ultimos datos del INE (Estadistica
Estructural de Empresas sector Industrial y Directorio Central de Empresas),
Espana factura 130.795,8 M€ de cifra de negocios, lo que representa el 23,3%
del sector industrial [1], [2].

Cifra de negocios
Millones euros

Industrio cornico 31727
Fobricocion de bebidas 19.581
Productos de alimentacidon animol 14220
Prep. y conservocion frutas y hortalzas 11.209
Accites y grosas 10.436
Productos locteos 9.923
Panoderia y pastos simenticias 9.249
Industria del pescado 6.920
Molineria y olmidones 3.651

Fobricacion otros productos alimenticios 13.859

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

Tal y como se muestra en la Figura 1, el sector lacteo supone casi 10.000
millones de euros al ano de volumen de negocio. Asimismo, factura en torno a
13.000 millones de euros al ano y produce el 8,5% del empleo del sector
agroalimentario, del orden de 60.000 empleos directos. A lo largo de los
Ultimos anos, el sector ha experimentado un incremento constante de las cifras
de produccion y exportacion de productos lacteos. Concretamente, durante el
ano 2021, se estimé 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 supervision, lo que ha dado lugar a una nueva era industrial conocida
como Industria 4.0. Esta cuarta revolucion industrial tiene como objeto
satisfacer las estrictas necesidades del sector con el propdsito de comercializar
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productos que no solo sean aptos para el consumo, sino que ademas
implementen procesos de produccion rapidos, 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 automatizacion, Big Data
o la Inteligencia Artificial, de forma que se controle de forma precisa todas las
etapas de produccion de cualquier proceso [4], [D].

Con esta demanda por parte de la industria y la poblacion, surgen nuevos
grupos de investigacion que estudian posibles mejoras en este sector.

El grupo UVaSens se fund6 en 1992 y es dirigido por la profesora y catedratica
de Quimica Inorganica Maria Luz Rodriguez Méndez del departamento de
Quimica Fisica y Quimica Inorganica, situado en la Escuela de Ingenierias
Industriales. Es un equipo multidisciplinar formado por fisicos, quimicos e
ingenieros, que trabaja en el desarrollo de sensores y biosensores
nanoestructurados y en el diseno de narices y lenguas bioelectronicas para el
analisis y control de calidad en alimentacion [6].

Este trabajo se encuadra en el marco de una colaboracion con la empresa
Calidad Pascual, cuyo objetivo es desarrollar sensores y lenguas electronicas
para el analisis de leche.

1.2. Objetivos

Este trabajo ha tenido como objetivo principal el desarrollo de dos lenguas
bioelectrd nicas avanzadas basadas en nanomateriales metalicos para analizar
muestras de leche de diferentes contenido nutricional y graso. Una de ellas
disenada a partir de nanohilos de plata (AgNWs) y la otra a partir de
nanoparticulas de plata (AgNPs).

No existen trabajos previos en los que se hayan utilizado nanohilos de plata
para la fabricacion de biosensores destinados al analisis de alimentos, por lo
que este trabajo de investigacion resulta novedoso.

Con esta finalidad de trabajo se pretendieron cumplir los siguientes objetivos
especificos:

a) Sintesis de AgNWs y AgNPs a partir del método poliol modificado y el
método Creighton respectivamente. Caracterizacion espectroscopica de
los mismos mediante UV-Visible y FTIR.

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

en diferentes enzimas, dos oxidorreductasas (glucosa oxidasa y
galactosa oxidasa) y una hidrolasa (3-galactosidasa).
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c) Caracterizacion de los sensores y biosensores desarrollados mediante
UV-Visible, FTIR y AFM para garantizar la adsorcion de las enzimas sobre
la superficie de los electrodos modificados, asi como demostrar las
diferencias entre la superficie activa de ambos nhanomateriales de plata.

d) Analisis de la respuesta electroquimica mediante voltamperometria
ciclica de las redes de sensores y biosensores en las diferentes
muestras de leche UHT.

e) Estudio del comportamiento analitico mediante parametros como la
reproducibilidad o la repetitividad de los sensores y biosensores
desarrollados.

f) Estudio de la influencia en la relacion de aspecto entre los nanohilos y
las nanoparticulas 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 bioelectronicas entre distintas muestras de leche UHT
con distintas propiedades nutricionales.

El otro objetivo de este trabajo es el analisis de la leche mediante técnicas
espectroscopicas (FTIR y UV-Visible), de forma que se puedan comparar los
resultados de las distintas leches y evaluar asi su contenido nutricional y graso.
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2. Fundamento teorico

2.1. Industria lactea

Segun el Decreto 2484/1967, de 21 de septiembre, por el que se aprobd el
texto del Codigo Alimentario Espanol, se define a la leche natural como “el
producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostros, del ordeno higiénico,
regular, completo e ininterrumpido de las hembras mamiferas domésticas
sanas y bien alimentadas”. Asimismo, se especifica que la denominacion
genérica de leche comprende Unica y exclusivamente la leche natural de vaca.
Las leches producidas por hembras de otros animales domésticos se
designaran indicando ademas el nombre de la especie correspondiente: leche
de cabra, leche de oveja, de bufala, etc. [7].

La leche es un liquido de composicion y estructura compleja, blanca opaca, de
sabor suave, olor caracteristico y con un pH cercano a la neutralidad. La
materia grasa se encuentra en emulsion, las proteinas constituyen una
suspension, mientras que los restantes componentes (lactosa, otras
sustancias nitrogenadas, minerales,...) estan disueltos [8].

Actualmente existe una necesidad de desarrollar nuevos métodos mas fiables,
mas sensibles y baratos para analizar leche [9]. Una opcién son los sensores
electroquimicos, muy utilizados en el analisis de alimentos [10]. Este tipo de
dispositivos destacan por ser econémicos y reutilizables, asi como faciles de
preparar y modificar. EIl empleo de nanomateriales para modificar la superficie
de los electrodos esta siendo una de las técnicas mas exitosas en el desarrollo
de sensores electroquimicos dadas sus excelentes propiedades
electrocataliticas, el incremento en el area superficial activa, su conductividad
y biocompatibilidad, etc. Con el objetivo de obtener dispositivos mas
especificos y sensibles [11], se puede incorporar material biolégico en su
fabricacion obteniendo los denominados biosensores [9].

Finalmente, una adecuada combinacidon de sensores inespecificos con
biosensores junto con diferentes técnicas de analisis quimiométrico, da lugar
a las lenguas electronicas. Son dispositivos que en los Ultimos anos se han
desarrollado realizando grandes avances el analisis 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

Segun 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 tecnolégico
autorizado que asegure la total destruccion de los gérmenes patégenos y la
casi totalidad de la flora banal (flora microbiana), sin modificacion sensible de
su naturaleza fisico-quimica, caracteristicas biolégicas y cualidades nutritivas.
En funcién del tratamiento térmico que se le aplique se puede distinguir entre
[7]:

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

- Leche UHT: son las leches comerciales envasadas y conservadas a
temperatura ambiente hasta su apertura. Se calientan hasta 140°C
durante un periodo de tiempo muy breve (25 segundos) para a
continuacion enfriar rapidamente hasta 30°C.

- Leche pasteurizada: en este caso también se calienta la leche, pero sélo
hasta 70°C durante 15 segundos, de forma que se eliminan Gnicamente
los microorganismos patégenos. Por lo tanto, es una leche también
comercial, pero con una vida util mucho mas corta y que requiere
conservacion en frio.

2.1.2. Composicion de la leche

La composicion de la leche varia considerablemente con la raza de la vaca, el
estado de lactancia, alimento, época del ano y muchos otros tratamientos. Aun
asi, algunas de las relaciones entre los componentes son muy estables y
pueden ser utilizados para indicar si ha ocurrido alguna variacion en la
composicion de la leche [16].

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

Componentes Promedios generales g/kg
Agua 881,5
Materia seca 119,5
Lactosa 46,1
Grasa 35,1
Proteina total 31,7
Caseina 25
Alblminas 4,15
Cenizas 6,6
Calcio 1,24
Fésforo 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 glandula
mamaria y por las fluctuaciones en el contenido graso que experimenta
la leche a lo largo de su ciclo de lactacion. 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 concentracion
es relativamente constante y promedia alrededor del 5 %. Es un
disacarido formado por la union de dos azucares, la galactosa (12 mg/
100 g) y la glucosa (14 mg/100 g), con un caracteristico sabor dulce,
que en la leche, se ve enmascarado por la caseina. Este azlcar puede
ser fermentado por determinados microorganismos para producir acido
lactico, gas carbonico y otros compuestos importantes como el diacetilo.
El acido lactico origina una disminucion de pH necesaria para lograr la
coagulacion en la elaboracion de leches fermentadas y quesos [16],
[17].
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- Proteinas: la mayor parte del contenido en nitrogeno de la leche se
encuentra en forma de proteinas, concretamente el 95% de la fraccion
nitrogenada, y constituyen el componente mas importante desde el
punto de vista nutritivo. La concentracion de proteina en la leche varia
de 3.0 a 4.0% (30-40 g/L). El porcentaje varia con la raza de la vaca y
en relacion con la cantidad de grasa en la leche. Existe una estrecha
relacion entre la cantidad de grasa y la cantidad de proteina en la leche,
cuanto mayor es la cantidad de grasa, mayor es la cantidad de proteina
Es posible diferenciar dos grandes grupos proteicos en la leche, que
aparecen de manera diferenciada, las caseinas (80%) y las proteinas
séricas o solubles (20%) [8], [16], [17].

- Caseinas: son fosfoproteinas que debido a sus propiedades
fisico-quimicas, precipitan a un pH de 4,6 a una temperatura de
20 °C. Las caseinas se encuentran asociadas con componentes
salinos, como sales de calcio y fosfatos, dando lugar a una
estructura compleja llamada micela. Dentro de las caseinas,
existen cuatro tipos, alfa (), beta (B), kappa (K) y gamma (y) en
proporciones variables, en funcion de su localizacion dentro de
la micela.

- Proteinas séricas: llamadas proteinas del suero o proteinas
solubles, son el conjunto de sustancias nitrogenadas que se
mantienen en disoluciéon cuando las caseinas precipitan. Estan
formadas principalmente por o-lactoalbuminas, B-
lactoglobulinas, seroalbuminas e inmunoglobulinas. Estas
proteinas solubles se diferencian de las caseinas por su
contenido equilibrado en aminoacidos esenciales que les
confieren un excelente valor nutricional, su estructura mas
compacta y su sensibilidad al calor ya que se desnaturalizan a
90-100 °C formando fléculos.

- Grasas: comunmente, la grasa constituye desde el 3,5% hasta el 6,0%
de la leche, variando su cantidad en funcion de la raza de la vaca, la
alimentacion, la estacion del ano, el estado de lactancia o el nimero de
partos del animal. La grasa se encuentra en la leche en suspension
acuosa en forma de pequenos glébulos dispersos de mayor o menor
tamano recubiertos de una membrana que la protege de su degradacion
y en cuyo interior se encuentran los triglicéridos. Esta membrana se
puede alterar facilmente, pudiendo dar lugar a sabores y olores
desagradables, que son mas acentuados cuanto mayor sea el contenido
en materia grasa de la misma. Cada globulo se encuentra rodeado de
una capa de fosfolipidos, que evitan que se aglutinen entre si repeliendo
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otros globulos de grasa y atrayendo agua. De esta forma, siempre que
esta estructura se encuentre intacta, la leche permanece como una
emulsion [16], [17].

- Triglicéridos: se tratan de ésteres de acidos grasos y glicerol.
Conforman el mayor componente de la grasa lactea (98%), por lo
que de ellos dependen sus caracteristicas fisico-quimicas y su
composicion nutricional.

- Fosfolipidos: se presentan en la grasa en menor proporcion, tan
solo un 0,8%. Se distribuyen en la membrana de los globulos de
grasa y en la fase acuosa.

- Minerales y vitaminas: los minerales forman parte de la leche en una
proporcion muy pequena, como se puede observar en la Tabla 1. Sin
embargo, su presencia eleva el valor nutricional de la leche, ademas 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 particulas organicas de pequeno tamano
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, Ey
K) e hidrosolubles (B1, B2, B6, B12 y C) [16], [17].

2.1.3. Propiedades fisico-quimicas

Los parametros fisico-quimicos que se utilizan habitualmente para establecer
la calidad de la leche son los siguientes [17], [18]:

- Punto de congelacion: es la temperatura a la cual se solidifica el
producto. En el caso de la leche se obtiene por debajo de los 0°C, 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 congelacion
entre -0,53°Cy -0,57°C.

- Punto de ebullicion: temperatura a la cual un elemento pasa de estado
liquido a gaseoso. Su valor es un poco superior al agua, por el mismo
motivo por el que el punto de congelacion es ligeramente inferior. En el
caso de la leche, su valor es del orden de 100,17°C.
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- Densidad: es un parametro que no se mantiene constante, sino que
varia en funcion de la temperatura, la concentracion de sélidos disueltos
y en suspensiony la produccion de materia grasa. El valor de la densidad

de la leche de vaca a 15°C se encuentra entre 1.0231 kTg y 1.0398 kTg.

- Viscosidad: se trata de la resistencia que el liquido opone al fluir. La
leche es mas 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
70°C, a temperaturas superiores su relacion 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 acido, entre 6.65y 6.71 en el caso de
la vaca, aunque es un parametro muy dependiente de la temperatura.
La acidez de la leche es |la suma de la acidez debida a la presencia de
caseinas, minerales, acidos organicos y fosfatos, lo que se llama acidez
natural, y la debida al acido lactico y otros acidos procedentes de la
degradacion microbiana de la lactosa, llamada acidez desarrollada. La
leche de vaca tiene un valor de acidez entre 14°D y 18°D.

- Indice de refraccién: en el caso de la leche, es un método determinante
para el calculo de la concentracion de proteinas. Las diferentes
proteinas de la leche no tienen el mismo indice de refraccion, es mas
elevado cuando menor es el volumen especifico.

- Extracto seco total (EST): son los soélidos totales en la leche, es decir, los
componentes de la leche a excepcion 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 sélidos totales

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

- Proteinas, lactosa y grasa son también parametros fisico-quimicos 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 fisico, quimico o biolégico) y transmitir una senal
eléctrica como respuesta a dicho estimulo [19]. A lo largo de los anos se ha ido
reduciendo su tamano, facilitando asi su transporte y su manipulacion [20].

Se puede estructurar un sensor por sus elementos basicos: un receptor, que
recibe la informacion; un transductor, que transforma la senal analitica en una
senal eléctrica; un amplificador, ya que, en ocasiones las senales son muy
pequenas y es necesario amplificarlas y finalmente, un procesador analégico
que recibe la senal proporcionando una respuesta digital que permite registrar
y procesar los datos [21], [22].
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Figura 2. Esquema de la estructura de un sensor

Segln la naturaleza de la medida se emplean distintos tipos de receptores,
concretamente se distinguen dos [23]:

- Fisicos: cuando la informacion es de caracter fisico, es decir, no
intervienen reacciones quimicas, se contemplan parametros como la
presion, el nivel o la temperatura.

- Quimicos: cuando el detector del sensor recibe informacion a partir de
una reaccion quimica. Dentro de éstos se encuentran los biosensores,
que como su propio nombre indica, son aquellos en los que el receptor
es de origen biolégico. Los mas comunes son enzimas, anticuerpos o
ADN.

A su vez los sensores quimicos se pueden clasificar segun diferentes categorias
segun el tipo de transductor utilizado. Algunos de ellos son [11], [23], [24]:
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- Opticos: se basan en la detecciébn de un haz de luz u onda
electromagnética durante la interaccion con las especies quimicas que
se desean determinar. Es un método de analisis no destructivo, ya que
se basa en el cambio de una caracteristica espectroscopica.

- 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 microgravimetria,
es decir, utilizan los cambios de masa que tiene lugar como una
caracteristica de la interaccion de las especies quimicas con el sensor.

- Electroquimicos: estos sensores se fundamentan en un proceso
electroquimico. Las técnicas electroquimicas se caracterizan por ser
sencillas, tener un tiempo de analisis corto, ser sensibles a multitud de
compuestos quimicos y por no requerir procesadores muy complejos.
Hay diversos métodos de deteccion electroquimica en funcion de la
propiedad eléctrica que se vaya a utilizar.

