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Resumen

La presente Tesis doctoral, plantea el desarrollo de sensores y biosensores para el
analisis de alimentos, empleando diferentes materiales y nanomateriales sensibles. Se
trata de sensores y biosensores electroquimicos que permiten detectar compuestos de
interés en alimentos liquidos tales como leches o vinos. Los sensores se han disefiado
empleado diferentes materiales sensibles y tecnologias relacionadas con la Nanociencia,
con el proposito de mejorar pardmetros analiticos como son: selectividad, sensibilidad,
reproducibilidad y repetitividad. Los sensores y biosensores se han utilizado para
desarrollar redes de sensores que forman lenguas electronicas y bioelectronicas. La
preparacion y caracterizacion de los sensores y biosensores desarrollados, asi como sus
respuestas electroquimicas y su funcionamiento como parte de lenguas electrénicas, se
discuten mediante los articulos cientificos, indexados en revistas internacionales,
incluidos en esta Tesis Doctoral. Estos trabajos se presentan agrupados en tres bloques,
cada uno de ellos con una temética comun:

En el primer bloque se aborda en profundidad el desarrollo de biosensores
electroquimicos voltamétricos basados en peliculas nanoestructuradas preparadas
mediante la técnica Layer by Layer, utilizando distintas combinaciones de materiales
(polimeros conductores, liquidos i6nicos, nanoparticulas metalicas, ftalocianinas y
enzimas). El objetivo es seleccionar las nanoestructuras con mejor respuesta
electroquimica en funcion de la composicion de las peliculas, para la deteccion de
compuestos de interés en la industria alimentaria. A partir de las plataformas
seleccionadas, se ha desarrollado una lengua bioelectrénica capaz de clasificar y
discriminar entre distintas variedades de leche de vaca con diferentes caracteristicas.

El segundo blogue de trabajos, tratan el desarrollo de biosensores voltamétricos
basados en combinaciones de nanomateriales de plata (hanoparticulas y nanohilos) con
enzimas especificas para compuestos presentes en vino (tirosinasa) o leche (glucosa
oxidasa, galactosa oxidasa y [-galactosidasa). En estos trabajos se describe la
preparacion de los sensores y se analiza la influencia de la relacion de aspecto de las
nanoestructuras de plata en la capacidad de los nanomateriales como mediadores
electronicos, asi como en los mecanismos de deteccién electroquimica. En algunos casos
se han observado mecanismos de transferencia electrénica directa, lo que demuestra el
gran potencial de esta tecnologia. Finalmente, se ha realizado un estudio comparativo
de las lenguas bioelectronicas generadas a partir de ambas nanoestructuras evaluando
la capacidad de discriminacion y clasificacion de leches con diferentes caracteristicas
nutricionales. Se han alcanzado excelentes correlaciones entre los datos obtenidos con
las lenguas bioelectronicas desarrolladas y parédmetros quimicos utilizados
habitualmente en el control de calidad de leches
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El tercer bloque de esta Tesis Doctoral, pone de manifiesto la capacidad de
sensores no enziméticos para alcanzar especificidad frente a determinados compuestos
fendlicos gracias a la aplicacion de la técnica de polimeros de impresion molecular
(MIPs). Los MIPs desarrollados se obtienen mediante la electrodeposicion de un
biopolimero natural, el quitosano, asi como en combinaciones de quitosano y nanotubos
de carbono decorados con nanoparticulas, con los que se ha desarrollado una
plataforma especifica capaz de detectar determinados fenoles en vino en presencia
interferentes.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, han permitido desarrollar
sensores avanzados que, una vez combinados en forma de redes de sensores, suponen un
avance en el campo de las lenguas electrénicas y bioelectronicas dedicadas al analisis
de alimentos.
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Summary

This Doctoral Thesis proposes the development of sensors and biosensors for food
analysis, using different sensitive materials and nanomaterials. These are
electrochemical sensors and biosensors that allow the detection of compounds of interest
in liquid systems such as wines or milk. The sensors have been designed using different
sensitive materials and technologies related to Nanoscience, with the purpose of
improving analytical parameters such as selectivity, sensitivity, reproducibility and
repeatability. Sensors and biosensors have been used to develop sensor arrays that form
electronic and bioelectronic tongues. The preparation and characterization of the
developed sensors and biosensors, as well as their electrochemical responses and their
functioning as part of electronic tongues, are discussed through the scientific articles,
indexed in international journals, included in this Doctoral Thesis. These works are
presented grouped into three section, each with a common topic:

The first section deals in depth with the development of voltammetric
electrochemical biosensors based on nanostructured films prepared using the Layer by
Layer technique, with different combinations of materials (conductive polymers, ionic
liquids, metallic nanoparticles, phthalocyanines and enzymes). The objective is to select
the nanostructures with the best electrochemical response based on the composition of
the films, for the detection of compounds of interest in the food industry. From the selected
platforms, a bioelectronic tongue capable of classifying and discriminating between
different varieties of cow's milk with different characteristics has been developed.

The second section deals with the development of voltammetric biosensors based
on combinations of silver nanomaterials (nanoparticles and nanowires) with specific
enzymes for compounds present in wine (tyrosinase) or milk (glucose oxidase, galactose
oxidase and p-galactosidase). In these works, the preparation of the sensors is described
and the influence of the aspect ratio of silver nanostructures on the ability of
nanomaterials as electronic mediators, as well as on electrochemical detection
mechanisms, is analyzed. In some cases, direct electronic transfer mechanisms have been
observed, which demonstrates the great potential of this technology. Finally, a
comparative study of the bioelectronic tongues generated from both nanostructures has
been carried out, evaluating the discrimination and classification capacity of milks with
different nutritional characteristics. Excellent correlations have been achieved between
the data obtained with the bioelectronic tongues developed and chemical parameters
commonly used in milk quality control.

The third section of this Doctoral Thesis highlights the ability of non-enzymatic sensors
to achieve specificity against certain phenolic compounds thanks to the application of the
molecular imprinted polymers (MIPs) technique. The developed MIPs are obtained by
electrodeposition of a natural biopolymer, chitosan, as well as in combinations of
chitosan and carbon nanotubes decorated with nanoparticles, with which a specific
platform capable of detecting certain interfering phenols in wine has been developed.
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The results obtained in this Doctoral Thesis have allowed the development of advanced
sensors that, once combined in the form of sensor arrays, represent an advance in the
field of electronic and bioelectronic tongues dedicated to food analysis.
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Contexto de la Tesis Doctoral

La presente Tesis Doctoral titulada “Sensores y biosensores electroquimicos:
nuevos horizontes y desafios en su integracion en sistemas multisensores para su
aplicacion en la industria alimentaria” se ha escrito como un compendio de publicaciones,
y por ello los resultados obtenidos se presentan recogidos en siete articulos cientificos
publicados en revistas internacionales indexadas en JCR. Asimismo, esta Tesis cumple
con los requisitos necesarios para ser acreditada con Mencién Internacional, dado que
parte del trabajo se ha realizado en el Instituto de Ciencias Analiticas, en Lyon (Francia),
bajo la supervision de la Prof. Nicole Jaffrezic-Renault.