- Resistivos: se mide la variacion de conductividad que se produce tras la
interaccion entre el analito y la pelicula sensible

2.2.1. Biosensores electroquimicos

Los biosensores son aquellos sensores en los que el receptor se modifica con
material biolégico como enzimas, anticuerpos o ADN. Se aprovecha la
especificidad de la relacion enzima-sustrato o anticuerpo-antigeno entre dos
cadenas de ADN de forma que se eleva su sensibilidad [11].

En este trabajo se han desarrollado biosensores electroquimicos en los que se
han combinado enzimas especificas para detectar compuestos en la leche con
nanomateriales electrocataliticos de plata (nanohilos y nanoparticulas de
plata).

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

2.2.1.1. Enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas de forma eficaz,
sin alterar el producto final, manteniendo constante la energia de activacion y
aumentando la velocidad de la reaccion [25]. Son moléculas grandes, fragiles,
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y estables en condiciones muy concretas de operacion, por lo que se
caracterizan por tener un alto nivel de fragilidad que hace que la inmovilizacion
enzimatica sea un paso crucial en el disefio de biosensores enzimaticos [26].

Como catalizadores, presentan caracteristicas cruciales que hacen que sean
mas eficaces que otros catalizadores organicos e inorganicos mas
tradicionales. Entre ellas destacan su alta especificidad, que esta determinada
por el centro activo de la enzima, y su eficacia [23], [25]. Las enzimas se
pueden clasificar en funcion de la reaccion que catalicen. En el desarrollo de
biosensores las mas empleadas son las oxidorreductasas, liasas o hidrolasas;
aunque también existen las transferasas, isomerasas y ligasas [27].

Las enzimas oxidoreductasas catalizan reacciones de oxidacion/reduccion. Al
inmovilizarse sobre un electrodo su actividad redox se ve reflejada gracias al
analisis electroguimico del mismo. La respuesta de este proceso varia en
funcion del centro activo de la enzima y de la transferencia electrénica. En los
sensores de primera generacion se inmoviliza la enzima directamente en el
sustrato, produciéndose la transferencia de electrones del sustrato y oxidando
asi la enzima. Los biosensores de segunda generacion, utilizan mediadores
redox para mejorar la transferencia de electrones que se ve desfavorecida en
los de primera generacion. Por Ultimo, los sensores de tercera generacion 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 electronico
[27], [28].

Al focalizar el trabajo en la industria lactea es necesario implementar enzimas
involucradas en la catalisis de las reacciones que suceden en la obtencion de
procesos lacteos.

- 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 metalico. Su centro de cobre
adopta geometria de coordinacion plana cuadrada o piramidal basada
en cuadrados, asi mismo tiene cinco ligandos coordinadores: dos
tirosinas, dos histidinas y una molécula de disolvente que suele ser agua
[30].

La GaOx cataliza la oxidacion de alcoholes primarios a sus
correspondientes aldehidos, acoplando la oxidacion del sustrato en la
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reduccion de oxigeno a perdxido de hidrégeno. La oxidacion del alcohol
es regjoselectiva y no oxida los alcoholes secundarios [30].

En los productos lacteos, esta enzima se encarga de catalizar la
oxidacion de la D-galactosa presente en la leche para formar D-Galacto-
hexo-dialosa y perdxido de hidrégeno [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 glicoproteina dimérica que consta de dos cadenas
idénticas de polipeptidica que estan unidas covalentemente mediante
enlaces disulfuro. Para actuar como catalizador, la GOx requiere un
cofactor, el flavin adenin dinucleétido (FAD). Este Gltimo actia como el
aceptor inicial de electrones y es reducido a FADH»> [32].

Se encarga de catalizar la oxidacion de la B-D-glucosa para formar D-
glucono-d-lactona y perdxido de hidrégeno, usando oxigeno molecular
como aceptor de electrones. Esta reaccion puede dividirse en un paso
reductor y otro oxidativo. En la media reaccion reductora, la
glucosaoxidasa cataliza la oxidacion de B-D-glucosa a D-glucono-0-
lactona, que se hidroliza no enzimaticamente a acido glucénico [32].

- P -galactosidasa (B-gal)

Esta Gltima enzima es hidrolasa, es decir, que catalizan la ruptura de los
enlaces carbono-oxigeno, carbono-nitrogeno, carbono-azufre y oxigeno-
fosforo mediante hidroélisis [27]. Su estructura es un tetramero de cuatro
cadenas idénticas formadas por aminoacidos. Cada cadena consta de
cinco dominios, el tercero de los cuales es un conjunto o/ de ocho
cadenas que comprende gran parte del sitio activo. Sin embargo, éste
incluye elementos de otros dominios y otras subunidades como la region
N-terminal de las cadenas polipeptidicas [33].

En este caso la B-gal cataliza la hidrélisis de B-D-galactésidos a

monosacaridos. Es decir, se encarga de la ruptura de la lactosa en
glucosa y galactosa [34].
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2.2.1.2. Meétodos de inmovilizacion enzimatica

La eleccion del método de inmovilizacion enzimatica afecta directamente al
funcionamiento del biosensor, principalmente a la sensibilidad, la selectividad
y la estabilidad, ya que influye en la orientacion, la carga, la movilidad, la
estabilidad, la estructura y la actividad biologica de la enzima [25].

Los métodos de inmovilizacion pueden variar desde interacciones débiles
basadas en la absorcion, atrapamiento, la reticulacion o la inmovilizaciéon por
afinidad hasta su inmovilizacion mediante enlaces covalentes [26].

Un método muy utilizado en el desarrollo de biosensores es el cross linking
(entrecruzamiento), utilizando para ello compuestos como el glutaraldehido. 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
glutaraldehido destaca por su simplicidad y la fuerte unién quimica que se
forma entre las moléculas. Su principal inconveniente es que puede producir
pérdidas de la actividad enzimatica debido a la desnaturalizacién 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 facil de realizar y no requiere ninguna modificacion del material
biolégico, por lo que la actividad enzimatica se conserva durante el proceso de
inmovilizacion. La inmovilizacion que atrapa fisicamente la enzima se
caracteriza por aportar estabilidad; sin embargo, puede producir barreras en la
difusion que disminuyan el rendimiento biosensor [26].

En la década de 1970 la compania Du Pont desarroll6 un acido
perfluorosulfénico por copolimerizacion de éter de vinilo perfluorado con
tetrafluoroetileno llamado Nafion® [36]. Este no sélo duplica la conductividad
especifica de la membrana utilizada para la inmovilizacion, sino que también
prolonga la vida Gtil del biosensor [37].

2.2.1.3. Tipos de los electrodos y sustratos

El desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos se realiza utilizando
diferentes materiales que se escogen en funcion de las necesidades que
requiera el experimento: en primer lugar, se realiza la seleccion del sustrato
qgue actuara como electrodo de trabajo y posteriormente, se escogeran los
materiales sensibles 0 nanomateriales para modificarlo y de esta manera
amplificar sus propiedades y mejorar su respuesta electroguimica.

Existe una gran variedad de opciones validas para la fabricacion y modificacion
de sensores y biosensores electroquimicos. 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 estan ya incorporados.

De la misma forma, existe la opcion de creary estructurar un sensor o biosensor
a partir de un sustrato de eleccion y modificarlo posteriormente con el material
o compuesto de eleccion. Hay multitud de opciones posibles: sustratos
fabricados a partir de un material conductor, como 6xido de indio y estano (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 actuara como electrodo de trabajo para el
estudio electroquimico.

Desde la década de 1950 ha sido posible la produccion sintética del diamante
a partir de métodos fisicos de alta presion y alta temperatura. Posteriormente
se han ido modernizando las técnicas de sintesis hasta obtener una red
tetraédrica de carbén 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 inGtil para el estudio electroquimico, a
ambos lados del carbono se encuentran el boro (a la izquierda de la tabla
periodica con dopante de tipo p) y el nitrégeno (a la derecha de la tabla
periédica con dopante tipo n). El boro ocupa la misma posicion que la de los
atomos de carbono desplazados con una energia de activacion menor a la del
nitrégeno y al ser el boro muy favorable para el estudio electroquimico 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. Meétodos de deteccion electroquimica

Hay diversas técnicas de deteccion electroquimica que se pueden emplear en
funcion del tipo de analito, se puede medir el potencial eléctrico y/o la corriente
eléctrica a partir de una celda electroquimica. Los limites de deteccion de estas
técnicas son menores que los espectroscopicos, pero son medidas mas rapidas
y baratas [21]. A continuacion, se exponen algunas de ellas.

Espectroscopia de impedancias

Esta técnica se basa en aplicar una perturbacion sinusoidal, de un potencial
eléctrico determinado, a un electrodo y medir la respuesta obtenida en
corriente dentro de una celda electroquimica, es decir, se representar el
modulo 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 excitacion de corriente alterna que ocurre entre dos
electrodos, el de trabajo y el auxiliar. La impedancia varia con la frecuencia,
variable, del potencial aplicado, de forma que se representa el médulo de
impedancia frente la frecuencia para obtener el espectro de impedancia [47].

Potenciometria

Este método electroquimico se basa en medir la diferencia de potencial en la
superficie del sensor en funcion de la carga idnica presente en la disolucion. Es
decir, se crea un potencial de membrana debido a la diferencia de carga entre
la superficie del sensor y una disolucion patrén interna. El potencial asociado a
un equilibrio quimico que involucra iones se puede describir de forma
cuantitativa por la ecuacion de Nernst [22]:

g=p T Lk
n‘F act

Ecuacion 1. Ecuacién de Nernst
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Donde:

E: potencial electroquimico

E°: potencial estandar

R: constante de los gases (8,3145 J/K-mol)
T: temperatura (K)

n: nimero de moles de electrones transferidos en la reaccion por mol de
reactivo

F: constante de Faraday (96485 C/mol)

Kact: constante de equilibrio termodinamica correspondiente al potencial
especifico de la ecuacion

En la fabricacion de sensores potenciométricos se utilizan membranas que
actian como material sensible, midiendo el potencial de membrana frente a
un electrodo de referencia. Dichas membranas son semipermeables y
especificas a la migracion de determinados iones [21].

La mas 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 disolucion 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*, 0 para detectar una variedad de
cationes [21].

Son sencillos, econémicos y aportan una elevada sensibilidad. Sin embargo, no
tienen una elevada vida Util; la saturacién 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 sélido, en los que la membrana no esta expuesta a un liquido en la parte
interior, sino que la membrana esta 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 rapidos, sensibles y
permiten analizar gran variedad de sustancias [48].
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Amperometria

La amperometria utiliza las medidas de la corriente eléctrica que pasa a través
de una disolucion para producir una oxidacion o reduccion del analito. Por lo
tanto, esta técnica relaciona directamente la corriente con la concentracion 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 especifica y permite determinar masas inferiores a nanogramos de
especies electroactivas.

- Potencial variable: este método de amperometria de potencial variable,
también llamado voltamperométrico, utiliza la corriente como una
funcion 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
organicos.

Voltamperometria

Como se acaba de indicar, en esta técnica se aplica un barrido lineal de
potencial, al que la reaccion respondera haciendo circular una corriente. Dicha
corriente se origina por la oxidacion/reduccion del analito en el electrodo [21].

Para poder decir que el proceso electroquimico es reversible la reaccion redox
se produce facilmente en un sentido o en otro, por lo que la reversibilidad
electroquimica requiere que tanto las especies oxidadas como las reducidas
sean guimicamente estables [22].

Seglin la senal de excitacion aplicada se distinguen distintos tipos de
voltamperometria:

- Voltamperometria lineal: realiza una variacion lineal de la senal entre el
electrodo de trabajo y el de referencia, permitiendo llevar a cabo
polarografias y voltamperometrias hidrodinamicas [21], [22].

- Voltamperometria de pulso diferencial: en este caso cada pulso
potencial es fijo y de valor constante, minimizando asi los efectos de las
corrientes faradaicas, aquellas debidas a la transferencia de electrones
[22], [49].
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- Voltamperometria 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 funcion del potencial en escaldon. Este método es mas sensible y mas
rapido que el de pulso diferencial debido a que la intensidad de la
corriente final es la combinacion de corriente anddica y catddica,
permitiendo discriminar mejor la corriente faradaica de la corriente
capacitiva [50], [51].

- Voltamperometria ciclica: nuevo método cualitativo y cuantitativo que
ha eliminado de la primera posicion a la polarografia como técnica
analisis electroquimica. En esta técnica se aplica un barrido de
potencial mas rapido, lo que facilita la detecciobn de especies
electroactivas, destacando su uso para el estudio de procesos redox y
en la caracterizacion de procesos de transferencia electronica en
bioguimica y quimica macromolecular [52], [53].

En este tipo de voltametria se emplean electrodos de trabajo de platino,
carbono, mercurio o cualquier otro material conductor que sea
electroquimicamente 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 OV, se dirige
a potenciales positivos provocando la oxidacion (pico anddico, ia) y a
continuaciéon se invierte el barrido para originar la reduccion de la
especie oxidada (pico catodico, ic) [22].

La intensidad de corriente se relaciona con la intensidad de los picos
del voltamograma y se relaciona de forma directa con la concentracion
del analito. De la misma forma, la diferencia de potencial entre los picos
es inversamente proporcional al nimero de electrones transferidos
[22]:

0,059
n

Epa — Epe =

Ecuacion 2. Ecuacion de Nernst para pares electroquimicamente reversibles en condiciones
normales de temperatura

Epa: potencial del pico anddico
Epc: potencial del pico anddico

n: namero de moles de electrones transferidos en la reaccion por mol
de reactivo
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Para el correcto funcionamiento de los métodos electroquimicos 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 mas usados y comunes es el electrodo de
plata/cloruro de plata. Su funcionamiento se basa en la medida del potencial
de oxidacion, de valor conocido, de un hilo de plata sumergido en una
disolucion diluida de acido clorhidrico, formandose una capa de cloruro de
plata en el hilo para posteriormente introducirlo en una disolucion 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 nanotecnologia en la industria alimentaria

La nanociencia es la ciencia que estudia y trabaja con estructuras y materiales
de tamano entre 1 nmy 100 nm cuyo interés se basa en las propiedades fisicas
y quimicas que adquiere el compuesto al trabajar a una escala mucho menor
a la habitual [54].

Desde los anos 70, la nanociencia no ha dejado de crecer y de ramificarse a
multitud de campos de aplicacion [55]. De esta manera se ha desarrollado de
forma paralela la nanotecnologia, definida como la técnica para el desarrollo
de maquinas, productos o procesos basados en componentes de escala
nanométrica. Algunos de los principales sectores de aplicacion basados en el
uso de materiales nanoestructurados, centran la nhanociencia en el
procesamiento de la informacion, la nanobiotecnologia, la medicina, la
electronica, entre otros. Otro campo muy activo es el de los sensores, que,
gracias a la nanociencia y a la utilizacion de nanomateriales como materiales
sensibles, han logrado mejorar sus prestaciones de forma drastica. De la
misma forma, establecen sinergias con la combinacion de diferentes tipos de
nanomaterial [54], [56].

Actualmente, la industria alimentaria se enfrenta a la necesidad de controlar
de forma rigurosa y metddica el proceso de produccion, conservacion y
manipulacion 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 analisis en la industria alimentaria. Con
la ayuda de estas nuevas técnicas se han impulsado métodos de analisis
aplicados al control de calidad de los productos, estudio y eliminacion de
sustancias toxicas o0 contaminantes, deteccion y neutralizacion de
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microorganismos, control de proceso y al estudio composicional de los
alimentos. El empleo de la nanociencia y de la nanotecnologia en forma de
nanomateriales permite por tanto elaborar productos de mejor calidad, mas
resistentes, mejor identificados y clasificados y con una mayor durabilidad [56],
[57].

Los nanomateriales destacan por su actividad electrocatalitica, su elevada
relacion superficie/volumen y su gran capacidad de ser modificados en funcion
de las necesidades requeridas, lo que haria 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
nanoparticulas (NPs) o diferentes nanoestructuras metalicas como las
nanofibras o nanoplacas, los nanomateriales con base de carbono como el
fullereno o el grafeno, nanopolimeros, dendrimeros, puntos cuanticos o
nanoarcillas, entre otros [58], [59].

2.3.1. Nanomateriales metalicos. Nanoparticulas y nanohilos

Recientemente, la utilizacion de nanoestructuras de metales de transicion,
oxidos metalicos o aleaciones, en diversos campos, incluidos los sensores, se
ha convertido en un campo muy activo de investigacion [60]. Estos
nanomateriales poseen propiedades opticas, eléctricas, térmicas y cataliticas
excepcionales, muy interesantes para implementaren el desarrollo de
biosensores electroquimicos. Una de las caracteristicas principales es la gran
variedad de tamanos, estructuras y composiciones disponibles para modificar
la superficie del electrodo y con ello, mejorar la transferencia electrénica [58],
[59].