La parte fundamental de esta Tesis, se ha realizado en el grupo UVaSens de la
Universidad de Valladolid, supervisada por la Prof. Maria Luz Rodriguez Méndez y la
Prof. Ana Cristina Garcia Cabezon. EI grupo en el que se ha desarrollado la Tesis, trabaja
en una linea de investigacion basica, enfocada al desarrollo de sensores y biosensores
electroquimicos nanoestructurados, y en una linea de investigacion aplicada, en la que se
combinan los sensores desarrollados para fabricar lenguas electronicas (LEs) empleadas
en la caracterizacion de alimentos y bebidas. Estos trabajos se realizan en colaboracién
con organismos y empresas, que proporcionan las muestras que se han analizado en este
trabajo. Cabe destacar la colaboracién con la Estacion Enoldgica de Castilla 'y Ledn, que
ha proporcionado las muestras de vino y la empresa Calidad Pascual, que ha suministrado

las muestras de leche.

La motivacion central de esta Tesis es la integracion de nuevos materiales y
nanomateriales en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos. La idea central
es combinar materiales y nanomateriales utilizando distintas técnicas, con el fin de
desarrollar novedosas membranas y peliculas sensibles, con propiedades sensibles
mejoradas. La incorporacion de enzimas especificas frente a azlcares, fenoles u otros
compuestos presentes en leches y vinos, ha de permitir mejorar el desempefio del sensor
en términos de selectividad y sensibilidad. Ademas, estos nuevos sensores y biosensores
con mejores prestaciones, pueden incorporarse a redes de sensores para obtener lenguas
electronicas y bioelectronicas que puedan utilizarse para analizar muestras de interés en
las industrias vitivinicola y lactea, fomentando la viabilidad de su integracion para

aplicaciones de campo en la Industria 4.0.
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Mencionar que, como Ya se ha indicado, parte de esta investigacion se ha realizado
en la Universidad de Lyon (Francia) mediante una estancia pre-doctoral. Durante dicha
estancia, se han desarrollado novedosos sensores basados en la tecnologia de impresion
molecular, con la que se generan plantillas especificas para ciertos compuestos, lo cual
permite reemplazar a biorreceptores que son costosos y fragiles, por polimeros en los que

se imprime la huella de las moléculas a detectar.

La estructura que sigue la presente Tesis Doctoral es la siguiente:

Capitulo 1- Justificacion y objetivos.
En el que se describe la justificacion y motivacion de esta Tesis, asi como los

objetivos perseguidos durante su realizacion.

Capitulo 2- Estado del arte.

Este capitulo recoge una introduccion general a los sensores y biosensores
electroquimicos, que pretende dar una amplia vision del tema tratado. Para ello se
describen los métodos de deteccion electroquimica, las diferentes técnicas y métodos de
desarrollo de sensores basados en materiales y nanomateriales sensibles, asi como el
concepto de biosensores enziméaticos. También se presentan algunos trabajos previos

destacables en el campo de las lenguas electronicas.

Capitulo 3- Resultados.
Se presentan los resultados de las investigaciones realizadas y los articulos

cientificos publicados en revistas indexadas internacionales mediante tres subcapitulos:

-Biosensores electroquimicos basados en LbL. Efectos sinérgicos.

Se presentan tres articulos con una temética comun. Se inicia con los objetivos y
motivacion perseguidas. A continuacion, se describen los resultados obtenidos en dos
trabajos dedicados al desarrollo de biosensores electroquimicos basados en peliculas
nanoestructuradas preparadas mediante la técnica de Layer by Layer. Estas peliculas se
han obtenido utilizando combinaciones de nanomateriales y enzimas, y se han dedicado
a la deteccion de catecol, un compuesto de interés en la industria alimentaria. En una
linea més aplicada, también se presenta un trabajo sobre el desarrollo y puesta a punto

de una lengua bioelectronica (bioLE) a partir de los biosensores nanoestructurados
X1
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desarrollados aplicada a la industria lactea. Finalmente se muestran los articulos
publicados en revistas indexadas.

-Biosensores electroquimicos basados en nanomateriales de plata. Influencia de
la relacion de aspecto.

Se presentan dos articulos en los que se ha desarrollado biosensores enzimaticos
voltamétricos basados en diferentes nanoestructuras de plata. Se muestra una breve
introduccion que describe la motivacion y los objetivos planteados. Se indaga sobre la
influencia de la relacidn de aspecto de las nanoestructuras de plata en los mecanismos
de deteccion electroquimica de compuestos de interés en la industria alimentaria
mediante el disefio de dos bioLEs que se han utilizado para clasificar, discriminar y
predecir parametros de interés en muestras de leche con diferente contenido nutricional.
Finalmente se muestran los articulos publicados en revistas indexadas internacionales.

-Sensores electroquimicos basados en MIP.

Se presentan dos articulos realizados a partir de las investigaciones realizadas
durante la estancia internacional. Se detalla la motivacion y los objetivos perseguidos en
el desarrollo de sensores basados en polimeros de impresion molecular (MIPs) para la
deteccidn de compuestos fenolicos. Se resumen los hitos de los articulos desarrollados.

Finalmente se muestran los articulos publicados por dos revistas internacionales.

Capitulo 4- Conclusiones y perspectivas futuras.

En este capitulo se recogen las conclusiones a las que se ha llegado tras analizar los
resultados experimentales obtenidos a lo largo de la presente Tesis Doctoral. También se
contemplan las aplicaciones y proyecciones futuras de las investigaciones desarrolladas.

Capitulo 5- Bibliografia.

En este capitulo se encuentran las referencias bibliogréaficas en las que se apoya esta
Tesis Doctoral.

Capitulo 6- Anexos.

Se recogen las publicaciones, asistencia a congresos 0 cursos, participacion en
proyectos, certificacion de estancia pre-doctoral en el extranjero de la autora de la Tesis

Doctoral, becas e informes de evaluadores externos.
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Capitulol

Justificacion y objetivos

En este capitulo se presenta la justificacion de esta Tesis. Para ello se desarrolla
una breve descripcién del marco cientifico e industrial actual en lo relativo a la
investigacion en el desarrollo y uso de sensores, biosensores basados en nanomateriales,
asi como de los avances requeridos en el campo de las lenguas electronicas y su
aplicacion en la industria de la alimentacion, especificamente en la industria lactea y
vitivinicola. Finalmente se presentan los objetivos especificos planteados en esta Tesis
doctoral.

This chapter presents the justification for this Thesis. To do so, a brief description
of the current scientific and industrial framework in terms of research in the development
and use of sensors, biosensors based on nanomaterials and electronic tongues and their
application in the food industry, specifically in the dairy and wine industry, is presented.
Finally, the specific objectives set out in this doctoral Thesis are presented.
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1.1. Justificacion

La industria alimentaria esta en constante renovacion con el fin de satisfacer, las
cada vez mas exigentes demandas de los consumidores, asi como la estricta legislacion
que rige en el sector [1]. Por esta razon esta industria, como muchas otras, se encuentra
inmersa en la cuarta revolucion industrial, denominada Industria 4.0 o Smart Industry,
que se basa en el uso de sistemas inteligentes que permitan controlar todas las etapas del
proceso productivo incluyendo materiales, procesos y productos. Es decir, el control
desde las materias primas hasta el consumidor final, de forma autbnoma e interconectada.
Esto requiere combinar sistemas de control (habitualmente sensores) con sistemas de
software en red [2,3]. La importancia de estos sistemas, hace necesario investigar y
mejorar diversos aspectos, como las unidades sensibles, la trazabilidad de componentes
individuales, los sistemas de autoaprendizaje o la interpretacion de tecnologias de
medicion [4]. Estas mejoras son cruciales para obtener mediciones en tiempo real a través
de la monitorizacién remota con dispositivos asequibles y fiables [2,5]. Estos nuevos
sistemas mejorados permitiran registrar datos fiables, procesar las sefiales y localizar la
informacion relevante contenida en grandes cantidades de datos, facilitando asi, la
clasificacion e interpretacion de la informacion. Esto proporcionard una monitorizacion

mas eficiente de los sistemas de produccion.

El control de los procesos y productos requiere disponer de sensores rapidos,
sensibles y reproducibles. En el caso de los sensores fisicos (capaces de detectar
pardmetros como temperatura, presion o posicion) existen dispositivos comerciales
fiables y con alta reproducibilidad. Sin embargo, en el campo de los sensores quimicos,
es necesario desarrollar nuevas tecnologias que permitan mejorar la selectividad, la
sensibilidad y la vida media de los sensores. El sistema de funcionamiento de los sensores
quimicos consta de dos componentes principales: un sistema de reconocimiento de
analitos, denominado receptor y un transductor fisico-quimico capaz de procesar y
transformar la sefial obtenida en una sefial eléctrica medible. Debido a que existen
diferentes formas de producir sefiales, existen diferentes tipos de sensores de acuerdo al
tipo de transduccion que utilizan. Esta puede ser piezoeléctrica, dptica, térmica, masica,

electroquimica, magnética y resistiva entre otras [6].

Este trabajo se centra en el desarrollo de nuevos sensores electroquimicos

voltamétricos para el analisis de liquidos complejos. Su fundamento se basa en la
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deteccion de las reacciones de oxidacion/reduccion que tienen lugar en la superficie del
electrodo a ciertos voltajes. La modificacion de la superficie del electrodo permite variar
los potenciales a la que ocurren esas reacciones redox, asi como amplificar la intensidad
de las respuestas. Existen multitud de materiales que pueden usarse como modificadores,
siendo especialmente interesantes aquellos que tienen un comportamiento
electrocatalitico, es decir, aquellos que facilitan la transferencia electronica hacia el
electrodo, disminuyendo el voltaje al que ocurren las reacciones y aumentando la
intensidad de la respuesta [7]. En los biosensores electroquimicos, por su parte, el
elemento bioldgico actGa como receptor, y por tanto se combina la capacidad analitica de

la técnica electroquimica con la especificidad del elemento bioldgico.

Debido a las propiedades que presentan los sensores electroquimicos, tales como la
estabilidad, especificidad, precision, selectividad, repetitividad, bajo coste, posibilidad de
miniaturizacion y portabilidad, entre otras, son dispositivos altamente demandados en
controles de calidad en la industria alimentaria [8]. Por lo tanto, el propdsito de este
trabajo es desarrollar nuevos sensores y biosensores electroquimicos para la deteccion de
sustancias presentes en alimentos tales como antioxidantes y azUcares, capaces de mejorar

los niveles de seguridad y calidad de alimentos y bebidas.

Existen diversas estrategias para mejorar la sensibilidad de los sensores
electroquimicos. Por una parte, la inclusion de nanomateriales en la membrana sensible
tales como nanotubos de carbono (CNTSs), grafeno o nanoparticulas metélicas (MNPS)
entre otros, abre la posibilidad de mejorar la sensibilidad de los sensores ya que el uso de
estos materiales aumenta la relacién superficie/volumen de la pelicula sensible [9].
Ademas, las propiedades electrocataliticas de los nanomateriales, facilitan los procesos
electroquimicos de oxidacién/reduccion de los compuestos a detectar, lo que implica
conseguir un aumento de la sensibilidad, obtener limites de deteccion mas bajos y

disminuir los problemas causados por posibles interferencias [9,10].

Un problema recurrente en los sensores quimicos es su falta de selectividad. Existen
varias estrategias para mejorar la selectividad de los sensores electroquimicos. La primera
consiste en el uso de biosensores enzimaticos, que se benefician de la especificidad
enzima-sustrato. Asi, durante los ultimos afios, se han realizado numerosos avances en
este campo, habiéndose desarrollado una gran cantidad de sensores que utilizan

diferentes enzimas que se han aplicado con éxito al analisis de sustancias de interées en la
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industria alimentaria [11-16]. Por otra parte, la combinaciébn de enzimas y
nanomateriales puede contribuir a la mejora de las especificaciones de estos biosensores
electroquimicos, ya que los nanomateriales pueden actuar como matrices de
inmovilizacion eficaces para enzimas, y ademas, son excelentes mediadores electrénicos,
lo que se traduce en una mejora de las caracteristicas de los biosensores [10,17]. Otra
posibilidad de alcanzar cierta especificidad en sensores no enzimaticos es el desarrollo de
sensores basados en polimeros de impresion molecular (MIPs). Para ello, mediante
técnicas de electropolimerizacion se generan membranas con cavidades especificas del
analito, siendo una técnica adecuada para la deteccion electroquimica de compuestos de

interés en la industria alimentaria como fenoles o azucares [18,19].

Otra estrategia para solucionar el problema relacionado con la selectividad, es la
utilizacion de sistemas multisensores, denominados lenguas electronicas (LES), en las que
una red de sensores con especificidad parcial, pero con selectividad cruzada, se combina
con un software de reconocimiento de patrones. Estos dispositivos tienen la ventaja de
poder analizar liquidos complejos como vinos o leches, reduciendo el coste, el tiempo de
medida y el procesado en comparacion con los métodos analiticos clasicos. Por esta razén,
las LEs basadas en sensores electroquimicos tienen un gran potencial en el control de
calidad de la industria alimentaria [20]. Sin embargo, esta tecnologia ain no esta lo
suficientemente madura, y para lograr su implementacion en la industria se hace necesario
seguir investigando para adquirir nuevos avances. Las redes de sensores basados en
nanomateriales y en combinaciones de nanomateriales y enzimas, pueden suponer un

importante avance en este campo.

El grupo de investigacion UVASens, cuenta con una larga experiencia en el
desarrollo de redes de sensores y biosensores electroquimicos. Ademas, de los aspectos
de investigacion basica, el grupo siempre tiene en cuenta la aplicacion industrial de los
sensores desarrollados. En esta investigacion, se ha profundizado en estos aspectos,
desarrollando nuevos nano/sensores y biosensores cuya composicion y estructura esté en
la interfase entre la nanociencia, la biologia y la electroquimica. A tal efecto, en el
desarrollo de esta Tesis Doctoral se abordan y combinan dos lineas de investigacién

complementarias, cuyos objetivos se resumen en el siguiente apartado.
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1.2.  Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis se centra en la preparacion, desarrollo y
aplicacion de diferentes sensores y biosensores en redes de sensores y biosensores
electroquimicos para el andlisis de compuestos fendlicos y azucares en disoluciones

patron, asi como en matrices complejas.

Para ello, se siguen dos lineas de investigacion, la primera, basada en una
investigacion basica, que consiste en el desarrollo de nuevos sensores y biosensores
modificados con diferentes materiales y nanomateriales sensibles a la deteccion de
moléculas de interés en la industria alimentaria. Para lo cual, se utilizaran distintas
combinaciones de materiales y técnicas de preparacion, con el fin de obtener sensores y
biosensores electroquimicos que mejoren su sensibilidad, estabilidad, reproducibilidad, y
repetitividad, para garantizar su capacidad quimica en el analisis de muestras complejas.
La segunda linea, es una investigacion aplicada, en la que los sensores y biosensores
desarrollados en la fase previa, se han utilizado para formar redes de sensores, que se han
combinado con técnicas quimiomeétricas para obtener diferentes lenguas bioelectronicas
(bioLEs) dedicadas al andlisis de distintas bebidas, en concreto vino y leche, dos de los

alimentos claves en la economia de Castilla'y Leon.