Ademas, cabe destacar sus propiedades biocompatibles, o que les dota con la
capacidad de actuar como catalizadores en reacciones de transferencia
electronica entre la enzima y el electrodo [61].

Dentro de su gran variedad, los nanohilos y las nanoparticulas metalicas
destacan por su alta densidad de enlaces insaturados, lo que proporciona
grandes areas de superficie activa donde tienen lugar las reacciones
electroquimicas. Ademas, su implementacion aporta estabilidad del sensor y
favorece la transferencia acelerada de electrones debido a su elevada
conductividad eléctrica y su elevada actividad catalitica en la
oxidacion/reduccion electroquimica [62].

A pesar de proporcionar grandes ventajas frente al resto de materiales, hay una
gran diferencia entre los nanohilos y las nanoparticulas y es la relacion 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 distribucion homogénea de la enzima a lo largo de la superficie del
nanohilo, obteniendo limites de deteccion inferiores a los obtenidos con
nanoparticulas [63].

Los nanohilos de plata son muy demandados debido a su excelente
conductividad eléctrica y térmica, su alta relacion de aspecto, sus propiedades
mecanicas, su flexibilidad y su resistencia. Todas estas cualidades hacen que
los AgNWs sean muy prometedores en el campo de los sensores y las peliculas
nanoestructuradas [64].

Ha diversos métodos para la sintesis de AgNWs [65]. Existe el método poliol
[66], el método hidrotérmico [67], la sintesis quimica himeda [68] o |a técnica
de fotorreduccion por radiacion ultravioleta [69]. Este trabajo se ha basado en
el método poliol para la sintesis de los nanohilos de plata. El método poliol ha
sido el mas exitoso para la produccion de AGNWs a gran escala y de alta calidad.
Se basa en la reduccion quimica de una sal metalica con un disolvente de
poliol, como la polivinilpirrolidona (PVP), que evita la agregacion de
nanoparticulas [66].

Los principales factores que influyen en la formacion de AgNWs son: la
temperatura y el tiempo de reaccion, ya que se ha demostrado que el poder
reductor aumenta con la temperatura creando asi nanohilos de mayor longitud
y en menos tiempo; la concentracion de PVP, debido a que cuando las cadenas
de PVP son mas largas se producen AgNWs con una relacion longitud-diametro
mayor; la concentracion de AgNOs, es importante alcanzar un equilibrio en su
concentracion porque un exceso de la misma implicaria un nanohilo mas corto
y mayor nimero de nanoparticulas agregadas; y la presencia de iones cloruro,
que facilitan el crecimiento de los AgNWs [66].

2.4. Lenguas electronicas

Una forma de mejorar el analisis de alimentos y bebidas es la combinacion de
los sensores anteriormente descritos a través de una lengua electronica.

Segln dicta la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada, IUPAC, el
término lengua electrénica (LE), se define como un instrumento analitico que
incluye una red de sensores quimicos no selectivos con especificidad parcial
para diferentes componentes de la solucion, 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 electronicas combinan una red de sensores inespecificos, que envian
una senal a un software de reconocimiento de patrones que realiza tratamiento
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estadistico apropiado para el reconocimiento, discriminacion y clasificacion de
las muestras. Es decir, actian de manera analoga a como lo hace el sentido
del gusto humano, cuando la senal enviada por las papilas gustativas llega al
cerebro [15], [71].

Asi, las LEs son capaces de distinguir entre muestras dependiendo de sus
propiedades y composicion. En todos los casos, los sensores deben tener una
especificidad parcial para poder responder a diferentes matrices liquidas, en
lugar de a un compuesto quimico especifico y, por ende, ser capaces de dar
informacion global de la muestra [15].

Las lenguas electronicas por tanto permiten discriminar, analizar, identificar y
clasificar muestras complejas, o que las hace ideales para el control de calidad
de procesos y productos del sector de la alimentacion [12], [13], [15].

Este estudio se ha centrado en el desarrollo de LEs para el analisis de muestras
de leche, ya que, la industria lactea también requiere de estrictos protocolos
para garantizar la calidad del alimento.

La caracterizacion de los productos lacteos, es una tarea dificil debido a la
complejidad y variabilidad inherente de la composicion de estos productos.
Ademas, el uso de procesos tecnoldgicos, como el tratamiento térmico para
reducir la cantidad de microorganismos entre otros, incide directamente en las
propiedades de la leche, asi como cambios fisicos y quimicos que pueden
alterar la funcionalidad de las proteinas y la biodisponibilidad de los nutrientes.
En consecuencia, el desempeno exitoso de las LEs en el reconocimiento de
tipos de leche puede atribuirse a las diferencias en la composicion de la leche
cruda segun el origen animal, las tecnologias de procesamiento aplicadas
durante la produccion 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 (til o aumentar el contenido de proteinas [77], [78]. Los resultados
obtenidos en todos los casos muestran que, a pesar de la complejidad de los
productos lacteos, es posible categorizar y analizar muestras de manera muy
eficiente en todos los casos en los que se utilizan LEs, basandose en diferentes
métodos electroquimicos.

En el caso concreto de las lenguas electronicas voltamétricas, uno de los
primeros trabajos desarrollados en el campo de la industria lactea consistié en
el desarrollo de una LE basada en técnicas voltamétricas para el analisis del
proceso de envejecimiento en jugos de frutas y leche [79]. Continuando con la
misma linea de trabajo, un estudio subsiguiente permitié desarrollar una
lengua electronica voltamétrica para la determinacion de bacterias en leche
fresca durante su almacenamiento [80]. Posteriormente, fue posible la
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combinacion de las senales obtenidas mediante distintas técnicas
electroquimicas como la potenciometria, voltamperometria y conductividad en
el desarrollo de una LE para el analisis de leche fermentada [81]. En otro
trabajo, se desarrolldé una LE basada en sensores serigrafiados, consiguiendo
discriminar entre diferentes muestras de productos lacteos en presencia y
ausencia de colonias bacterianas [82].

Como resumen decir que, a pesar de los numerosos trabajos realizados en el
campo, el analisis de leche mediante lenguas electronicas no es un problema
totalmente resuelto ya que es necesario desarrollar nuevas redes de sensores
especialmente dedicadas a este campo y que ademas sean capaces de tomar
datos en un medio tan complejo, como es la leche, de manera eficiente y
reproducible.

2.4.1. Analisis estadistico 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 reduccion dimensional para reducir el altisimo
ndmero de variables a un nimero menor.

Una vez los datos se han procesado se han de tratar estadisticamente con
técnicas multivariantes que permiten discriminar entre muestras, (utilizando
técnicas como el Analisis de Componentes Principales, PCA, o el Analisis Lineal
discriminante, LDA), clasificar entre clases (utilizando por ejemplo SIMCA o
Support Vector Machines, SVMC) o relacionar los parametros quimicos
obtenidos con los datos obtenidos mediante los sensores utilizando Partial
Leats Squares (PLS) [83], [84].

2.4.1.1. Analisis de componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales es un método no supervisado de
estadistica descriptiva que utiliza la reduccion dimensional para discriminar
entre muestras de caracteristicas diferentes. Para estudiar las relaciones que
se presentan, se puede transformar el conjunto original de variables en otro
conjunto de nuevas variables correlacionadas entre si, de forma que no tenga
repeticion o redundancia en la informacion, 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 segun el orden de importancia en cuanto a la variabilidad total
que recogen de la muestra [87].

2.4.1.2.  Analisis discriminante lineal (LDA)

El analisis discriminante lineal es un sistema muy utilizado para la extraccion
de elementos y reduccion de dimensiones de la matriz de datos de estudio. Los
datos se proyectan en un espacio vectorial de menor dimension de forma que
se maximiza la relacion entre las clases de muestras, logrando asi la maxima
discriminacion [88].

Para interpretar correctamente la matriz de datos se recurren a métodos de
interpolacion como la validacion 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
validaciéon (un Unico grupo), generando tantos grupos como numero de
muestras se tengan. Este proceso se repite tantas veces como nimeros de
muestras haya, dejando un conjunto de muestreo diferente como grupo de
validacién cada vez. Finalmente, se puede comparar el valor que estima el
modelo frente el valor verdadero [89], [90].

2.4.1.3. Minimos cuadrados parciales (PLS)

La regresion de minimos cuadrados parciales es una técnica supervisada de
analisis multivariante orientada a la creacion de modelos de prediccion a partir
de los datos reales, de forma que se utilice para modelar las variables de
respuesta de la forma mas éptima posible [91], [85].

Se desarrolla para evitar el efecto de la multicolinealidad en las estimaciones
de los parametros de una regresion, hay otros métodos que consiguen este
objetivo como la regresion de componentes principales (PCR), pero la PLS es
se caracteriza por ser un método predictivo y por modelar y relacionar
simultaneamente las variables X e Y [92].
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2.5. Técnicas espectroscopicas

Con el fin de evaluar el funcionamiento de la lengua electronica, las muestras
de leche han sido evaluadas también con técnicas espectroscopicas clasicas.

Las técnicas espectroscopicas se basan en el estudio de la interaccion materia-
radiacion electromagnética, de la cual se obtienen espectros que son la
representacion de la luz absorbida a diferentes longitudes de onda (M). La
radiacion electromagnética esta formada por fotones que pueden tener
diferentes energias 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
energia, mientras que al avanzar hacia la derecha la energia disminuye al
aumentar la longitud de onda [22].

< Mayor frecuencia (V)

l(l)“ 1(|)32 ulﬁ" |(')”‘ l(l)“’ ul)“ 1(|)” 1(|)"’ Il()" II()" ll()"‘ 10° 10" v(Hz)
1
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Radio waves
|

1 | I | I vl | | I I I
107 1™ 10" 10" 10t ) net 10t 107 10" 10° 10% 10° 108 (m)
L ot |
RS TSy Mayor longitud de onda (A) —

T Espectro visible =

2 i
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Mayor longitud de onda (},) en mm —»

Figura 4. Espectro electromagnético [93]

Cuando la radiacion incide sobre una muestra los electrones se excitan y para
estudiar este fendomeno se emplean diferentes métodos. Dichos métodos
pueden ser de emision o de absorcion, y estos a su vez pueden realizarse a
nivel atébmico o a nivel molecular [22].

Segln el tipo de radicacion usada, existen distintos tipos de espectroscopia
(Figura 5).
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Figura 5. Técnicas espectroscopicas clasificadas en funcién del método de medida y de si hay o no
ruptura de enlaces.

A lo

largo de este trabajo se han empleado diferentes técnicas

espectroscopicas tanto para la caracterizacion de los sensores como para el
estudio de la leche.

2.5.1. Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

La espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) es una técnica espectroscopica
de absorcion molecular que estudia la absorcion de un haz de luz al atravesar
una muestra. Es una técnica empleada para identificar grupos funcionales y
resulta muy Gtil en la determinacion cuantitativa de compuestos que contienen
grupos cromoforos. La radiacion ultravioleta provoca una excitacién, dando
lugar a un cambio de nivel electronico de los electrones al promocionarse a un
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orbital superior. Cuando mayor sea dicho salto, mayor es la energia que
necesita el electron y por lo tanto los fotones tienen mayor frecuencia y una
longitud de onda menor [22].

Se puede conocer el espectro de absorcion de una especie representando
graficamente la intensidad de la radiacion absorbida (absorbancia) o la
transmitida (transmitancia) frente a la longitud de onda (A), la frecuencia (v), la
energia de los fotones o el nimero de onda (Ecuaciones 3, 4y 5)[21].

Al medir la transmitancia se puede medir la absorbancia y viceversa a partir de
la Ecuacionb [21].

Ecuacion 3. Ecuacion de transmitancia en funcion de la intensidad

4= ~tog (7)
= —log|—
Io

Ecuacion 4. Ecuacion de absorbancia en funcion de la intensidad
A= —log(T)

Ecuacion 5. Ecuacion de relacion de absorbancia y transmitancia

Donde:

lo: intensidad de la luz que pasa a través de la celda de referencia
lk: intensidad de la luz para cada longitud de onda

A: absorbancia de la muestra

T: transmitancia de la muestra

Asi mismo, la ley de Lambert-Beer permite relacionar la absorcion de la luz con
el paso Optico y la concentracion de la muestra. Por ello, se pueden cuantificar
la presencia de ciertos componentes presentes en una muestra (Ecuacion 6)
[21].
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A=¢c-c-1l

Ecuacién 6. Ecuacion de transmitancia en funcion de la intensidad
Donde:
I: longitud del paso 6ptico, dimension de la cubeta (cm)
€: absortividad (L/mol-cm)

c: concentracion (mol/L)

2.5.2. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja se utiliza para analizar las caracteristicas
vibracionales de moléculas, estructuras cristalinas y cristales, utilizando para
ello diferentes tipos de instrumentaciones, donde la mayoria estan equipados
con sistemas de analisis que utilizan transformadas de Fourier [22].

La region del infrarrojo del espectro abarca la radiaciéon con nimeros de onda
comprendidos entre 12800y 10 cm1, que corresponden a longitudes de onda
de 0,78 a 1000 ym-1[21]. Se distinguen tres regiones caracteristicas:

- Infrarrojo cercano: su intervalo de longitud de onda es entre 0,78y 2,5
um, lo que corresponde a un intervalo de nidmero de onda de 12800 a
4000 cm1[21]. Destaca por presentar pocas bandas de absorcion, por
lo que no es muy usado en la determinacion cuantitativa. Sin embargo,
no requiere preparacion de la muestra y ofrece un analisis cuantitativo
sin consumir o destruir la misma [94].

- Infrarrojo medio: el intervalo de longitud de onda recorre desde 2,5
hasta 50 um, que es equivalente a un intervalo de nimero de onda de
4000 a 200 cm1[21]. Permite una facil identificacion de las bandas
especificas del compuesto a analizar, por lo que es donde se dan la
mayoria de las aplicaciones analiticas tradicionales. Finalmente, el
infrarrojo medio es el que aporta mas informacion acerca de la
estructura de los compuestos examinados, utilizandose en la
identificacion de moléculas organicas [94].

- Infrarrojo lejano: tiene un intervalo de longitud de onda entre 50 y 1000
MMy un intervalo de numero de onda de 200 a 10 cm™. La region del
infrarrojo lejano es especialmente atil en la determinacion de
compuestos inorganicos, aunque es una region bastante limitada por
las dificultades experimentales que conlleva [21].
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En el momento de realizar el analisis es importante la seleccion correcta del
portamuestras. Su material debe ser trasparente al paso de la radiacion
infrarroja, no provocar pérdidas por reflexion o dispersion 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 reflexion especular, de
reflexion difusa y de reflexion total atenuada. Se basa en que cuando un haz
luminoso llega a la interfase de un segundo medio cuyo indice de refraccion es
distinto, puede sufrir una reflexion total atenuada. El principio de reflexion total
atenuada, ATR, consiste en someter al haz dptico a una o varias reflexiones en
la interfase entre el aire y un material transparente el IR de indice de refraccion
elevado, como el germanio, sobre el que se deposita la muestra [94]. Permite
analizar muestras sélidas insolubles, muestras liquidas, o aquellas que no
pueden ser colocadas en los soportes habituales para el método de
transmision. Ademas, requiere poca o ninguna preparacion para la mayoria de
las muestras y es una de las técnicas de muestreo mas versatiles [96].

2.6. Microscopio de fuerza atébmica (AFM)

La técnica del microscopio de fuerza atomica, AFM, fue desarrollada por
primera vez en 1986 [97]. Através de la interaccion de la punta con la muestra,
es decir, por la superficie de contacto, se puede estudiar la superficie de la
muestra segin su rugosidad, sus propiedades eléctricas, magnéticas y
mecanicas [98].

En este modelo microscopico la punta, normalmente de silicio, se coloca en un
vastago (cantilever) de forma que se produce una deflexion del mismo cuya
posicion se mide por métodos Opticos. La punta se acerca a la superficie
estableciéndose una interaccion de Van der Waals que depende de la dinamica
punta-muestra. La punta se desplaza sobre la superficie, manteniendo la
fuerza constante, de esta forma, se obtiene la topografia 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 Atémica (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 quimica variable y una alta humectabilidad.
Tiene la gran ventaja de que se puede descomponer facilmente, creando
laminas lisas y flexibles. Ha sido muy empleada para la visualizacion individual
de moléculas, concretamente de acidos nucleicos y proteinas [100], [101].