Para llevar a cabo esta investigacion, se realizara un amplio estudio de las
propiedades electrocataliticas que ofrecen los diferentes materiales y nanomateriales
seleccionados, asi como las posibles sinergias obtenidas tras su combinacion, para lo cual
se utilizaran y compararan diferentes técnicas basadas en el desarrollo de peliculas
delgadas estructuradas. En segundo lugar, se desarrollaran biosensores, para ello, se
inmovilizara material biolégico en la superficie, especificamente enzimas, para mejorar
el rendimiento de los dispositivos en términos de especificidad y sensibilidad.
Posteriormente, los sensores y biosensores se combinaran para construir redes
multisensoras formando bioLEs que seran aplicadas al analisis de matrices complejas,
Para ello, los resultados obtenidos seran analizados mediante herramientas estadisticas
para discriminar entre muestras, y establecer correlaciones entre los datos obtenidos y los

parametros fisico-quimicos obtenidos por analisis tradicional.
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De acuerdo con este propdsito general, los objetivos especificos que se persiguen
en esta Tesis Doctoral se dividen en tres bloques en el capitulo 3:

El objetivo principal del primer bloque es el desarrollo de sensores
voltamperométricos para el analisis de compuestos de interés en la industria alimentaria,
basados en la preparacion de peliculas nanoestructuradas mediante la técnica Layer by
Layer (LbL). Para ello se combinarén quitosano, liquido ionico (IL), ftalocianinas (Pcs)
y/o0 nanoparticulas metalicas (NPs) con enzimas y se evaluara la respuesta electroquimica
de los sensores preparados. Este objetivo general se perseguira a través de dos objetivos
secundarios. El primero es estudiar la influencia de la arquitectura de las peliculas LbL
(composicion y orden de las monocapas) y analizar las sinergias establecidas entre los
diferentes componentes. También se analizard el papel de estas peliculas como
plataformas para la inmovilizacion de fenoloxidasas o galactosa oxidasa, evaluando su
capacidad para facilitar la transferencia electronica entre el electrodo, la enzima vy el
sustrato. Finalmente, se evaluara la posibilidad de desarrollar una lengua bioelectrénica
basada en dichos biosensores y analizar muestras de leche segln su contenido en lactosa.

Los trabajos presentados en el segundo bloque, tienen como objetivo principal el
desarrollo de biosensores voltamperométricos basados en la combinacién de
nanoestructuras de plata y enzimas para la deteccion de fenoles o azucares. El primer
trabajo en este campo tiene como objetivo demostrar que es posible utilizar nanohilos de
plata (AgNWSs), en lugar de las clasicas nanoparticulas (AgNPs) y evaluar los potenciales
beneficios de utilizar nanomateriales con una relacion de aspecto mayor. Los siguientes
trabajos tienen como objetivo desarrollar diferentes biosensores, formados con distintas
enzimas para su implementacion en una bioLE para discriminar entre muestras de leche
segun su contenido en grasa y calcio, y establecer correlaciones mediante técnicas
qguimiomeétricas con los correspondientes datos quimicos.

El objetivo principal de los trabajos presentados en el Gltimo bloque consiste en el
desarrollo y optimizacion de sensores no enzimaticos basado en la impresién de una
matriz polimérica de quitosano siguiendo la técnica de impresion molecular de polimeros
(MIPs), que seran usados para la deteccion de catecol en vino. Para ello se analizaran las
capacidades electroguimicas de los sensores voltamperométricos desarrollados en la
deteccion de catecol en disoluciones patron y se evaluara el papel de la incorporacion de
nanotubos de carbono (CNTs) decorados con nanoparticulas de oro (AuNPs) como

mediadores electrdnicos en la matriz polimérica. Ademas, se determinara el rendimiento
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de los sensores desarrollados en presencia de interferentes fendlicos y en matrices
complejas de vino.

Todos los objetivos perseguidos se debatiran a lo largo de esta Tesis y su
contribucion a la investigacion se discutird de acuerdo con los articulos cientificos

obtenidos.
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Capitulo 2
Estado Del Arte

El empleo de nanomateriales como materiales sensibles en sensores y biosensores
electroquimicos ha sido objeto de numerosos estudios en los Gltimos afios. A lo largo de
este capitulo se presentan los principales principios y las metodologias utilizadas para
la incorporacion de nanomateriales en sensores, biosensores y sistemas multisensores
electroquimicos, asi como sus aplicaciones en la industria alimentaria. Se evalta el papel
de la incorporacion de nanomateriales 0 mezclas de nanomateriales y los beneficios de
los efectos sinérgicos que se generan. Se discuten los efectos electrocataliticos de los
nanomateriales como soportes para la inmovilizacion de enzimas en biosensores.
Finalmente, se revisa la aplicacion de sensores, biosensores y lenguas electrénicas en la
industria alimentaria.

The use of nanomaterials as sensitive material for electrochemical sensors and
biosensors has been the subject of numerous studies in recent years. In this chapter, the
main principles and methodologies used for the incorporation of nanomaterials in
electrochemical sensors, biosensors and multi-sensor systems are presented, as well as
their applications in the food industry. The role of incorporating nanomaterials or
mixtures of nanomaterials and the benefits of synergistic effects are evaluated. The
electrocatalytic effects of nanomaterials as supports for the immobilization of enzymes in
biosensors are discussed. Finally, the application of sensors, biosensors and electronic
tongues in the food industry is reviewed.
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2.1. Sensores y biosensores electroquimicos

Las técnicas electroquimicas son de gran interés para analizar diferentes
compuestos presentes en alimentos y bebidas, como antioxidantes o0 azucares, entre otros
[17,21]. Ademas, brindan la posibilidad de trabajar en matrices complejas y pueden servir
como alternativa a los métodos convencionales de analisis ya que son rapidos, poseen una
elevada sensibilidad, permiten su aplicacion in-situ y no requieren de operadores
altamente cualificados [9]. En los siguientes apartados se describen los multiples métodos
de deteccion electroquimica en los que se basan los sensores electroquimicos, asi como
algunos de los materiales utilizados en la modificacion de electrodos y las diferentes
técnicas de preparacion de peliculas que pueden ser empleadas en el desarrollo de
sensores Yy biosensores electroquimicos utilizados en el control de calidad de vino y leche,

que son los alimentos de interés en esta Tesis.

2.1.1. Métodos de deteccion electroquimica

La eleccion del método de deteccion electroquimica con el que se pueden estudiar
las reacciones que tienen lugar en la superficie del electrodo, depende fundamentalmente
de las propiedades electroquimicas del sistema (sustrato, electrolito, analito).
Generalmente, el proceso de medida involucra un sistema de tres electrodos (el electrodo
de trabajo actia como transductor de la reaccidn, el contraelectrodo mantiene contacto
entre la disolucion y la superficie del electrodo y permite aplicar corriente al electrodo de
trabajo y el electrodo de referencia tiene un potencial de equilibrio estable y conocido y
se utiliza para medir el potencial entre los otros dos electrodos) [22,23]. No obstante,
existen sistemas de deteccion electroquimica en los que se utilizan dos electrodos, como
en el caso de los sensores potenciométricos o los impedimétricos en los que no se precisa
contraelectrodo [24]. Para garantizar un buen rendimiento electroquimico, la seleccién
del electrodo de trabajo es esencial, por ello tal y como se ha reportado, la modificacion
de la superficie con materiales y nanomateriales, asi como con material biolégico,
desempefia un papel realmente importante. Ademas de ello, es necesario solventar la
necesidad de desarrollar sensores baratos y desechables para poder utilizar a nivel
industrial, lo cual implica el desarrollo de nuevas estrategias como por ejemplo, el

desarrollo de electrodos serigrafiados modificados con diferentes materiales [23].
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Las técnicas electroquimicas ofrecen multiples posibilidades de analisis
dependiendo del método utilizado en la deteccion [17]. Entre ellos se incluyen la
impedancia, la potenciometria, la amperometria y la voltamperometria [25,26]. A
continuacion, se presenta un breve resumen de los métodos de deteccion electroguimica
comunmente aplicados en el desarrollo de sensores para la industria alimentaria.