En este trabajo se han empleado BDDs, que a pesar de ser mas 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. Asi 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
imagenes de dominios magnéticos en los materiales o en biotecnologia,
logrando imagenes 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 continuacion:

- Acetona, C3HsO (pureza minima 99 %, QUALITY CHEMICALS, CAS Number:
67-64-1).

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

- Borohidruro de sodio, NaBH4 (pureza minima 98%, Alfa Aesar, CAS Number:
16940-66-2).

- Cloruro potasico, KCI (pureza minima 99,5%, PanReac AppliChem, CAS
Number: 7447-40-7).

- Cloruro de cobre (Il) dihidratado, CuClz - 2H20 (Panreac, Codigo: 141264).

- Dihidrogenofosfato sodico, NaH2PO4 (pureza minima 99 %, Sigma-Aldrich,
CAS Number: 7558-79-4).

- Etanol, C2HeO (alcohol absoluto sin aditivos, pureza minima 99,8 %, Sigma-
Aldrich, CAS Number: 64-17-5).

- Etilenglicol, CoHeO2 (anhidro al 99,8 %, Sigma-Aldrich, CAS Number: 107-
21-1).

- Galactosa oxidasa, GaOx, (obtenida de Dactylium dendroides, actividad
enzimatica minima 3000 ud/g solido, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9028-
79-9).

- Glucosa oxidasa, GOx, (tipo X-S, obtenida de Aspergillus niger liofilizada
aproximadamente 75% proteina, actividad enzimatica minima 147000

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

- Hidrogenofosfato sédico, NaoHPO4 (pureza minima 99 %, Sigma-Aldrich,
CAS Number: 7558-80-7).
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- Lactato deshidrogenasa, LDH, (obtenida de rabbit muscle, actividad
enzimatica minima 600 ud/mg proteina, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9001-
60-9).

- Nafion® solucion de resina perfluorada, (5 % w/w en alcoholes alifaticos
inferiores y agua, contiene entre un 15 y un 20% de agua, Sigma-Aldrich,
CAS Number: 31175-20-9).

- Nitrato de plata, AgNO3s (Sigma-Aldrich, CAS Number: 7761-88-8).

- Polivinilpirrolidona, PVP, (CeHoNO)n, (Sigma-Aldrich, CAS Number: 9003-39-
8).

- Ureasa (obtenida de Canavalia ensiformis (Jack bean), actividad enzimatica
minima 63163 ud/g sélido, Sigma-Aldrich, CAS Number: 9002-13-5).

- B-galactosidasa, Bgal, (obtenida de Aspergillus oryzae, actividad enzimatica

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

3.2. Materiales

Los materiales empleados son los siguientes:

- Celda electroquimica de tres electrodos de 3,7 mL: verrerie seule F14 /
TUB3 / TUB6, VERRE EQUIPEMENTS (0,19 cm2 de area)

- 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 clasica desnatada

- CS: leche clasica semidesnatada

- CE: leche clasica entera

- LD: leche sin lactosa desnatada

- LS: leche sin lactosa semidesnatada

- LE: leche sin lactosa entera

- CabD: 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 realizacion de este trabajo son:

- Bano de ultrasonidos (Ficher chemical, Thermo Fisher Scientific).
- Bomba peristaltica Perimax de Spetec.
- Centrifuga modelo Sorvall Centrifuge ST 8 (Thermo Scientific, USA).

- Espectrofotometro infrarrojo modelo FT/IR 6600 (Jasco Corporation,
Japon).

- Espectrofotometro Ultravioleta-Visible modelo UV-2600 (Shimadzu
Corporation, Japdn).
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- Microscopio de Fuerza Atomica Molecular (Cypher, asylum Research AFM)

- Potenciostato/Galvanostato modelo Autolab PGSTAT128N (Metrohm).

- Ultrasonidos Vortex 3 (IKA, USA).
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DESARROLLO EXPERIMENTAL
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4. Metodologia y desarrollo experimental

4.1. Muestras de leche

Se trabajaron con 9 muestras de leche UHT de diferente composicion
nutricional y contenido graso. La seleccion incluye leches clasicas, leches sin
lactosay leches con calcio y vitamina D; a su vez éstas se dividen en desnatada,
semidesnatada y entera en funcion de su contenido graso.

4.2. Caracterizacion 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
espectroscopicas UV-Visible y FTIR.

4.2.1. Espectroscopia 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 espectrofotdmetro mostrado
en la Figura 7.

Figura 7. Espectrofotometro UV-Visible

Con la técnica UV-Visible se relacionaron bandas de absorcion caracteristicas
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 absorcion a 205
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nm se debe a la presencia de dobles enlaces en los grupos de acidos grasos,

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

conjugados respectivamente [102].

4.2.2. Espectroscopia 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 ningln sustrato para la realizacion de las medidas.
Como se muestra en la Figura 8 se ha colocado un soporte de forma que el
método de analisis esté lo mas regulado posible y asi 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 mas
utilizado que la transmitancia [103].

De la misma forma, se ha trabajado con diferente nGmero de barridos hasta
optimizar el proceso en 1000, valor para el cual se consigue una buena
resolucion del espectro sin excederse en el tiempo de medida. Al mismo
tiempo, se estudiaron las diferencias en la leche en funcion de la temperatura,
utilizando para ello un controlador de temperatura programable (Figura 9)

74



TR
doo)

ESCUELA DE INGENERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

incrementando la temperatura desde una temperatura ambiente hasta 80°C,
optimizando el proceso finalmente a ésta Ultima.

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. Espectrofotémetro FTIR con el complemento ATR y un controlador de temperatura

Para la correcta identificacion de los compuestos de la leche es crucial conocer
su composicion, 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 caracteristicos de la leche en espectroscopia FTIR

Nudmero de onda . Modo de
Componente ] Tipo de enlace . o2
(cm™) vibracion
3300 N-H Tensién
B I 1660-1650 C=0 Tension
1541-1547 N-H Flexion
1241-1251 C-N Tension
3005 =CH Tension
29252927 _CHs, -CHa, -CH Tension
antisimétrica
2854-2855 -CHs -CHa, -CH Tension
1747 C=0 Tensién
Grasas 1463 CHa Flexion
1160 CO Tension
Flexion fuera
960 -HC=CH-(trans)
del plano
715 “HC=CH-(cis) Flexion fuera
del plano
1150-1030 C-0, CC, C-0-C Tension
Carbohidratos 1000 Anillo Anillo de
carbohidratos vibracion

4.2.3. Condicionamiento de leche para medidas electroquimicas

Para favorecer la conductividad de las muestras de leche se emplea KCI 0,1M
actuando como electrolito en el estudio voltamétrico. La proporcion de leche 'y
KCl es 1:1, de forma que, si se necesitan 5mL totales (ya que es la capacidad
aproximada de la celda electroquimica) se mezclaron 2,5 mL de la leche de
interés con 2,5 mL de KCI 0,1M.
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4.3. Preparacion de los biosensores nanoestructurados
4.3.1. Preparacion de disoluciones

Para la realizacion de los sensores y medidas electroquimicas ha sido
necesaria la preparacion de distintas disoluciones.

4.3.1.1. Borohidruro de sodio, NaBH4

Su uso ha sido necesario en la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs). Se
prepar6 una disolucion 2mM de NaBHa4, para ello se pesan 8 mg de la muestra
sélida 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), CuClz

Esta disolucion se ha empleado en el procedimiento de sintesis de los
nanohilos de plata (AgNWs). Para la obtencion de una disolucion de
concentracion 1,5:104 M, como ha sido este caso, se debid pesar 0,1 mgy se
disolvié en un matraz de 5 mL con etilenglicol hasta enrasar.

4.3.1.3.  Cloruro potasico, KCI

Para preparar una disoluciéon de 500 mL se pesaron 3,728 g del compuesto y
se enraso6 con agua desionizada Milli-Q.

4.3.1.4. Buffer Fosfato

La disolucion de buffer fosfato se emplea tanto para la preparacion de las
enzimas, como para el estudio de la respuesta electroquimica de los BDDs. Se
realiza una disolucion 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 1Ly
se completa con agua desionizada Milli-Q.
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4.3.1.5. Nitrato de plata, ASNO3

El nitrato de plata ha sido necesario en dos sintesis distintas, la de los
nanohilos de plata (AgNWSs) y la de las nanoparticulas de plata (AgNPs), por lo
que se han preparado dos disoluciones diferentes.

Para la sintesis de AgNWs se prepara una disolucion una disolucion 0,12M de
AgNOs. Para ello, se pesaron 102 mg del producto en un vidrio de reloj y se
anadieron a un matraz aforado de 5 mL para enrasar posteriormente con
etilenglicol.

Por otro lado, para la sintesis de AgNPs, se prepar6 una disolucion 1mM de
AgNOs, 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 sintesis de AgNWs es la PVP. Se
necesita una disolucion 0,36 mM, para ello se pesaron 0,099 g de PVP y se
disuelvo con etilenglicol en un matraz de 5mL hasta enrasar.

4.3.2. Sintesis de nanohilos de plata (AgNWs)

Para la preparacion de los nanohilos de plata se ha seguido una modificacion
del método del poliol [106].

Este método se basa en la reduccion de un precursor de plata, AgNOs, en
presencia de etilenglicol como agente reductor. Ademas, se utiliza
polivinilpirrolidona, PVP, como surfactante, lo que permiten reducir la tension
superficial en el fluido [106] y facilitar la dispersion de los AgNWs. También se
anade cloruro de cobre (Il), CuCly, para promover el crecimiento de los AGNWs
y evitar la presencia de iones libres de Ag* en la solucidon mediante la formacion
de AgCl [63].

EL primer paso en este proceso de sintesis es calentar 5mL de etilenglicol en
un bano de agua a 160°C con agitacion constante a 400 rpm en un matraz
redondo de dos bocas, una de ellas conectada a reflujo y la otra tapada con un
tapon para evitar la evaporacion del etilenglicol. Después de 5 minutos, en los
cuales se ha homogeneizado la temperatura y las condiciones de trabajo, se
adicionan 50pL de la disolucion de CuCl. preparada con antelacion y se deja
reaccionar en las mismas condiciones durante 5 minutos. A continuacion, se
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anaden gota a gota 2,5mL de AgNOs y 5mL de PVP de forma simultanea con
una bomba peristaltica y se deja reaccionar en las mismas condiciones de
agitacion y temperatura durante una hora. Durante este tiempo la disolucion
toma inicialmente un color amarillo caracteristico, debido a la presencia de
iones de plata, para posteriormente adquirir un tono grisaceo (Figura 10) que
refleja la presencia de plata metalica. Una vez concluida la reaccion, se deja
enfriar a temperatura ambiente [63].

Figura 10. Producto final después del proceso de destilacion

Como ultima parte del proceso, es necesario purificar el producto realizando
varios lavados. En primer lugar, se anade etanol y se centrifuga a 2000 rpm
durante 20 minutos. Posteriormente se elimina el sobrenadante que contiene
los subproductos de la reaccion y otros nanomateriales de menor tamano que
los AgNWs (normalmente nanoclusters o nanoparticulas de plata) y se vuelve a
anadir etanol para un nuevo lavado. Este proceso se realiza tantas veces como
se crea necesario hasta obtener un sobrenadante transparente, lo que implica
gue 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 purificacion

4.3.3. Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)

Para la obtencion de las nanoparticulas de plata se empleé el método Creighton
[107], uno de los mas comunes actualmente ya que permite obtener
nanoparticulas de aproximadamente 10 nm, con una distribucion pequena de
tamanos.

La reaccion que tiene lugar para la formacion de las nanoparticulas es la
siguiente:

4 AgNO3 + NaBH4 + 3 H20 — 4 Ag + H3BO3 + 3 HNO3 + NaNOs + 2 Ho

Donde se utiliza el NaBH4 como agente reductor y AgNOs como precursor
metalico.

Se prepara una disolucion 2mM de NaBHs4 y una disolucion 1mM de AgNOs.
Con los reactivos listos se prepara un bano de hielo, anadiendo 30 mL de
NaBHs4 en un matraz Erlenmeyer y dejando agitar a 400 rpm hasta que la
temperatura sea uniforme, posteriormente se anade gota a gota,
aproximadamente una gota por segundo, 10 mL de AgNO3 con pipeta de vidrio.
Una vez finalizado se obtiene una solucion de color amarillo (Figura 12), que
indica la presencia de nanoparticulas de plata. Debido a su alta
fotosensibilidad es necesario guardar el producto en la nevera cubierto con
papel de aluminio.

Las condiciones de reaccion deben ser controladas cuidadosamente para
obtener soluciones estables. Si la agitacion es continuada una vez que la
adicion de la sal de plata se concluye, comienza la agregacion de particulas y
la solucién amarillo claro se vuelve amarillo oscuro, violeta, verde o gris,
después de lo cual ocurre la precipitacion. También ocurre agregacion si la
reaccion es interrumpida antes de terminar la adicion de AgNOs.
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Figura 12. Resultado de la sintesis de AgNPs

4.3.4. Preparacion de las enzimas

En este caso se prepararon alicuotas, en disolucion buffer fosfato 0,01 M, de
concentracion 5bmg/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 -18°C muestras de 55uL en tubos Eppendorf.

4.3.5. Preparacion de sensores y biosensores

Se desarrollaron diferentes sensores y biosensores con el objetivo de crear dos
lenguas bioelectronicas, bioLEs, en ellas se han utilizado sensores basados en
AgNWs o AgNPs y biosensores formados por la combinacion de AGNWs+Enzima
0 AgNPs+Enzima.

El proceso de preparacion de los sensores ha sido el mismo en todos los casos,
variando Unicamente el nanomaterial y la enzima. En la Figura 13 se representa
de manera esquematica el método de preparacion involucrado en el desarrollo
de los biosensores.
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Figura 13. Preparacion de biosensores

A partir del sustrato limpio, en este caso BDD, se anaden con la técnica drop
casting 25uL de AgNPs/AgNWs con concentracion 2mg/mL en la cara
conductora del sustrato. Trascurrida una hora aproximadamente se emplea el
mismo método y se depositan 25uL de la enzima en concentracion 5mg/mL.
Tras una hora mas de secado al aire, se anade finalmente el inmovilizador
enzimatico, 25uL de Nafion® disuelto en etanol con una proporcion 1:3
respectivamente. Este Ultimo paso Unicamente necesita un secado de 20
minutos, concluido este tiempo ya se tendria 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 mas superficial de aproximadamente 5 minutos. Posteriormente,
se introducen en una disolucion pirana de 3 mL de acido sulfarico (H2S04) y 1
mL de agua oxigenada (H202), 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 disolucion pirana 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, Caracterizacion de los sensores y biosensores basados en
nanoestructuras

Como se ha comentado al inicio del trabajo, se han desarrollado dos lenguas
electrénicas con dos nanomateriales de estructura diferente, una con AgNWs'y
otra con AgNPs.

Ambos elementos han sido sintetizados en el laboratorio para su
implementacion 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 preparacion. Por eso, en este trabajo se ha mejorado el
método con el fin de obtener una distribucion homogénea de tamanos. Por su
parte, aunque las AgNPs se obtienen de una forma mas sencilla, también
pueden tener una gran dispersion de tamanos si no se ha realizado la sintesis
de una forma metddica y controlada, por lo que su optimizacion sera
igualmente de gran importancia. Una vez sintetizados, los nanomateriales se
han caracterizado mediante diferentes técnicas.

Para la caracterizacion 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
preparacion 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
adsorcion de la enzima obre la superficie de los electrodos modificados.

Finalmente se realizd una caracterizacion estructural mediante AFM de los
sensores y biosensores en el sustrato BDD. La finalizad es el estudio de la
relacion de aspecto entre los AgNPs y los AgNWs, la respuesta topografica de
éstos en comparacion con los modificados enzimaticamente y la diferencias
que se reflejan entre ellos.

4.5. Caracterizacion electroquimica

Para el estudio de la respuesta electroquimica de los sensores y biosensores
se empled la voltametria ciclica. Con el fin de controlar mejor el area de
contacto en los electrodos, no se emple6 una celda electroquimica estandar,
sino que se adquirid una disenada especificamente con este fin (0,19 cm2 de
area). A pesar de su estructura mas 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 anaden 5 mL de la mezcla de KCI 0,AM y la
leche de estudio. Finalmente, se sumerge el electrodo de referencia para cerrar
el circuito.

.