Los sensores impedimétricos se basan en la deteccidn de cambios en la interaccion

de la superficie del electrodo y el medio, es decir, registran los cambios de impedancia
que ocurren como consecuencia de las interacciones que tienen lugar en la superficie de
electrodos modificados quimicamente y el medio de ensayo. Este método consiste en la
aplicacion de una sefial sinusoidal de potencial, de pequefia amplitud en un rango de
frecuencias determinado, entre el electrodo de trabajo y el auxiliar, registrandose una
respuesta en forma de intensidad de corriente de diferente amplitud y fase que el potencial
aplicado. La relacion potencial/intensidad de corriente permite identificar los datos de
impedancia que pueden representarse en un plano complejo como Z" (impedancia de la
parte imaginaria) frente a Z' (impedancia de la parte real), denominados diagramas de
Nyquist o bien el mdédulo de impedancias |Z| y el desfase (0) en funcion de las
frecuencias aplicadas denominados diagramas de Bode. Ademas, es posible ajustar los
datos a un circuito eléctrico equivalente para explicar los procesos electroquimicos donde
ocurre transferencia de carga a través de la interfase solido-liquido y a través del
electrolito, asi como los procesos de difusion [27,28]. Por ello, la inmovilizacion sobre el
electrodo de una amplia variedad de materiales de deteccidn, incluidos nanomateriales y
elementos de biorreconocimiento, permite aumentar la especificidad de los sensores a
elementos presentes en la disolucion en funcion del cambio de impedancia que se registra
en la interfase como consecuencia de su interaccion con la superficie del electrodo [29-
31].

Actualmente, existe una gran variedad de (bio)sensores impedimétricos utilizados
en el andlisis de alimentos y bebidas cuyas aplicaciones industriales mas comunes se
basan en el control de calidad, dada su buena estabilidad, reproducibilidad y precision
[24,32]. Cabe destacar la capacidad de dichos sensores para discriminar muestras de vino
en funcion del tipo de cosecha, vifiedo, region o marca de vino. Concretamente se han
desarrollado redes de sensores cuyas unidades de deteccion estan basadas en peliculas
Langmuir-Blodgett (LB) o LbL de polimeros, lipidos y una gran variedad de compuestos.

También se han empleado técnicas de preparacién de peliculas mas sencillas como spin-
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coating para la modificacion de electrodos con polimeros conductores, nanoparticulas y/o
ftalocianinas [33,34].

De la misma manera, los sensores impedimétricos se han utilizado con éxito para
el analisis de leche. Por ejemplo, utilizando microelectrodos interdigitados (IDE)
recubiertos con polimeros conductores es posible detectar adulterantes como la
tetraciclina en muestras de leche con distinto contenido graso. También se han usado
sensores impedimétricos recubiertos de nanofibras conductoras para analizar muestras de
leche sin necesidad de pretratar las muestras [35].

Los_sensores potenciométricos se basan en la medida del potencial creado por

especies con carga en la superficie de una membrana que actia como material sensible.
Este potencial se mide frente a un electrodo de referencia. El potencial registrado puede
utilizarse entonces para determinar la concentracion de las especies responsables de la
aparicion de la carga en la superficie de la membrana. Los sensores potenciométricos
ofrecen la posibilidad de modificar la selectividad del sensor variando la naturaleza de
los materiales que forman la membrana [36].

Existe una amplia variedad de electrodos potenciométricos selectivos de iones
(ISE) que, modificados con membranas de diferentes composiciones (por ejemplo
membranas compuestas por agentes quelantes) , permiten detectar selectivamente
diversos iones, como por ejemplo Ca?*, Mg?", NH*" o urea generalmente presentes en la
leche [37-39] o iones como, Na*, NH* o MnOs presentes en bebidas como vino o
cerveza [40,41].

Existen otros materiales empleados en el desarrollo de membranas que, al ser
introducidos en una disolucion, crean una doble capa cargada en la superficie de la
membrana, carga que es proporcional a la presencia de ciertos compuestos. Estos
materiales permiten la fabricacion de sensores potenciométricos solidos donde en la
mayoria de los casos, las membranas estan formadas por un polimero, un plastificante y
un aditivo [42,43]. En esta configuracion se reemplaza el electrolito interno de los
electrodos ISE convencionales por un transductor de contacto solido [44]. En estos
sensores es relativamente sencillo inmovilizar enzimas. La accion enzimatica provoca
cambios en el potencial de membrana, lo que hace de los sensores potenciométricos unos
excelentes biosensores con especificidad para una amplia gama de compuestos (urea,
glucosa, etc). Los electrodos modificados mediante la combinacion de polimeros con

nanomateriales como nanoparticulas, nanohilos o nanomateriales de carbono, entre
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muchos otros, han demostrado ser sensores potencialmente eficientes debido a que la
presencia de nanomateriales ofrece mayor estabilidad en el potencial del electrodo y
aumenta la carga de la doble capa [43]. El uso de este tipo de sensores también ha sido
utilizado por la tecnologia de impresion molecular de polimeros (MIP), con el fin de
obtener sensores potenciométricos ISE con una gran selectividad sin necesidad de
inmovilizar enzimas en la membrana polimérica [45-47].

Una ventaja importante de los sensores potenciométricos es la posibilidad de
miniaturizacion de forma sencilla, Asi, el desarrollo de sensores potenciométricos
miniaturizados de transistores de efecto de campo sensibles a iones (ISFETS) y de
transistores de efecto de campo enzimatico (ENFETS) ha demostrado ser una herramienta
eficiente en el analisis de alimentos y bebidas [48,49]. Un transistor ISFET se basa en un
MOSFET clasico (transistor de efecto de campo metal-6xido-semiconductor) donde la
puerta metalica estd conectada a un electrodo de referencia sumergido en una solucion
acuosa. El dispositivo es sensible a la presencia de portadores de carga en la superficie de
la membrana y la sefial producida es proporcional a la concentracion de analito presente
en una muestra [50]. Por otra parte, en el caso de los ENFET la puerta se modifica con

una membrana enzimatica [51].

Los sensores amperomeétricos se basan en el registro de la intensidad de corriente

eléctrica que produce la oxidacion o reduccion de la especie de interés cuando se aplica
un voltaje fijo (potencial) entre dos electrodos [52]. La sefial obtenida es directamente
proporcional a la concentracion de analito.

Se han utilizado diversos sensores amperométricos modificados con una gran
variedad de materiales, nanomateriales y/o enzimas, para cuantificar el contenido de
antioxidantes en los vinos [22] o componentes de interés en productos lacteos como
lactosa o lactato a través del H202 generado en la reaccion enzimatica [53,54], asi como
para la determinacion de aditivos o contaminantes en otros alimentos o bebidas entre los
que incluyen hidracina, bisfenol A, acido ascorbico, cafeina, acido cafeico, sulfitos o
nitritos [9]. Por lo general los sensores amperométricos se emplean en la deteccion
electroquimica del analito, mientras que el comportamiento electroquimico del analito en
la superficie del electrodo suele estudiarse a través de técnicas voltamperométricas.