/3"
CH

o
«r

Figura 14. Montaje celda electroquimica

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, nho se
realizara 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 electroquimico

Una vez preparada la celda electroquimica, 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 OV. La velocidad de barrido es de 100 mV/sy
se establecié un tiempo de acondicionamiento de 5 segundos. En total se
realizaron 10 ciclos en cada medida, de forma que la evolucion de los ciclos
permita asegurar una estabilidad en la medida. Por este motivo, se selecciond
el ultimo ciclo como voltamograma representativo de la medida.
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CAPITULO 5
RESULTADOS
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5. Resultados experimentales y discusion

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en este trabajo. Senalar
que el trabajo que se muestra a continuacion ha sido publicado en una revista
indexada internacional con alto indice de impacto. El articulo en cuestion se
encuentra adjunto como anexo al final de este trabajo.

5.1. Analisis espectroscopico de las leches UHT

El elemento de estudio de este trabajo es la leche. Concretamente leches de
diferente contenido nutricional y graso.

Los parametros fisicoquimicos fueron proporcionados por calidad Pascual y se
obtuvieron mediante métodos estandar clasicos para la determinacion de
acidez, densidad, grasa, proteinas, contenido de lactosa, materia seca total
(EST) y materia seca no grasa (ESM). Todos estos parametros se obtuvieron
segln la normativa vigente que rige el sector [108] y se muestran en la Tabla
3.
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Leches

Clasica
desnatada (CD)

Clasica
semidesnatada
(CS)

Clasica entera
(CE)

Calcio
desnatada
(CaD)
Calcio
semidesnatada
(CaS)

Calcio entera
(CaE)

Sin Lactosa
desnatada (LD)

Sin Lactosa
semidesnatada
(LS)

Sin Lactosa
entera (LE)

Tabla 3. Parametros fisico-quimicos de las leches de estudio

Acidez Densidad Grasa Proteinas Lactosa
(°D) (&mL)  (%m) (%m) (%m)
12,65 1033,55 0,32 3,3 5
12,55 1031,60 1,56 3,27 4,91
12,17 1029,38 3,56 3,21 4,85
15,82 1039,47 0,29 3,93 5,59
16,06 1037,29 1,55 3,9 5,49
15,86 1035,717 3,55 3,91 5,54
12,67 1033,57 0,31 3,29 0,36
12,49 1032,09 1,59 3,31 0,42
11,98 1029,4 3,59 3,23 0.31

5.1.1. Analisis de leche en UV-Visible

E.S.M
(%m)

9,02

8,91

8,78

10,51

10,4

10,45

9,02

8,99

8.82
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ES.T
(%m)

9,33

10,47

12,33

10,8

11,95

14

9,33

10,57

12.41

Las muestras de leche se caracterizaron con espectroscopia UV-Vis, que puede
dar informacién sobre el contenido graso. La leche es un medio complejo con
grasas y proteinas en suspension. Por esta razon, y con el fin de garantizar el
correcto analisis de las muestras de leches, en primera instancia se realizé un
proceso de optimizacion para poder definir los parametros de trabajo que
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permitan registrar espectros reproducibles y de los que se pueda extraer
informacion.

Por esta razon, la caracterizacion UV-Vis comenz6 optimizando las condiciones
de medida, en concreto se busco la dilucion éptima, de la leche en agua para
la correcta identificacion de sus componentes.

Una vez optimizado el método de analisis, se estudiaron las 9 leches UHT con
esta técnica. El primer paso fue diluir la leche para disminuir la concentracion
de sus componentes. Para ello, se seleccionaron diferentes porcentajes de
dilucion: 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 dilucién, a) sin diluir, b) dilucién con
un 66% de agua, c) dilucion con un 90% de agua, d) dilucion 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 informacion de forma clara.

Tal y como se observa en la Figura 16d), se determind que una dilucion al 99%
de agua proporciona resultados libres de interferencias y con los picos
perfectamente identificados.
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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 absorcion 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 nmy 270 nm, lo cual permite determinar su concentracion y confirma la
calidad de los espectros con ese porcentaje de dilucion.

Absorbancia

T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

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 absorcion de
las 9 muestras de leche. Para ello todas las muestras han sido diluidas con un
99% de agua.

A continuacion, 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 senal 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
mas, 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 adulteracion en su composicion al eliminar dicho
azucar, por lo que no es de extranar que haya un desequilibrio en el contenido
graso que balancee la ausencia de lactosa en su composicion.
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Figura 18. Espectro UV-Vis de leches semidesnatadas, pero composicion nutricional diferente. En negro
leche clasica, en rojo leche sin lactosa y en azul leche enriquecida calcio y vitamina D.

5.1.2. Analisis de muestras de leche mediante FTIR

Al igual que la caracterizacion mediante espectroscopia UV-Visible, se planted
un proceso que optimizara el analisis de las muestras de leche mediante FTIR.

En este caso se realiz6 un estudio que determinara el nimero de barridos mas
adecuado y las condiciones de temperatura idéneas para la correcta medida
de la leche.

En primer lugar, se realizaron diversas pruebas variando el nimero de barridos
en la medida con el fin de obtener un equilibrio entre el tiempo de medida y la
relacion senal/ruido del espectro. Esto se debe a que a mayor nimero de
barridos el ruido registrado se va corrigiendo y el resultado es un espectro mas
limpio y con menos interferencias. Sin embargo, un mayor nimero de barridos
implica mas tiempo de analisis, lo cual obstaculiza y alarga la medida
demasiado tiempo.
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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, ¢) 500 scans, d) 1000
scans, e) 1500 scans y f) 2000 scans.

El resultado de este proceso se muestra en la Figura 19. Donde se observa que
1000 barridos es un namero que implica un tiempo moderado de medida, 20
minutos, y que refleja un resultado muy similar a los obtenidos con un nidmero
de barridos mas elevado.

Seguidamente se estudio la influencia de la temperatura en las medidas. Como
se ha mostrado en la Figura 19 (la optimizacion del niUmero de barridos) la
leche no muestra picos significativos a temperatura ambiente. Por ello, se
realizd un estudio de la influencia de la temperatura en los espectros que se
muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Espectro FTIR en una leche medida a distintas temperaturas. En negro 30°C, en rojo 45°C, en
azul 60°C y en rosa 80°C.

Como resultado de la variacion 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 asi 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 80°C se podria
llegar a quemar la muestra adulterando totalmente la medida y disminuyendo
la intensidad de los picos a partir de aproximadamente 85°C [109].

Aplicando los parametros establecidos en el proceso de optimizacion, 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, solo 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 proporcion 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 funcion de su contenido graso. Una de las diferencias mas
destacadas se encuentra en los picos obtenidos a 2927 y 2854 cmt,
correspondientes a la presencia de los enlaces -CHs, -CH2 y -CH de las cadenas
alifaticas 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 mas intensos para la muestra
de leche con un mayor contenido graso.

Asimismo, la presencia de un pico a 1747 cm, caracteristico de la presencia
del enlace C=0 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 mas intenso que el negro (desnatada).

98



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid

0,7 4
0. /
0,5
lI
0.4
J
J

0.3 1

Absorbancia

0.2 +

f
| E*qty/

0.1+

SR

0,0 1

'0-1 4 T L T T T X T 2 L] - T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm-1)

Figura 22. Espectro FTIR de leches enteras, pero composicion nutricional diferente. En negro leche
clasica, en rojo leche sin lactosa y en azul leche con adicién de calcio y vitamina D.

La Figura 22 muestra las similitudes encontradas en relacion al contenido
graso y a sus picos caracteristicos. 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 caracteristicos en torno a 1150 y 1000 cm-1. Se aprecia como la leche
clasica (representada en color negro) muestra un pico de mayor intensidad que
la leche sin lactosa o la leche enriquecida con calcio, respuesta légica ya que
es la Unica de las tres leches que no ha sufrido adulteraciones en su

composicion.

Por otro lado, la variacion de la intensidad a 1750, 1660 y 1547 cm en el
espectro obtenido con la muestra de leche enriquecida en calcio se debe a la
presencia de dicho metal en la composicién de la leche [110].
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5.2. Desarrollo de una lengua bioelectronica para analisis de leche

En este trabajo se desarrollaron dos lenguas bioelectronicas formadas por
biosensores basadas en nanomateriales de plata (AgNWs y AgNPs)
combinados con tres enzimas diferentes: galactosa oxidasa, glucosa oxidasa y
B-galactosidasa; cuya inmovilizacion posterior se realizd con Nafion®.

La sintesis de los nanomateriales de plata se realizdé en el laboratorio y la
preparacion de los biosensores se realizd tal y como se ha descrito en el
Capitulo 4: Desarrollo Experimental.

5.2.1. Preparacion y caracterizacion de los sensores

Sintesis y caracterizacion de los nanomateriales

En primer lugar, se han caracterizado los nanomateriales (AgNWs y AgNPs) y
los sensores obtenidos con ellos.

Absorbancia (u.a.)

) ) L L} 1
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 23. Espectro UV-Vis de la caracterizacion de los ASNWSs. En rojo los ASNWs sin purificar y en azul
los ASNWs purificados.

En la Figura 23 se muestran los espectros de absorcion del producto de AGNWs
sin purificar y tras realizar lavados con etanol y posterior centrifugacion,
eliminando asi el sobrenadante.
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En el espectro de los AgNWs sin lavar, se puede observar la presencia de dos
bandas de absorcion caracteristicas de los AgNWs a 355 nm y 385 nm, que
corresponde a la absorcion longitudinal de los AgNWs y otra en 402 nm
correspondiente a la absorcion transversal de los AgNWs [106]. Hay un tercer
pico a 434 nm que se atribuye a la presencia de nanoparticulas de plata
obtenidas como residuo durante el proceso de sintesis. Son precisamente
estas nanoparticulas, asi como cualquier subproducto de reaccion, 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
eliminacion de la presencia del pico a 434 nm [111].

Al igual que con los AgNWSs, una vez obtenidas las nanoparticulas se realiz6 un
UV-Visible en un rango de 200-800 nm. La posicion y la forma de esta banda
estan influenciadas por diferentes factores como el tamano o la forma de las
nanoparticulas. Sabiendo que cuanto mas estrecho sea el pico menos
dispersion de tamanos hay entre las nanoparticulas, se puede considerar que
se han obtenido nanoparticulas homogéneas y monodispersas.

Absorbancia

T T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 24. Caracterizacion ASNPs mediantes espectroscopia UV-Vis. En negro, ASNPs sin diluir. En rojo
A8NPs diluidas (67% de agua). En azul ASGNPs 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 caracteristica de las

nanoparticulas de plata [112].

Una vez obtenidas se diluyeron hasta obtener el mismo valor de absorbancia
qgue en los nanohilos y asi, siguiendo la ley de lamber-Beer, se pudo obtener
una concentracion de AgNPs similar a la de AgNWs. Al estar la absorbancia
directamente relacionada con la concentracion del analito se pudo estimar una
dilucion de AgNPs con un 70% de agua (espectro azul de la Figura 24),
equivalente a la concentracion de 2 mg/mL obtenidos de los AGNWs.

Una vez obtenidos los AgNWs y los AgNPs, se procedio a preparar los sensores
y biosensores depositando los nanomateriales y las enzimas sobre el sustrato
BDD tal y como se explicd en el desarrollo experimental. En primer lugar, se
procedi6 a la caracterizacion estructural de los sensores mediante
espectroscopia y microscopia. Finalmente, en una segunda fase, se estudioé su
respuesta electroquimica.

Caracterizacion UV-Visible de los biosensores
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Figura 25. Espectro UV-Vis de un sensor modificado con ASNWs (negro) y uno modifiacdo con ASNWs/3-
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
observandose una banda de absorcion a 280 nm procedente de la presencia
de enzima [63].

Asimismo, los espectros obtenidos para el resto de sensores y biosensores
son similares.

Caracterizacion FTIR de los biosensores

De la misma forma la correcta adsorcion de la enzima sobre la superficie del
electrodo modificado ha podido demostrarse mediante FTIR.

Transmitancia (u.a.)

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
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Figura 26. Espectro FTIR de un sensor modificado con ASNWs (negro) y uno modificado con ASNWs/B-gal
(rojo).

En la Figura 26 se observa que el espectro obtenido para los AgNWs no
presenta picos caracteristicos al no tener enlaces vibracionales, Unicamente
en 1000 y 800 cm se muestran los picos de la plata. Sin embargo, al
inmovilizar la enzima sobre su superficie, se observan los picos a 1550y 1650
cm1, procedentes de la presencia de las amida de tipo | y Il 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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Caracterizacion mediante AFM de los biosensores

Una parte fundamental de este trabajo es la caracterizacion de los sensores,
de forma que se puedan dimensionar los nanomateriales y los cambios que se
reflejan en el area del sustrato con la modificacion enzimatica.

En la Figura 27 se ilustran imagenes AFM de los electrodos BDD cubiertos con
AgNP, AgNW y combinaciones dichos nanomateriales con enzimas.

27.1 nm '”‘C)

Altura (nm)
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Figura 27. Topografia AFM de a) AgNP, b) ASNP+B-Gal, d) ASNW, e) ASNW+B-Gal. Perfil AFM de c) ASNP
(linea punteada azul) y ASNP+B-Gal (linea discontinua roja) f) ASNW (linea discontinua negra) y ASNW+
- Gal (linea verde continua).

Las AgNPs se muestran como estructuras esféricas con un diametro promedio
de 80 = 10 nm. Por otro lado, las imagenes de AGNWs mostraron nanohilos
grandes y homogéneos con un diametro promedio de 550 + 43 nm y una
longitud de 10 = 2 ym.

Tras la inmovilizacién de las enzimas sobre la superficie del nanomaterial, se
observa un aumento en el tamano de las hanoestructuras. Esto se ilustra en la
Figura 26¢)-26f), donde se muestran las imagenes topograficas de la enzima
B-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 diametro de las
nanoestructuras (diametros de 180 + 28 nm para AgNPs+p-Galy 750 + 81 nm
para AgNWs+[B-Gal). Se obtuvieron resultados similares con GaOx
(AgNPs+GaOx diametro de 173 + 23 nm; AgNWs+GaOx diametro de 717 + 74
nm) y GOx (AgNPs+GOx diametro de 160 + 19 nm; AgNWs+GOx diametro de
692 + 73 nm).
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Caracterizacion electroquimica

Antes de comenzar con el estudio electroquimico de los biosensores es
necesario conocer la respuesta electroquimica del sustrato con el que se esta
trabajando, en este caso BDD. Este voltamograma sera el blanco sobre el cual
se analizaran el resto de respuestas, es decir, que si no se detecta un cambio

frente a esta respuesta significara que no hay respuesta electroquimica (Figura
28).

100 ~
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Figura 28. Voltamograma dos BDDs sin modificar analizados en buffer fosfato 0,01 M. En negro réplica
1y en rojo réplica 2.

A continuacion, se estudi6 la respuesta voltamétrica de los sensores y
biosensores en la leche. En este estudio, ademas de analizar la respuesta
electroquimica, es importante evaluar la repetitividad de las respuestas para
comprobar que los materiales sensibles estan 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 disolucién.
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Figura 29. Estudio de la repetitividad del biosensor de AgNPs + (3-Gal + naf en voltametria en leche cldsica
desnatada diluida al 50% con KCIl 0,01M.

La Figura 29, muestra como el primer ciclo voltamétrico (negro) nunca aporta
una senal 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 asi sucesivamente
hasta llegar al ciclo nimero 10 de color naranja.

Estudiando la intensidad de los picos catédicos se observa que la senal
electroquimica evoluciona desde una intensidad de -40,97 mV hasta -24,50
mV. Por otro lado, los picos anddicos varian desde 6,14 mV en el segundo ciclo
hasta 5,46 mV en el dltimo ciclo. Se estudi6 esta evolucion de la senal
calculando el coeficiente de variacion, CV. En el pico catédico se obtuvo un valor
del 25,15%, mientras que en el pico anddico se obtiene un CV de 5,86 %. Con
este ejemplo se muestra que la rama de reduccion no es tan estable como la
de oxidacion. A continuacion, se estudiaron los CVs de dos sensores iguales,
para comprobar si entre ellos también habia esta diferencia en los coeficientes
de variacion y estudiar la reproducibilidad.

En la Figura 30 se muestra un ejemplo de la reproducibilidad de los sensores
obtenida mediante voltamperometria en una de las 9 leches de estudio,
concretamente la leche desnatada clasica.
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En conclusion, hay que descartar el primer ciclo de medida, pero los CV de los
siguientes ciclos son razonables.

al
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3 - : N
i N
Pl al (im%) Pzl (i) Podierzial (4]

Figura 30. Voltamogramas de la reproducibilidad de pares de biosensors basados en a)
ASNWs+GaOx+naf (rojo) y ASNPs+GaOx+naf (negro), b) ASNWs+B-Gal+naf (rojo) y ASNPs+ B-Gal+naf
(negro) y ASNWs+GOx+naf (rojo) y ASNPs+GOx+naf (negro) en leche desnatada clasica diluida al 50% en
KCI 0,01M.

Como se puede observar, hay una mayor variacion en el pico catédico
(potenciales negativos), sin embargo, se puede considerar un sistema
reproducible ya que no hay ningln coeficiente superior al 5% en potenciales
positivos (Tabla 4).

Con la idea de conseguir un sistema lo mas fiable posible y teniendo en cuenta
gue es en la rama de reduccion donde se producen mas interferencias, se
realizd el estudio estadistico de las bioLEs en la rama de oxidacion.

En la Tabla 4 se muestran los coeficientes de variacion, 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.
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Tabla 4. Coeficientes de variacion (CV (%)) de las dos réplicas de los sensores y biosensores

Sensor/
Biosensor

AgNWs
+

naf

AgNPs
+

naf

AgNWs
+

B-gal
+
naf
AgNPs
+
p-gal
+
naf

AgNWs
+

GaOx
+

naf
AgNPs
+

GaOx
+

naf

AgNWs
+

GOx
+

naf

AgNPs
+

GOx
+

naf

CD

3,6

4,2

1,5

4,8

2,6

4,4

0,9

1,5

CD: clasica desnatada

LD: sin lactosa desnatada

CaD: enriquecida con calcio

desnatada

CS

3,2

3,8

6,1

8,7

3,0

2,5

2,2

3,8

CE LD LS

4,7 35 25

36 36 3.2

4,1 45 3,7

83 21 29

31 41 3,6

01 16 20

21 21 1,8

02 11 09

CD: clasica semidesnatada
LS: sin lactosa semidesnatada

CaS: enriquecida con calcio
semidesnatada
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LE

2.1

0.1

2.2

2,2

4,2

3,4

2,6

2,7

CaD

2,3

2,8

3,5

3,0

1,3

3,9

3,7

4,6

CaS

4,2

3,4

4,1

2,3

4,5

3,3

2,9

2,5

CE: clasica entera

LE: sin lactosa entera

CaE

4,3

4,0

2,1

0,7

4,1

2,5

2,6

3,4

CaE: enriquecida con calcio

entera
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Una vez estudiada la repetitividad y la reproducibilidad del sensor, se estudio
la diferencia en la respuesta voltamétrica entre el uso de AGNWs y AgNPs.

En la Figura 30 se mostr6 no soélo la reproducibilidad, sino también cémo varia
la posicion y la intensidad de las senales voltamétricas en funcién del
nanomaterial y de la enzima para una misma leche.
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Figura 31. Voltamogramas de los biosensores modificados con AgNPs+GaOx+naf (negro) y
ASNWs+GaOx+naf (rojo) en a) leche desnatada clasica y b) leche desnatada sin lactosa diluidas al 50%
en KCI 0,01M

En la Figura 31 se muestran dichas respuestas, pero en este caso la posicion
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, asi como en el resto
de biosensores analizados, las respuestas voltamétricas de los biosensores
basados en AgNWs fueron mas intensas que las respuestas obtenidas por las
AgNPs. Esto se debe a la antes mencionada relacion superficie-volumen de los
AgNWs, que proporciona mas sitios activos en su superficie, mejorando el
enlace con la enzima en comparacion con las AgNPs.

Con este resultado se demuestra la importancia de la morfologia del
nanomaterial en el desarrollo de biosensores en términos de eficacia y
sensibilidad.
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Figura 32.Voltamogramas del biosensor de AgNPs+(3-Gal+naf en leche clasica desnatada (negro) y en
leche sin lactosa desnatada (azul punteado) diluidas en KCI 0,01M al 50%.

En la Figura 32 se demuestra que los biosensores dan respuestas diferentes
en funcion de la leche estudiada. En este caso se ha escogido un ejemplo
donde el pico catodico refleja esta diferencia. Esta respuesta se justifica debido
a que la leche sin lactosa se basa en transformar la lactosa en sus unidades
mas sencillas, la galactosa y la glucosa, por lo que su contenido en galactosa
es mayor en esta leche que en la clasica y reacciona con la enzima del
biosensor.

5.2.2. Lengua bioelectronica

Una vez caracterizados los sensores y biosensores tanto desde el punto de
vista estructural como electroquimico, se formaron dos lenguas bioelectronicas
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 discriminacion y
clasificacion.

En la Tabla 5y 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 anddico para cada tipo de leche incluida en el estudio
para cada sensor en la lengua electronica de AgNPs.

bioLE

AgNPs CD CS

B-gal
+ 1,59 0,69
naf
GaOx
+ 4,12
naf
GOx
+ 1,13

naf

1,04

2,64

CD: clasica desnatada
LD: sin lactosa desnatada
CaD: enriquecida con calcio

desnatada

Leches

CE LD LS LE

195 0,25 1,11 1,23
237 330 299 3,52
2,76 291 050 2,59

CD: clasica semidesnatada
LS: sin lactosa semidesnatada
CaS: enriquecida con calcio

semidesnatada

CaD CaS Cat
0,23 0,13 0,10
3,30 2,83 2,30
1,85 2,87 2,13

CE: clasica entera
LE: sin lactosa entera
CaE: enriquecida con calcio

entera

Tabla 6. Valor corregido de la intensidad del pico andédico para cada tipo de leche incluida en el estudio
para cada sensor en la lengua electronica de AGNWs.

bioLE
AgNWs

B-gal
+ 3,67
naf
GaOx
+ 14,51 5,01
naf
GOx
+ 4,43 3,25
naf

CD CS

4,61

CD: clasica desnatada
LD: sin lactosa desnatada

CaD: enriquecida con calcio
desnatada

Leches

CE LD LS LE

519 156 463 7,20

4,81 12,11 12,34 2,90

286 365 367 315

CD: clasica semidesnatada
LS: sin lactosa semidesnatada

CaS: enriquecida con calcio
semidesnatada
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CaD CaS CaE

16,64 15,39 12,92

332 396 13,26

206 401 3,72

CE: clasica entera
LE: sin lactosa entera

CaE: enriquecida con calcio
entera
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5.2.2.1. Resultado del analisis estadistico

En primer lugar, se realizd un estudio de la capacidad de las lenguas
bioelectronicas de discriminar entre muestras de leche con diferente
composicion, para ello se utiliz6 el analisis de componentes principales (PCA).

PCA

Se espera que las lenguas electronicas proporcionen respuestas diferentes
para cada tipo de leche. Dichas senales, procesadas con una técnica de
reduccion matematica por kernels, son las que se han utilizado para este
estudio estadistico.
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Figura 33.A la izquierda, PCA de a) LE de ASNWs y b) LE de AgNPs. A la derecha, graficos 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 clasica (circulos), leche sin lactosa (cuadrados) y leche enriquecida con calcio
(triangulos). En los loadings las redes de biosensores estan representadas por ASNWs+ 3-Gal o ASNPs+
B-Gal (cuadrados negros), ASNWs+ GaOx o ASNPs+ GaOx (circulos rojos) y ASNWs+ GOx o AgNPs+ GOx
(triangulos azules)
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Como se muestra en la Figura 33, la covarianza de la PCA para la lengua
electronica de AgNWs (Figura 33a)) fue de 77,9 %, distribuida en 34,2 % (PC1),
31,5 % (PC2) y 12,2 % (PC3). La discriminacion entre las muestras de leche
estuvo dominada por el contenido de grasa. La leche desnatada aparecio en la
parte frontal del diagrama, la leche entera aparecié en la parte posterior y
superior y la leche semidesnatada aparecio en la region entre la leche entera 'y
la descremada.

La varianza de la PCA para la lengua electronica 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 logro la discriminacion, pero no se agruparon claramente las leches
segun el contenido de grasa o su composicion nutricional.

Por otro lado, se estudio el grafico loading de la PCA (Figura 33c) - 33d)). Los
datos de la bioLE modificada con AgNWs muestran una distribucion homogéna
de las variables ubicadas dentro del circulo de correlacion del grafico. Esta
distribucion es el resultado de la complementariedad de los biosensores
seleccionados y confirma que todas las variables son significativas para
obtener un buen modelo de clasificacion. La distribucion obtenida de la bioLE
con AgNPs no resulté tan homogénea como la otra, mostrando una menor
complementariedad que explicaria la menor capacidad de discriminacion que
mostro frente a la modificada con AgNWs.

LDA

Dentro del estudio estadistico, se aplicd el analisis discriminante lineal, LDA,
para desarrollar un modelo de clasificacion predictivo para clasificar las
muestras de leche en tres grupos: leche clasica, leche enriquecida con calcio y
leche sin lactosa. Se construyé un modelo de clasificacion para cada una de
las bioLEs desarrolladas.
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Tabla 7. Resultados de la calibracion y validacion de los modelos de clasificacion LDA para ambas bioLE.

bioLE de AgNWs
Calcio Clasica Sin Lactosa
Calcio 27 (100%) 0 0
Calibracion
Clasica 0 27 (100%) 0
Sin Lactosa 0 0 27 (100%)
Calcio Clasica Sin Lactosa
Calcio 27 (100%) 0 0
Validacion
Clasica 0 27 (100%) 0
Sin Lactosa 0 1(3,7%) 26 (96,3%)
bioLE de AgNPs
Calcio Clasica Sin Lactosa
Calcio 27 (100%) 0 0
Calibracién
Clasica 0 27 (100%) 0
Sin Lactosa 0 0 27 (100%)
Calcio Clasica Sin Lactosa
Calcio 26 (96,3%) 1(3,7%) 0
Validacion
Clasica 0 27 (100%) 0
Sin Lactosa 0 0 27 (100%)
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El modelo fue validado mediante la metodologia de validacion cruzada “leave
one-out cross validation”. EI modelo LDA mostrado en la Tabla 7 ha generado
tres grupos diferentes en funcién del contenido de calcio o de lactosa. Los
resultados demostraron que las muestras de leche clasica en ausencia y
presencia de lactosa se agrupan cerca unas de otras, lo cual es I6gico segln
las similitudes en las respuestas electroquimicas, mientras que la leche
enriquecida con calcio presentd mayores diferencias.

Dicho modelo se ha calculado a partir de los datos registrados mediante la
bioLE de AgNWs y dio como resultado una precision de reconocimiento del
100% para todas las muestras de leche (tasa de error del O %) para la
calibracion. Sin embargo, una de las muestras no se clasificoé correctamente en
el estudio de validacion, detectandola como leche clasica en lugar de sin
lactosa (tasa de error de validacion del 3,7 %). A pesar de ello se considera un
sistema fiable con una tasa de error muy pequena.

También se realizd el modelo LDA en la bioLE de AgNPs, donde el 100 % de las
muestras se clasificaron correctamente en una de las tres leches (clasica,
leche enriquecida con calcio), mientras que, durante la validacion cruzada de
exclusion, una muestra de leche clasica se clasificd incorrectamente como
enriquecida con calcio (tasa de error de validacion 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 funcion de su composicion nutricional.

PLS

El estudio de la PLS se ha llevado a cabo con la intencion de estudiar si, a partir
de los resultados obtenidos del analisis de las leches con las bioLEs, se podrian
relacionar los parametros quimicos 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 adicion de calacio (6valo rojo), leches desnatadas clasica y sin lactosa (6valo rosa), leches
semidesnatadas clasicas y sin lactosa (6valo verde) y leches enteras clasicas y sin lactosa (6valo azul).
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Figura 35. PLS de las 9 leches UHT analizadas con la bioLE de ASNWs.
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Observando la Figura 34 correspondiente a la bioLE de AgNWs, se ve que se ha
conseguido una discriminacion segln la composicion 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
clasificacion que en la de AgNWs, no consiguiendo clasificar tan claramente las
diferentes muestras de leches en funcion de su composicion. Si se muestran
agrupaciones entre las leches clasicas 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
regresion PLS.

Tabla 8. Resultados de la calibracion y la validacion por PLS de las lenguas bioelectronicas

bioLE con AgNWs

Acidez Densidad Grasa Proteinas Lactosa ES.M ES.T
(°D) (g/ml) (%m) (%m) (%m) (%m)  (%m)

R2. 0,922 0,915 0,901 0,921 0,911 0,898 0,873

ECME: 0,031 0,469 0,208 0,096 0,294 0,131 0,112

R2, 0,928 0,896 0,885 0,934 0,916 0,882 0,839

ECME, 0,111 0,491 0,228 0,415 0,529 0,152 0,253
bioLE con AgNPs

Acidez Densidad Grasa Proteinas Lactosa ES.M ES.T
(°D) (g/ml) (%m) (%m) (%m) (%m)  (%m)

R2. 0,916 0,906 0,907 0,915 0,913 0,886 0,870
ECME: 0,302 0,291 0,361 0,028 0,210 0,202 0,125
R2p 0,908 0,901 0,896 0,904 0,909 0,889 0,840

ECME, 0,121 0,268 0,393 0,110 0,471 0,352 0,190

ECMq.: "error cuadratico medio de calibracion". R2.: Coeficiente de correlacion en la calibracion

ECM,: "error cuadratico medio de prediccion". R2,: Coeficiente de correlacion en la prediccion.
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Se obtuvieron buenos coeficientes de correlacion y se obtuvieron errores
residuales bajos tanto en la calibracion como en la prediccion para todos los
parametros analizados. Concretamente han sido en las proteinas y la acidez
donde se han encontrado las mejores correlaciones, resultado que no
sorprende ya que se encuentran entre los parametros mas utilizados en la
industria lactea para evaluar la calidad de la leche. La alta correlacion con la
acidez se debe a la fuerte influencia del pH en la actividad enzimatica, mientras
que la buena correlacion 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 como en la bioLE de AgNWs se consigui6é un coeficiente de
correlacion superior al de la bioLE de AgNPs, demostrando de nuevo la ventaja
de los AgNWs frente a los AgNPs al tener una mayor respuesta enzimatica 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. Ademas, se ha realizado un estudio de la composicion nutricional de
las leches mediante espectroscopia FTIR.

- Se han desarrollado dos lenguas bioelectronicas 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 combinacion de un nanomaterial electrocatalitico con
material biologico favorece la transferencia electronica entre el electrodo
modificado y la disoluciéon mejorando asi el rendimiento de los biosensores.

- Se ha demostrado la influencia de la relacion de aspecto del nanomaterial
(AgNWs frente AgNPs). Concretamente, los nanohilos de plata proporcionan
una superficie activa mas eficaz para la inmovilizacién enzimatica debido a
gue presentan una mayor relacion 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 segin su
composicion nutricional.