En los_sensores voltamperométricos se aplica un barrido de potencial y se registra

la corriente eléctrica producida por la oxidacion/reduccion del analito y/o de la especie
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de interés en la superficie del electrodo. Durante estos procesos redox se produce una
transferencia de electrones entre el electrodo de trabajo y la solucion, que causan un
aumento de la intensidad de corriente, donde la intensidad de los picos es proporcional a
la concentracion del analito [55]. Al igual que en los sensores amperomeétricos, en los
sensores voltamétricos es posible modificar los electrodos con una amplia variedad de
materiales, capaces de incrementar la selectividad y la especificidad del sensor de forma
sencilla y efectiva. Otra ventaja importante de la voltametria es su versatilidad ya que
existen diferentes formas de aplicar el barrido de voltaje. Estas diferentes técnicas, se
detallan a continuacion [56]:

En la voltamperometria ciclica (CV) el potencial se aplica de forma ciclica y varia
linealmente con el tiempo a una velocidad de barrido constante, desde un potencial inicial
hasta un potencial maximo regresando al potencial inicial, un determinado nimero de
ciclos. Al voltaje apropiado, las especies redox se oxidan o reducen en la superficie del
electrodo, produciendo una corriente transitoria, cuya intensidad es proporcional a la
concentracion del analito. Es la técnica més empleada para obtener informacion
cualitativa y cuantitativa de la presencia de especies con actividad redox. Dada su gran
capacidad de deteccion electroguimica, la CV serd la técnica aplicada en las
investigaciones desarrolladas en esta Tesis para la cuantificacion de los analitos
estudiados. No obstante, existen otras técnicas voltamperométricas ampliamente usadas
como son la voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) o la voltamperometria de onda
cuadrada (SWV) con las que también se ha trabajado en el desarrollo de investigaciones
realizadas en esta Tesis.

En DPV, la sefal de excitacion consiste en la aplicacion de un barrido lineal de
potencial a través de pulsos con una amplitud, duracion e incremento de potencial
constantes. La respuesta que se obtiene es un barrido de intensidad en el que se representa
para cada pulso la diferencia entre las corrientes registradas inmediatamente antes del
pulso y al final del pulso. Esta técnica minimiza las corrientes no faradaicas. De esta
manera al representar la diferencia de las corrientes obtenidas, frente al potencial aplicado
se obtienen respuestas donde la intensidad maxima de corriente faradaica es directamente
proporcional a la concentracion de la especie reaccionante con una mayor sensibilidad
que otras técnicas como la voltametria ciclica.

En SWV se aplican pulsos de potencial constantes entre el electrodo de trabajo y el

de referencia en forma de onda cuadrada y se mide como en DPV la corriente dos veces
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durante cada ciclo de la onda cuadrada, la primera al final del pulso directo y la segunda
al final del pulso inverso, durante intervalos de tiempo muy cortos (periodos). En SWV
como en DPV se representa la diferencia entre estas dos mediciones frente al potencial
en escalera aplicado, esto es en condiciones de oxidacion y en condiciones de reduccion.
Este método es mas sensible y mas rapido que la DPV ya que ademés de eliminar las
corrientes faradaicas se consigue un amento en la intensidad de la sefial debido a que la
intensidad de la corriente obtenida en cada pulso es mas elevada al ser la diferencia entre
la corriente anddica positiva y la corriente catddica negativa. Por tanto la técnica SWV
permite discriminar mejor la corriente faradaica de la corriente capacitiva, al tener en
cuenta las dos corrientes mientras que en la técnica DPV se registra Unicamente la
corriente en el sentido anddico [56].

El uso de sensores voltamperométricos ha sido ampliamente abordado para la
cuantificacion de analitos en la industria alimentaria. Para ello se han utilizado desde los
sensores mas simples, fabricados con materiales conductores clasicos (carbono, oro,
platino, etc.) hasta aquellos en los que la superficie del electrodo se ha modificado
qguimicamente para mejorar la selectividad del sensor. Una gran variedad de materiales
tales como los polimeros conductores, ciertos compuestos de coordinacion,
nanomateriales o nanomateriales derivados del carbono entre muchos otros han
demostrado ser buenos materiales modificadores gracias a sus excelentes propiedades
electrocataliticas [14,57-62]. A su vez, estos electrodos quimicamente modificados,
permiten en muchos casos la inmovilizacion de biomateriales tales como enzimas, lo que
permite inducir especificidad a los sensores [16,63-66]. A continuacion, se describe la
importancia de estos materiales y nanomateriales como materiales sensibles, asi como

soportes para la inmovilizacidn de enzimas en la deteccion electroquimica.

2.1.2. Materiales y nanomateriales sensibles. Deteccion electroquimica

La sensibilidad y selectividad de los sensores electroquimicos se puede optimizar
modificando la superficie de los sensores (electrodos modificados quimicamente)
utilizando diversos materiales, nanomateriales o0 enzimas, cuyo uso ha demostrado ser
extremadamente util para mejorar las caracteristicas de los sensores electroquimicos [9].
Los nanomateriales han atraido una gran atencién por su actividad electrocatalitica y alta
conductividad, su alta relacion superficie/volumen y la posibilidad de ser modificados o

funcionalizados [17]. Ademas, la biocompatibilidad de los nanomateriales les convierte
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en una plataforma excelente para la inmovilizacion de biomateriales, favoreciendo la
especificidad [67]. Asimismo, la combinacion adecuada entre varios materiales
electrocataliticos puede mejorar el funcionamiento del sensor gracias a los efectos
sinérgicos que aumentan la transferencia electronica [68,69].

Algunos ejemplos de estos materiales incluyen: metales y aleaciones
convencionales, polimeros, moléculas orgénicas, compuestos de coordinacion, materiales
porosos o0 materiales carbonosos, entre otros [70,71]. Entre ellos, los que se han empleado
en el desarrollo de esta Tesis son: polimeros como el quitosano, nanotubos de carbono
(CNTs), liquidos io6nicos (ILs), ftalocianinas (Pcs), y nanoestructuras metalicas como
nanoparticulas (NPs) o nanohilos (NWs) [72].

Existe una amplia variedad de polimeros que pueden emplearse como sustrato
intermedio en la modificacion de superficies de electrodos. Los polimeros naturales como
el quitosano son materiales baratos, biocompatibles y aptos para desarrollar sensores o
biosensores por las ventajas fisicas y quimicas que ofrecen (buena resistencia mecanica,
estabilidad, hidrofilicidad y posibilidad de modificacion quimica, entre otras). Los
polisacaridos tienen un gran potencial en el desarrollo de sensores electroquimicos
gracias a su capacidad para crear uniones con otros materiales, y con enzimas, lo que les
convierte en una excelente plataforma para la inmovilizacion de materiales [73]. Asi, la
modificacion de la superficie del electrodo con polisacéridos ha demostrado ser una
excelente opcion para aumentar el rendimiento analitico de sensores y biosensores [74].
Esta mejora se puede implementar mediante la combinacion de estos polimeros con otros
materiales, como NPs, ILs o derivados de carbono, que potencian la transferencia de
electrones [75]. Dentro de la gran variedad de polimeros disponibles, el quitosano destaca
por su amplia aplicacion en el analisis de muestras ambientales, clinicas y alimentarias
[74].