- Se han encontrado excelentes correlaciones con los parametros quimicos
comunmente utilizados en el control de calidad de la leche con el método
PLS, demostrando que la mejor clasificacion se consigue con los sensores
y biosensores modificados con AgNWs.
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ARTICER INFO ARSTRACT

Keywords: Revent advunces (n the feld of dectronie ngaes (ET) are linked 10 the development of devices dedivated o 4
Elrcireaic Legoe partieslar upplication. Following this idew, we have developed o vollammetric blocledruale tongue (MoET)
BinkT ’ upecifically dedboated 1o aesdyee milk. The per of the mltisensoe wywiem bas been impeoved by
::;":m' o incarpomating b w combining specific ereymwes for the detection of sngams present in milk (- galsctosidase,
glucose axidase and galaciose oxidse) with slver Fals. 11 T bem A o (hat sibver mamowines
(AZNWs) provide a mone effective platform for the immaohilization of binmalecnles than sitver nanoparticles
(AZNEs), indocing nnkque perfr characteristics in termws of sensitivity and detection limits. Two sl
sensor systems have been developed; one based on comblnations of AgNWs and engymes (AgNW/bloEL) and a
wecord hased on combinations of AgNPs and enzymes (AgNP/BOLE). Priociped composcst analysés (I'CA)
Acmoenteates that the Balfl’ based an combiostlons of AgNWs and coeyuses IAENW /DK can diseriminae 9
el of milk with differont fat contemt (akimmed, semi-skimmod and whobc), us well s diffeono nutritions!
compositions (chassis, caldum-onriched and lactose-froe), with o higher capscity than the biofT baed oo
combinations of AgNPs und cnzymes (AgNP/LeolT). Sopport veclor machine (SVMR) modeds show exedlent
correlution coefficients between the responses of the biolfTs and physicochemical ly wsed 1o
evaluate the quality of milk {acidity, density, fag, profeiss, lactose, lnld dry nduu and non. £ dey matter). The
good results obtaloed sspport the dalry Industry’s Inlm-n in md Mal"!'s. oot anly for elassification pur-
pases bul alse 1o odtaln informstion concemning seversd physicoch | it a single myoassrement.
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1. Introduction

The imp) tion of new methods to eval the quality and
safety of mllk is of great Importance to the dalry Industry l | Electro-
chemical sensors offer severnl advantages, such as high sensitivity aml
fust vesponse thme. For this reston, a wide muge of wensoss and bio-
sensors for the quality contred of milk has been developed [2]

Electrochemical sensors can be combined to obtain multisensar
systems that, coupled to a pattern recognition system, form the so-called
electronic tongues (ET). ETs have been widely used to analyze foods ax!
bevernges offering global information about the snmple [5-5]. They
have been employed to asalyze dairy peoducts and appled in many

Antandh

of adul ians, or recognition of the origin (6], These general
systems ist of p ometiie based on polymeric mem-
branes |7-9] or voltammetric sensors based on metallic electrodes
[10-14], Unfortunately, only few attempts to use -tongues 10 nssess the
chemical composition of milk have been reported [9,15,15) The analysis
of milk using ETs Is not a completely solved problem and new m-
provements in the fleld are required.
ETs can adopt some of the impottant advances achieved in the field
o{ electiochemical sensors, whose nnalyticnl pedocmance can be
g i by incorporating nanomatetiakls that enhance sensitivity
thanks 1o their 1l | Jytic properties [ 17- 19, Only a few
aples of ETs dedi d to the dairy industry have used nano-

aspects of quality control, Iocluding the evaluation of taste, fresh
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Layer-by-Layer films [ 14]); a potentiomesric ET using sensors modified
with mamoparticles [20); and an impedimenle ET with elecuodes
modified with electiospun nanofibess (18],

The performance of ETs could be lmproved by developing systems
dediuued 1o a specific application, This & why the development of

ronic tongues (LiokTs) bining unspecific sersors with bio-
sersors has been an important innovation: biETs simultanemsly pro-
vide ovesall mformation about the sumple (as classical ETs do) phs
information about specific compounds provided by the biosenisors
included In the array (21 271, In the case of dalry producis, the presence
of blosensors could provide quanttadve information about sugars
(lactose, glucose or galactose) and this will be an important advantage ln
the field. The efficiency of elecnochemical biosensors can be fostered by
cambindng enzymes with such nanomaterials as nanocarbans o feano-
particles. Such nanomaterials are officient elecuon mediators and are
excellent mmobilization platforms, In addition, nanomaterials can be
used to obtin third generation biosersors based on Direct Electzon
Transfer (DET) [ 281, Only a few examples of voltarmmetric biohTs using
cambimations of enzymes and manomaterials have been reported. For
instance, a bioET containing phenol oxidases and glocose oxidase
cambined with nanoparticles has been successfully used to analyze
grapes and musts | 20,50, The development and study of the capabilities
of multsensary systems containing different combinations of enzymes
and nanomarterials Is a new fleid of research.

Our purpose here & o design a DIoET specifically dedicated to milk
by developing biosensoes formed by the combination of enzymes spe
cific to the sugars present m milk and mnaomaterials, Milk ¥ rich in
lactose, glucose and galactese and their concentration is directly refated
to the quality and type of milk [31]. Several examples of individual
biosensors dedicated to the detection of lactose, glucose and galactose,
where fgalactosidase (p-Gal), glucose oxidase (GOx) and galactoso
oxidase (GaOx) have been co-mumobllized with nanomaterials (gra-
phene, CNTs, AuNPs), have been published |78, 52 95, Slvwer nano-
particles (AgNFs) can be an excellent alternatdve to enhance the
performance of biosensors due to their electrochemical propestes, thei
high electrical conductivity (6,901 « 107 Sm 1), and thei ability 1o

amplify bioelectrochemical signals [0 39|, Recently, it has been evi-
denced that the mmphubgy of the ramonssterial has a strong influence
on the elec ical of bi COme dimensional (1D}

'k

metallic nanomaterials (nanowires or manotubes) lave much higher
electron mobllity and density of active sites, as well as a higher specific
surface area than thedr 0D coumterparts [ 401, Despite this interest, anly a
few examples of biosensars combining AgNWs with enzymes have beer
repatted. These mchide ane example of a tyrosinase biosensor (41,
three plis of gl bi [42.44], and otie example of a
cholesterol bicsensor [45]. Until now, the benefits of incorporating
AgNWs based biosensors in a bioET have not been evaluated.

As mentioned before, the objective of this work is to design a bioET
dedicated to analysing milk, The systesn will be used for discrimiation
and classification purpases. In addition, in ordes to obtain quancitative
information, the system will include three enzymes (5-Gal, GOx and
GaOx) specific to compounds present in milk (Jactose, ghucose and
galactose), To enhance the perfarmance of the blosensors, enzymes were
combined with silver nanowires that have been used as immobilization
supports. The bloET based on AgNWs and enzymes (AgNW/DIoET) was
applied o the analyss of 63 UHT milk samples with different fat content
and nuitional composition. The pesformance was compared (o that of a
similar LicET based an bifsations of particles and enzymes
(AgNP/bioET), The capability o discriminate and classify has been
cvaluated using unsupervised (PCA) and supervised (LDA) multivariate
methods. SYMR was also used to ereate mathemarieal models to corme-
tate the physicochemical parametors commondy used in the milk -
dustry 1o evaluate the quality of milk (acidlry, density, lactose, fat and
protein content and total dry matter and non-fat dry matter) with the
elecnochemical yesponses of the bloETs. The benefits of wsing Ag
nanowlees (AgNWs) mstead of Ag manoparticles (AgNPS) have been
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established by comparing the capabilities of the bloET based on AgNWs
with that of a similar device based on AghPs,

2. Materials and methods
21. Chemicals

Silver nitrate (AgNOy), polyvinyipyirolidone (PVP, Mw = 55,000),
ethylme glyeol (EG) anhydtous (99.8%), phasphate buffes, acetone,
ethanol, Naflor® 117 solutlon, galactose oxtdase (GaOx) (from Dacgy-
ftum derudroldes, 3000 ud/g solld), f-galactosidase ([-Gal), (from Agper-
Silts cryzae, 10,9 ud/mg solkd) and glucose oxidase (GOx) (from
Aspergillus niger, 168400 vd/mg solid) were purchased from Sigma
Aldrich (Saint Louls, MO, USA). Delonized wates from MING (MIl-
pore-Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) (resistivity 18.2 MOocm) was
wsed in all experiments. Potassium chloride (KC1) was provided by
PanReae AppliChem (Bascelona, Spain). Boron Doped diamond sub.
strates wege provided by NEOCOAT (La Chaux de Fonds, Switzesland).
NaBH, %% was puichased from Alfa Aesar (Haverhill, MA, USA),

22, Inuraners

The symthesis of the AgNWs was carried oul wsing a Perimax peri-
staltic pumyp from Spetec and a Scevall ST 8 Centrifuge (Thermo Sei-
entific, Walthman, SA). UV-Vis characterization of silver nano
matezials was pesformed in a V2600 device (Shimadzu, Dusburg,
Germany). Blectrochemical measurements were carried out using a
PGSTATI 28 potentiostat/galvanostat (Autolab Metrohm, Utrecht, The
Nesherlands) in a three-electrode electrochemical cell, using a HDD
sensor as the working dectrode, Ag=AgCL/KCE was used as the teference
etectiode and 2 platinum sheet (2 em?) as the counter electrode,

Atomic faree micioscopy (AFM) was used 10 determine the wopog
raphy of the films deposited an the BDD substrates in a Cypher ES
Enwvirommental AFM device (Oxford Instruments, Asyhon Researcl,
Wicsbaden, Germany) oy d in tapping mode with blueDrive pho-
tothermal excitation technology. The tip used was ACI60TSA-R3 (Ox-
ford Instruments, Asylum Research, Wieshaden, Germany).

23, Milk samples

A set of 63 UHT milk samples conrespanding to 9 classes of milk (7
replicas per class) with different fat content and different mutritional
composition were used in the study, The milk categories included were:
Classic Skimmed (CS), Classic Semi-Skinuned (CSS), Classie Whale
(CW), Calcium Skianed (CaS), Calcium Semi-Skimmed (CaSS), Calcimn
Whole {(CaW), Lactose-Free Skimmed (LFS), Lactose-Free Semi-Skimmed
(LFSS) and Lactose-Free Whole (LFW),

Physicochemical parameters were obtalned by elassical standard
methods: achdity (Trioadon method 15O 22113:2012), density (Hy-
drometer method IS0 2449:1974), fat (Gravimeuy Rose-Gordieb
method 50 1211:2010), proteins (Kjeldahl method IS0 8968.1:2014),
lactose content (HPLC 1SO 22662:2007). Total diy matter (TDM) and
non-far dry matter (NFDM) were also analysed (IS0 6731:2010) |40 0,
Resules are collected in Table 8.1,

24. Prepararion of the biosensors: Bloelecmonic tongue

AgNWs were synthestzed followlng & modificatian of the polyol
method descred in a previous work (11, AgNPs were synthesized
following the Creighton method [47], The silver nanomartesials wete
deposited atno BDD substrates (1 em?) by adding 25 (L of the corre
sponding silver nanomaterial suspension (2 g/1 AgNWs ar AgNPs in
ethianol) by drog-casting, After drying, 25 L of the enzyme (5 g/L GOx,
GaOx and p-Gal in phosphate buffer 0.01 M, pH 7.0) were drop-casted
oo the elecrode simface, After drying 25 Ll of Nafion diluied in
vthanol 1:3 was drop-casted and left o dry overnight ar room
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temperature. Finally, the biosensors were washed with a phasphare
buffer 0,01 M solution,

2.5, Blostectronic tongres (MoETs)

The biosensors s obrained were used (o construct two boETs. The
frst, denoted as AgNW/LioET, was lesed on combinations of enzymes
with AgNWs ([-Gal/AgNWs, GOX/AgNWs and GaOx/AgNWs). The
second, denoted as AgNP/BIoET, was based on combimations of enzymes
and AgNPs (H-Gal/AghPs, GOx/AgNPs and GaOx/AghPs and), Both
bETs were used 1o analyze milks with different nuerdtional character
Isties, The electrochenical resparses were probed by eyclle voluamme-
y (CV) in milk diluted 1:2 in 0.1 M KCI solutson, The area of tw BDD
exposed to milk was 0,07 em® limited by an O-ring seal.

The measurements wese registesed over a potent sl rarge of - 1-1V,
# potential step of 10 mV, and at a scan nate of 100 mV/% I s mportant
to resnatk that the optimumn pH of the erzymes GOx, GaOx and (- Gal are
7.5, 7 and 6 respectively. All three erzyme enzymes are active at pHs
between 5.5 and O that correspands to the pH of diluted milk,

The multivariate data amalysis was performed by using MATLAB
R2021a (The Mathworks Inc., Natick, MA, USA). For statistical pur-
poses, milk samples wese measured by sepruplicate. To reduce the high
dimensionality of the valammesdc signals, a feanre exuactlon twal,
based on “bell-shaped windowing” curves called “kernels”, was used
[ #0491, Using this method, eight coefficknss per voltanmogram were
oblaimned. These coefficients were then used as the input variables for the
Principal Component Analysis {PCA) and the Linear Discriminant
Analysis (LDA), used for the recognition of sample patterns and dis
(similaritics) between varieties of milk, Mathematical correlations be-
tween the results obtained using the voltammograms registesed by the
bRET and the phystcachemical analysis were established using Support
Vector Machine Regression (SVMR) models, Radlal Basks Functon was
chosen as the core function because of ks abRity w avold overfinting and
its capability to establish norelinear conelations between the data sets,
All the classification models were subjected to leave ane out validation,
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3. Results and discussion
31, Strucosnl characterizaton of the blosensors

AFM images of the BDD elecoodes covered with AghiPs, AgNWs and
combinations of nanocmaterials with enzymes are illustaated o Fie 1L
AglPs appeated as sphetical srucnires with an average diameter of 80
+ 10 nm. The images of AgNWSs displayed large and honogeneous wires
with an average dimmeter of 550 + 45 nm and length of 10 &+ 2 um.
When the enzymes wese unobllized on the nanomareral surface, an
Increase In the size of the nanostructures was observed. This s Mlus
mated in Tie e 1, where the opographic iinages of §-Gal deposited
oneo AgNPs or AgNWs are shown. As observed i the figure, the enzymes
appeared homogeneously disuibuted on the nanomaterial swface,
producing a clear merease in the diameter of the nanostuctures (di
ameters of 180 = 28 nm for 9. Gal/AgNPs and 750 = 81 ran for pGal/
AgNWs). Similar results were obtaxined with GaOx (GaOx/AgNPs
dimmeter 172 4 23 mm; GaOx/AgNWs diameter 717 + 74 o) and GOx
(GOx/AgNPs diameter 160 = 19 nm; GOx/AgNWs diametes 692 + 73
.

32, Elecrrochemical impedance spectrascopy (KIS)

Using elecuochemical impedance specttoscopy (EIS), the nterface
propesties of the sersors were investigated, This approach determines
the electzon tansfer resistance (Ryy), from the diameter value of the
semicircle obtained from the Nyquist diagram. RIS experiments were
cartied ot on a bare BDD substrate, 8DDs modified with AghPs or
AgNWs, BDDs modified with enzymes, and BDDs modified with
rmymw/\guﬂ's or erzyme/AgNWs composites, immersed in Smmol L. $
Fe(CM)3 "' In XCl 0.1 M. The tesults obeained are collected in
Table §,2. The Nyquist plot of the electiodes analyzed showed similar
mends and this 8 illusaated In (Fig 7). As observed, the R, of the BDD
bare electrode was estimated to be 651 & 3.6 2/em®. This value
decreased o 47.1 4+ LE G/am® when AgNPs were depasited on the
electiode suiface and o 14.3 & 0.4 S/em® when AgNWs were used
(Mg, 2.a). Taking 3o accownt the Gact that the masses of the AgNPs and
AghWs deposited onto the BDD electrode were similar, this result con
fizms that the conductivity and the electron tansfer resistance of the
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Fig 2. Electroch | tmped gy (ELS) of (a) bare BDD (red squares), AgP (blue wianghes) and AgHW (black clrcles) sensoes and (b) (-Gal igreen

clrcles), f-Gal/AgHW (orange mugl;u) and {-Gals AgHP (grav sq ) hi
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modified electrode is affected by the shape and size of the silver s
material. The higher aspect ratio of AgNWs provides higher elecuical
conductivity and dectron transfer capabilities than AgNPs. The Nyquist
plat of the dectrodes modified with enzymes is illustrated in Fig. 2.1 for
-Gal. As observed in the figure, the value of the R, for a BDD electrode
modified with f-Gal was found 10 be 139.6 + 5.7 c/em?, The resistance
decreased in the presence of nanomater fals, being 43.2 + 1.4 G/en® for
£-Gal/AgNPs and 36.2 £ 0.7 L/em® for p-Gal/AgNWs, The same tends
wege observed in biosensors modified with GOX and GaOx.

2.3, Elecervcherdeal properties

The dectiochemical characteristics of the sensing devices wete
wimlyzed by studying the resy towasds dard solutians of the
taget amalytes (10 * moll ! glocose, galactase ar lactose in
0.01 moll, ? phosphate buffer pH 2.00) (Fig 4, S1amd $2,).

The clectrochemical respomses of BDD elecwades modified with
AgNPs or AgNWs showed the typical Ag"/Ag redox couple at ca.
~200mV (cathodic wave) and ~400 mV (anodic wave) (411 (Fig S9).

When GOx o1 GaOx wege depasited on a bate BDD electode, very
small response was observed, apart fiom a wide cathodie peak ar

104

Current density (WA cmi® )

-25 T T v "
-500 0 500 1000
Potential {mV)

Fig 3. Cyclic voltammograns obtained for GOx (black solid line), GOx/Agh Py
(ved dashed line) and GOx/AgtTws (bloe dotted line) electrodes in the presence
of glucase 107" molL™" in 0.01 molL ™' phospdace beffer pH 7.00 and for
GO/ AW (green dash-docted Line) in the ahsence of glaecse in 0.01 ol -1
phosgduite buffer pi 2,00,

in the ¢

~ 900 nV cortesponding to e formation of HyOy according to e
ton 1 linked with the axidation of the ereyme.

Oy + 21" 4 2 &« HyO; Reactionn 1)

The responses aof the GOX/AgNPs biosensor showed redox peaks at
Egg= ~30mV and 3l Ege ~250 mV, and GOx/AgNWs biosensos
showed peaks at Eg= 70 mV and ar Egg= —~200mV, for GOx/AgNWs,
These peaks are atnibuted to the tansference of two protons and two
eloctrons from glocose o GOX through the electroactive enzyme
eofactor FAD 0 produce FADH (Heacthn 2)

GORPAD + 20" 4 2 H' « GOxFADH, Reactionn 2)

This tesult confirmed the occurrence of Direct Electron Transfes
(DET) ar the silver nanomaterfal surface. This is an interesting result
because DET s quite difficudt o achieve, since the redox-active centers
are deeply embedded n the enzyme structure, [ Tsas been repovoed that
DET can be faclitated by depositing GOx or GaOx on top of such
manostruchses as carbon ranotubes (CNTS), graphens or carbon nano-
spheres, among others [28,50-52]. The results displayed here ae an
examnple of DET 1xing silver nanotmaterials as suppare. [t is wosth noting
that the intensity of the peaks was higher when AgNWs were used as the
emzymatic support over spherical nanoparticles.

The electrochemical response of galactose oxidase biosensars
(GaOx/AgNPs and GaOx/AghWws) also involved the wanster of two
electrons and two protons to catalyze the oxidation of galactose through
the oxidation and 1eduction of its copper center (Reaction 7) 153, twas
charactetized by an anodic peak at —200 mV and a cathodic peak at
100 mV, characteristic of the Cu{IN),/Cu(l) redax couple of the enzyme.
Very small peaks were obsesved when GaOx was deposited on unmod
ified HDD electrodes because the redox centes is not accessible.

Substrate
il T
- "
Cu?t £ Cu¥ o Cu
@Or) e e (Gax) - (GaOx,)) (Reactionn 3)
. = e
0O;

In the case of bissensors based on ). Gal, the cathodic wave observed
at - 850 mV was due to the variatians af ion concentrations praoduced
by the factose hydrolysts involving proton tarmsfer through the nafion
memnbrane |54), In the absence of redox processes, DET is not
applicable.

The volrammets ke responses obtained ar different scan rates (from 10
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w 1000 mV-s ') were employed to ssudy the dyramics of the electron
marsfer process of the blosensors, In the case of GOx and GaOx, the
stdies were carrfed cut using the cathodic peak cotresponding to the
DET process in the 200250 mV region. In the cases of f-Gal, the studies

Sensoes and Acrseeors: 8 Ohemiical 364 (2022) 131877

fmmobilized on AgNWs. This mcrease can be amributed 10 conforma-
tlonal changes induced by the Interaction between the enzymes and the
nanomaterials, which facilitare the DET between the enzymatle active
site and the electiode (57,58, The effect I8 more intense in biosensors

wete cartied out in the cathod ic peak atea. — 850 mV, All the bi
showed a linear redationship with the square rool of the scan rate, in twe
range of 100 - 1000 mVs ' This i typical of 4 diffusion-controlled
process. In the range of 10-100 mVs !, the cathodic currer was line

atly dependent on the scan rate, indicating that, within this range, the
Hmicing step was a surface-conuolled process, The obrained slopes and
the commelathon coefficients are listed In Talde 1.

The studles cartled our at Increasing scan yates were also wed W
caleulate the active area A and the suface coverage () 1o determine the
malecular active sites of the biosensars and Lo evahsate the benefits of
using AgNWs ar AghPs. Far this purpose, the Randles-Sevick equation
wits used o esti the elects ochemnical active surface area (A) of te
developed biosensors in the high scan rate range, following Fqg. 13

e o [ " e T -
Ip = 0. 4453nFA (ﬁ} DRy ¢ ()
where n is the electron transfer number, A is the active area of the
electrode surface, D is the diffusion coefficient for the oxidized species at
29885 K (Dgucow= 6,710 em®s", Dptuaene=2.0-10° em*s* and
Disctow= 56-10% em?5 7 1551), € is the concentration of the solution, v
is the scan rate and other symbols have thetr usual meanings, The area A
was caleulated from the slope of the aurve obtatned by representing the
cathodic peak current versus the square 1oot of the scan rare, Then, the
electrode surface coverage (1) was caleulated from the slope of the curyve
obtained by representing the cathodic peak cuerent versus the scan rate,
using the Laviron equation (F.y. 2) 156]:

WEFATY
r=TIRT
‘The produce A*I was wsed w0 caleulare the number of molecular
actlve sites, which s a useful parameter w evaluate the nfluence of the
shape of the silver nancstuetures. As shown in Table |, the number of
actlve sites Increased In the presence of metallic nanomaterils,
Remarkably, the higher values were always obrained when AgNWs were
used as erzymatic support irstead of AgNPs. Far instance, the manbes of
active sites was 5.20 umnol far GOX (in the absence of nanomatersial) and
increased 1o 6,01 pnol (GOX/AgNPS), and to 6.62 anol (GOX/AGNWS),
The same tendency was observed for GaOx biosensors, where the
number of active sktes was 5,20 Lol in the absence of nanomaterial,
6.96 ymol for GaOx deposited on AgNPs, and 887 ymal for GaOx

(2)

ining AgNWs because manowires offer a higher contact surface to
e enzymes and show @ Jarger capacity for protein loeding than nano-
particles. The increase in the menber of active sites was even suonger in
the case of p-Gal (2.56 ymal for £-Gal; 2.88 unol for {-Gal /AgNPs and
A.20 pmol for D Gal/AgNWs),

The direct electron rate constams (k) and the charge mansference
coefficlent a assoclared to the DET phenomenon for GOx and GaOx
blosensors were caleulated ata scan rate value of 1000 mV/s following
Eq. 3 [56]:

Logks = alog{ 1—aj+{ - loga—log (RTMFY}— aff—anFAEp23KT) (3)

The K, and values for the GOX/AgNWs and GOX/AgNFs blosensars
were 1.05 5" and 0.28 57 and 1.49 57 and 1.31 s respectively, The a
value could also be easily calealated frat the slope of Ty, vs. log o= The
values obtained wese 0.56 fur GOX/AgHWS, 0.69 far GOx/AgNPs, 0.57
for GaOx/AgNWs and 0.37 for GaOx/AgNPs biosensors. The calculated
values were higher when AgNWs were used. These results demonstiate
that the presence of ranowires accelerates the DET process with a fast
direct electron transfer process.

The LOD and seqsitivity were obained from the ealibration curves
from the Differential Pulse Voltwmmegrams at increasing concentrations
of glucose, galactose or lactese. The results are listed in Tubio 1, The
LODs were caleulated using the Jo/m erhterion, where o Is the standard
deviation for § measwres of e blank and m & the slope of the cali-
bration plot for the cxthodic peak. The LODs obtained were ket oc
comparable to previously reported results for GOx, GaOx and (.gal
immobilized on nanomaterials [58 02, In addition, the LODs were
lower when AgNWs were used as support, reaching values in the range
of 10717 M, which & ane order of magritude lower than in the L.ODs
obtalned I the presence of AghPs, This considerable enhancement
confirms that AgNWs improve the efficiency of the enzymarie fmmobi-
lization, Increasing the munber of active sites and promoting elecaon
nansfer, The sensitivity caleulated from the slope of the Linear pare of the
callbration plot was higher in the presence of AgNWs. This s due o the
large specific surface area and the highes number of active sites provided
by nanowires that facilitate the elecoon pansfer. Finally, the lineas
ranges observed were higher or at teast comparable 1o other published
enzymatic gl id gl oxidase ot 3 galactosidase bio
sensors [he-62],

In order to determine the enzyme-substrate affinity, the apparent

Table 1
Results obtained from stedies at increasing scan rates and o TR of the ponding substrate.
[T Sloge | ve V Sloge 1 v V-2 Artive sites  |Seswiniviry| |Lony JLoDf W Lines X (pek)
10000 mV.y ' 100-1000 V& (imed ) (AM ") (o) m) raege (OM)
Response to 1+ G 0.01 & 127 (R 29.55 + 462 (IF 4564033 1844 £ 247 083 033 1.2-66 s
e tovw =0.949) =0984) (W =10,908) b aom L 0.se
PG/ 10,63 & 100 (0 2961 & 372 (W 2005037 1970 £ 107 an 009 2.2-66 LIPA
AgNPs <0.550) “0.987) (*0,900) +025 001 L2858
P Gad/ 17,66 & 1.36 (0* 29.94 £ 364 (W 4704036 7141 4388 o 0.0% 2.2-66 1%
AWy <0.966) =0.980) (R'=0,999) =001 =00 £n0
Response to GOx 21,07 + 196 (R° 972+ A (R 5204064 0134 657 ad0 012 22-m 373
glucose ~0.951) ~0.969) (H*=0,885) £0.90 <001 £21
Gox/ 22083 £ LA2R®  20.08 £ 265 (W 601 £0.52 648 & 466 07 0.03 2231 &4
AZNPL =0994) =0.941) (WP =0.086) L ao? 4001 ka3
Goxy 24.90 £ 1.39 (F° 26.23 & 210 (BF 6624041  BIOS £4.21 o 0.010 2231 532
AgNWe =0.985) =0.988) (*=0.952) Laot 4 0,01 £322
espere to Galre 19.50 4 200 (W 21,60 4 36 (W S20 L0968 D224 4 eSS 198 007 2211 21401
ractoce =0%27) =0.904) =0.964) £0n = 0.021
G/ .17 & 187 (0 WA= 240 6964033 MW XIER 312 an 2.2-96 20
AgNPs =0.979) =0959) =0,904) +£024 ~0.0 £14
GaOx/ 03.20 £ 215 (R 216 £ 232 (0 BO7£0.99 9243 000(W 023 0m 220 123
AgNWs ~0.577) ~0.979) «0.920) +a01 + 0,02 £04
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d (pinkash colors), Semi-Skimmed (blueish colors) and Whole (greenish colors) | or nurritional ¢ haraeseristies: [Classic mith

(eircles), mitk enviched with Calcium (triangles), Lactose Free milk (squates)]. In the loading plots. the bosensor atays were represented by §-Gal/AglWs or j-Gal/
AENPS (black squares), GaOx/AgHWs of GrOX/AgHPs (red direles), snd GOX AgNWS o GOX/AZHPS (Moe wianges),

Table 2
Resulty of the calibration s validstion of LDA dssification models for both
bioETs.

ARNW . DloET
Teaining Ccium Qmsie Lactese free
Coclam 21 1100%) [ o
Casde [ Z1 (100%) 0
Laxtose free o o 21 (100%)
Vididation Cbelum iswe Lactose fed
Caleinm 1 100%) o 0
asac 0 20 (160%) 0
Lactony e 0 1(a75%) 20 (95.25%)
AgNP/ biokT
Toaineg Caclum dawe Lartose free
Coelun 21 [100%) o 0
Classic 0 21 (100%) 0
Lactose free L] [ 21 (100%)
Viidation Calclum Tasshe Lactoss fiee
Caleium 21 [100%) [} o
Cawic 0 21 (100%) 0
Laxtese free o HAT™ 20 (95.25%)

function due to its ability to avoid oves fitting and its capability to landle
non-diney nteractions between sensor inputs and target chasacteristics
681, The regularization g (c) and kemed parameter (y) were
optimized by applying a grid search method, whese approaches to the
model were made using log10c and log2y, varying from (10) for an
epsilon of 0,1, The best validation accuracy for each of the systems
developed was achieved when y = 0.01 combined with ¢ = 100 and
¢ = 35,94, for AgNW/bioE T and AgNP/DioET, respectively.

Good correlation coefficknts (R*) and low residual errors were ob-
tained I both calibration and prediction for all the parameters
analyzed. Excellent correlations were obtained for proteln conceneration
and acidity, which are among the parameters most commonty used in
the dalry industry to evaluate the quality of milk, The high comrelation
with acidity can be explained by the suong mflwence of the pH in
erzymatic activity. The good correlation found with Lactose is due to the
enzymes included in the amay, whose targets wese Lictose and the two
components of Lactose (galactose and glucose). It is also remarkable
how, in the case of lactose concentration, the AgNW/BioET achieved a
higher correlation coefficient of 0.988 compared to 0.974 far the AghF/
bioET. This could be explained by an enhanced enzymatic response of
the bi s in the presence of AgNWSs, sinee the enzymes in the bioET
were selocted specifically 1o dewet changes in lactese content.

Thus, using the AgNW/BloET could be a better choke o assess
simultaneocusly in a simgle measurement.

25, Repeambility, reproducibiity and lifeerme

The repeatabllity was analyzed by measwing the decrease in In-
tensity after 5 cansecutive cycles, Inall cases the coefficlent of variation
was Jowes than 4.9% in standard solutions and lower than 6.3% inmilk.
The reproducibility was caleulated from e resporses of two identical
sensors, Values were lower than 3.9% for sensors immersed in standard
solutions and lower than 4.3% in sensors immersed in milk samples,
confirming the good level of precision achieved in the fabrication of the
blosensors (g 55). Blosensors could be cycled repeatedly (up to 50
eycdes) withowt conslderable losses of Intensity (lower than §%),
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Table 3
Its of the calibration and valid of SVMR for both hicETx
AGNW NoET
Acdity (D) Density (g/1f) Fat (%en) Protesny (%) Lactose (%en) T4 (Yein) HPDM (%)
e 0.984 0.987 0.995 0.984 0988 0979 96
MSE: 0.137 0.as8 asa? 0.025 0.25% @ 0061
wp 0975 0.977 0953 o975 0.966 0945 097
RIASED @210 ¢.403 0292 @a37 0.422 0347 0088
AGNP/bloET
Acidity (D) Dennity (g/ml) Faut (‘M) Proteing (Wen) Lasctone (Sm) TOM (San) NEDM (Wen)
e 0973 0,963 0592 0973 0.974 0576 0983
RMSE: 0.148 0.4953 o 0.020 0381 oy 0061
wp e9r 0.urs 0968 0973 n.as 0508 osm
RMSED 19 0.402 0149 @033 0518 ong LB

RIMSE: 100t mean square of calibration essor”, 1, conelation coefficient in calibration RMSE,: “1oot mesrs squae of prediction error”, RY | coarelation coefficent in

prediction,

However, once the snsors were withdrawn from the milk; a decrease in
the tieensity of the peaks was percelved (due to the adhesion of a layer of
fat). Far this 1, bi wese considered as disposable devices
and each milk was analyzed with a new set of senisors,

4. Conclusions

In this work, different strategies wese followed to obtain a bio-
electronie tongue dedicated to the analysis of milk with improved per-
formance. On the one hand, the array Included blosensors based on
enzymes able to detect sugars present In milk (- galactosklase, galactose
axidase and glucose oxidase). Om the other hand, the performance of the
blosensors was improved by combining the enzymes with siiver nano-
materials that induce unique pesformance characterissics in terms of
sensitivity. It has been demonstrated thal the aspect yatio of the nano-
material b of great nportance, Siver nanowires (AgNWs) provide a
mare effective platform for the immobilization of bicmolecules thaz
silver manoparticles (AgNPs). The LODs were lower when AgNWs were
used as suppart, reaching values in the range of 10% M, which was one
order of magnitude Jower than in the LODs obtained in the presence of
AgNPs, These resuls demonstrate that the presence of nanowires ac
celerates the DET process with a fast, direct elecuon trarsfer process,

Principal component analysis (PCA) demonstrated that the bioET
based on combinations of AgNWs and enzymes could discriminate 9
commescial types of milk sccording W el nuiitional compasition,
with a higher capacity than the bioET based on combinations of AgNPs
and enzy The PCA loading plot confirmed the excellent comple
mentarity of the biosensacs,

Excellent correlations with the chemical parameters commanly used
in the quality comrol of milk were found using Support Vector Ma-
chines, This result confirms that the developed system shaws the ben-
efits of biosensars {specifichty), nunomarerials (promoting the enzymatic
activiry) and the advantages of multlsensary systems that provide global
Information about the sample and, at the same thie, can be used (o give
quantiatlye information of several physicochemical parameters in a
single measurement, Although both boETs work appropriately, the
AgNW/bicET NWs could be i better choice than the AgNP/bioET due 1o
the Jarger specific sunface area and the higher rumber of active sites
provided by nanowires,
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