Los nanomateriales de carbono son ampliamente utilizados en el desarrollo de
sensores electroquimicos debido a sus excelentes propiedades electrénicas y cataliticas,
la gran ventana de potencial a la que pueden trabajar y a su bajo coste. Por ello, el uso de
sensores y biosensores modificados con nanomateriales de carbono permite realizar
analisis electroquimicos de analitos electroactivos con elevada precision. La estructura
geométrica de los nanomateriales de carbono puede variar entre tubos (nanotubos de
carbono, CNTs), cuernos (nanocuernos de carbono), nanoparticulas esféricas o

elipsoidales (por ejemplo, fullerenos) y grafeno, pudiendo ademas funcionalizarse con
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moléculas orgénicas o inorgénicas. Poseen excelentes propiedades, entre las que se
incluyen una alta conductividad, alta relacién superficie/volumen y su gran capacidad de
adsorber materiales y biomateriales. La modificacion de sensores electroquimicos con
nanomateriales de carbono es una excelente opcion en el desarrollo de biosensores al
favorecer la inmovilizacién de la enzima con técnicas como adsorcion fisica, reticulacion
0 union covalente [76-79]. Una parte de esta Tesis esta enfocada al estudio del rol que
desempefian los nanotubos de carbono como mediadores electrénicos en la fabricacion

de sensores electroquimicos basados en sensores MIPs.

En las ultimas décadas, el empleo de liquidos idnicos (ILs) como modificadores de
superficies ha despertado un gran interés en el desarrollo de sensores electroquimicos
[80,81]. Los ILs son sales organicas que estan compuestas por aniones y cationes, y suelen
clasificarse segun su solubilidad. Tanto los ILs hidrofobicos como los hidrofilicos, se
utilizan comunmente en el desarrollo de peliculas. La integracion de IL en el desarrollo
de sensores y biosensores es una buena opcion para incrementar la sensibilidad como
resultado de su alta conductividad iénica, lo que mejora los procesos de transferencia de
electrones desde el analito al electrodo. Ademas, se pueden depositar sobre la superficie
de un electrodo mediante técnicas sencillas. En algunos trabajos, basados en la
combinaciéon de IL con otros materiales como metaloftalocianinas y grafeno, se ha
determinado que la presencia del IL es crucial debido a que mejora la intensidad de las
sefiales [82]. Ademas, se ha demostrado que los ILs tienen una buena compatibilidad con
las biomoléculas, por lo que preparar peliculas combinando enzimas en ILs puede mejorar
la actividad de la pelicula sensible, debido a sus propiedades estabilizadoras y su
capacidad para aumentar la transferencia de electrones y la reversibilidad en las

reacciones electroquimicas. [83,84].

Dentro de la gran variedad de compuestos organicos que se pueden emplear en el
desarrollo de sensores, cabe destacar el uso de macrociclos aromaticos, entre los que se
encuentran las ftalocianinas (Pcs). Son sistemas aromaticos con estructuras altamente
conjugadas, que se coordinan con iones metalicos, originando las metaloftalocianinas
(MPcs). Una de las caracteristicas mas relevantes, es su versatilidad ya que pueden
presentar sustituyentes en sus anillos aromaticos, lo que permite modular sus propiedades

[85]. Tienen excelentes propiedades redox y electrocataliticas, por lo que han sido
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ampliamente utilizados como material sensible en el desarrollo de sensores

electroquimicos [86].

Recientemente, la utilizacion de nanoestructuras de metales de transicion, 6xidos
metalicos o aleaciones se ha convertido en una estrategia muy prometedora para la
fabricacion de sensores y biosensores electroquimicos ya que estos nanomateriales
exhiben propiedades dpticas, eléctricas, térmicas y cataliticas excepcionales. Una de las
caracteristicas principales de los mismos es la gran variedad de tamafios, formas y
composiciones  disponibles. Ademas, cabe destacar sus propiedades de
biocompatibilidad, lo que les dota de la capacidad de actuar como mediadores en
reacciones de transferencia electronica entre la enzima y el electrodo [71]. Entre la gran
diversidad de nanoestructuras existentes, los nanomateriales metalicos de baja dimension
(entre los que se encuentran las nanoparticulas de 0D, los nanohilos o nanotubos de 1D)
han desempefiado un papel importante en el desarrollo de sensores electroquimicos por
sus atractivas propiedades quimicas y fisicas en aplicaciones de electroanalisis. Estos
nanomateriales presentan grandes areas de superficie activa donde tienen lugar las
reacciones electroquimicas, y ademas, favorecen la transferencia acelerada de electrones
debido a su elevada conductividad eléctrica y rendimiento catalitico [87].

Las nanoparticulas metalicas de metales como el oro (AuNPs), la plata (AgNPs)
o el platino (PtNPs), son las méas empleadas en el desarrollo de sensores y biosensores
[31,88] ya que, ademas de sus propiedades electrocataliticas, proporcionan un ambiente
adecuado para la inmovilizacion de material bioldgico [89].

En esta Tesis Doctoral se han desarrollado sensores basados en nanohilos de plata
(AgNWSs), nanomateriales que presentan una mayor relacion de aspecto que las
nanoparticulas, asi como una alta relacion superficie/volumen, lo que proporciona un
incremento en la velocidad de transferencia de electrones de las reacciones
electroquimicas [90]. A pesar de ello, apenas se han utilizado en el desarrollo de
plataformas electroquimicas y solo existe un nimero reducido de trabajos previos que
incluyen el uso de nanohilos de oro (AuNWSs). También se ha propuesto su combinacion
con otros nanomateriales, tales como CNTs o grafeno y derivados, [91,92] aprovechando
las sinergias que se producen al combinar estos materiales. También se han combinado
con proteinas [93,94] para conseguir biosensores con mayor selectividad y con elevada

sensibilidad en el analisis de compuestos fendlicos.
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2.1.3. Enzimas. Elementos de biorreconocimiento

La integracion de enzimas en los dispositivos sensores permite obtener dispositivos
biosensores altamente especificos para compuestos tales como azucares, fenoles, acidos
grasos o urea (entre muchos otros) lo que resulta sumamente interesante en el control de
calidad y seguridad de alimentos y bebidas. El principal interés del uso de enzimas en los
sensores electroquimicos se basa en su especificidad, la cual estd determinada por la
reaccion que ocurre en su sitio activo, donde el sustrato especifico es retenido por el
biorreceptor [72]. Ademas, es importante su capacidad para catalizar la reaccion sin
consumirse [95].

Las enzimas son proteinas globulares con un tamafio en torno a los 10-400 kDa,
que pueden clasificarse en diferentes categorias segun el tipo de reaccion que catalizan,
siendo las oxidorreductasas, liasas e hidrolasas las méas utilizadas en el &mbito de los
biosensores [96]. Las oxidorreductasas catalizan reacciones de oxidacion/reduccion de
diferentes especies como azucares o fenoles. En concreto, en los sensores amperometricos
o0 voltamperométricos, la enzima se inmoviliza sobre la superficie del electrodo y es un
producto de la reaccion enzimatica el que sufre un proceso redox que puede determinarse
mediante métodos electroquimicos. Existe una amplia variedad de oxidorreductasas para
la deteccion de antioxidantes donde se consigue un excelente acoplamiento eléctrico entre
laenzimay el transductor. La lacasa o tirosinasa son las enzimas preferidas para el anélisis
de antioxidantes, especialmente para la deteccion de compuestos fendlicos [95]. La
glucosa oxidasa o la galactosa oxidasa, son ampliamente utilizadas para la deteccion de
azucares [53].

Por otra parte, cabe destacar que el rendimiento de los biosensores esta directamente
relacionado con el pH, la temperatura, la cantidad y tipo de enzima. Ademas, en algunos
casos es necesaria la accion de cofactores (tipo FAD o NAD), que complementan la
actividad de la enzima en la oxidacion del sustrato.

En esta Tesis se han utilizado diversas oxidasas, entre otras, destacan la tirosinasa,
lacasa 0 galactosa oxidasa, donde el sitio activo contiene iones cobre que tienen un papel
fundamental en el acoplamiento entre la enzima y el sustrato y que ademas intervienen

en los procesos enzimaticos de oxidorreduccion [96-99].

El campo de los biosensores ha tenido un desarrollo muy rapido y el disefio de los

sensores ha evolucionado siguiendo diversas estrategias:
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Los sensores de primera generacion, que consisten en dispositivos en los que las
enzimas se depositan directamente sobre el sustrato conductor. Durante la reaccién
enzimatica, el sustrato se reduce mientras que la enzima se oxida. Para regresar a su estado
inicial, la enzima reacciona con el O, del aire y se produce H20>. En estos sensores se
detecta el Oz consumido o el H>O> producido. En los sensores de primera generacion, la
regeneracion de la enzima es un proceso dificil. Con el fin de facilitarlo, se desarrollaron
los biosensores de segunda generacién, que utilizan mediadores redox (en solucion o
inmovilizados con la biomolécula) para mejorar la transferencia de electrones. En los
sensores de segunda generacién, se han utilizado una gran variedad de mediadores
electrénicos (ferrocianuro, polimeros conductores, etc.). Ademas, en los Gltimos afios se
ha demostrado que los nanomateriales son excelentes mediadores electronicos y
excelentes sustratos para inmovilizar enzimas sin pérdida de actividad. Asi, la
combinacion de nanomateriales biocompatibles con enzimas puede lograr limites de

deteccion bajos con alta estabilidad y especificidad [10,17].

Y finalmente, los sensores de tercera generacion se basan en la transferencia directa
de electrones (DET) entre los sitios activos redox de la enzima y la superficie del
electrodo en ausencia de mediador electronico [9,100]. En el caso de los biosensores de
tercera generacion, la posibilidad de obtener la transferencia eléctrica directa depende de
la interaccidn entre las enzimas redox y los electrodos, que a su vez va ligada a factores
y propiedades de la enzima como son: la ubicacion del sitio activo o la orientacién de la
enzima sobre la superficie del electrodo. Pero, también depende de factores como la
energia de reorganizacion, que refleja la rigidez estructural del sitio redox en sus formas
oxidada y reducida; o la fuerza motriz termodindmica de la transferencia de electrones,
que fluctuard en funcién de la sincronia entre el potencial redox de la proteina y la
polarizacion de la superficie del electrodo [101].

Un aspecto de enorme importancia en el desarrollo de biosensores es la correcta
inmovilizacion de la enzima sobre el sustrato, lo que implica que la enzima quede bien
adherida a la superficie, con la correcta orientacién para que el centro activo no quede
bloqueado y evitando la desnaturalizacion. Las enzimas pueden inmovilizarse mediante
diferentes interacciones fisicas o quimicas. Uno de los métodos més habituales es el
atrapamiento de la enzima en matrices poliméricas 0 en membranas semipermeables

(formando microcapsulas) [102,103].
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Por otro lado, la inmovilizacion de enzimas mediante una reaccion quimica puede
incluir la union a diferentes soportes o la reticulacion. El enlace se puede formar mediante
enlaces débiles tipo Van der Waals, incluidas las interacciones n-m entre anillos
aromaticos o enlaces de hidrdgeno, o mediante enlaces covalentes utilizando los grupos
carboxilo, amina o tiol de los amino&cidos. La reticulacion es otro método comdn en el
desarrollo de biosensores debido a la alta estabilizacion que aporta a las enzimas. En esa
técnica se utilizan compuestos bifuncionales como el glutaraldehido para provocar
enlaces intermoleculares irreversibles en enzimas capaces de resistir condiciones de pH
0 temperatura mas extremas sin desnaturalizarse [102,104,105].

En numerosas ocasiones, es necesario proteger y fijar la enzima con una capa
polimérica, por ejemplo, el Nafion, que permite el intercambio de iones, a la vez que

retiene la enzima sobre la superficie del electrodo.

2.1.4. Preparacion de sensores y biosensores. Modificacion de la superficie

Para preparar sensores es necesario disponer de técnicas que permitan depositar
materiales, nanomateriales o enzimas sobre la superficie de un electrodo. Estas técnicas
comprenden una amplia variedad de metodologias desde las mas sencillas a técnicas
sofisticadas, que permiten la formacién de peliculas ordenadas y/o nanoestructuradas [7].

Los métodos de recubrimiento de electrodos mas sencillos incluyen técnicas como

el drop-casting, el dip-coating, el spin-coating y el doctor blade-coating representadas

en la Figura 1.
= Drop-casting Dip-coating
~ a1
4 “7 : )) . ‘ ’
~J |
Evaporacion Disolucién Secado
% Spin-coating ) Doctor blade-coating
, P
N [ .
- j _’j (/ Y A j -
S g & '
Rotacion Secado Expansién  Evaporacion

Figura 1: Representacion esquematica del método de desarrollo de diferentes

técnicas de recubrimiento de sensores.
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El método drop-casting consiste en depositar una disolucion de los materiales o
compuestos bioldgicos directamente sobre la superficie del electrodo, donde finalmente
se secan los aglutinantes y elimina el disolvente por evaporacion [106,107]. La técnica
dip-coating se basa en la inmersion del electrodo en una solucion del material que se
adhiere a la superficie del electrodo mediante fuerzas débiles, recubriéndola con una capa
muy fina de material sensible; en esta técnica los tiempos de inmersion, la concentracion,
la velocidad de inmersion-emersion del sustrato y la temperatura son factores cruciales
para el correcto desarrollo de peliculas uniformes [108].

En el método spin-coating, la disolucién del material se deposita sobre la superficie
del electrodo y se aplica un giro que provoca la evaporacion del disolvente, formandose
una pelicula altamente homogénea. Tanto la velocidad de giro como la concentracion y
viscosidad de material afiadido son parametros que hay que fijar cuidadosamente para
controlar el espesor de las peliculas. Esta técnica se caracteriza porque a pesar de su
rapidez y simplicidad, proporciona buena reproducibilidad y por ello, se utiliza
ampliamente en la industria para obtener peliculas de materiales organicos [30,109].

El método doctor-blade es otro método simple, a partir del cual se obtienen capas
delgadas y uniformes cuando la solucién de nanomaterial se extiende sobre la superficie
del electrodo mediante una cuchilla afilada colocada a una distancia fija de la superficie
del electrodo. La solucidon de recubrimiento se coloca frente a la cuchilla y ésta se desplaza
sobre la superficie creando una pelicula homogénea. La tension superficial, la viscosidad,
la humectacion, la velocidad y el tipo de disolvente son parametros relevantes que
determinan la uniformidad de las peliculas [110].

Los métodos expuestos hasta este momento son métodos sencillos pero eficaces y
permiten controlar el espesor de las peliculas. Sin embargo, no se consigue una completa
homogeneidad en las peliculas debido a que no se puede controlar el orden molecular y,
por tanto, es muy dificil obtener peliculas totalmente reproducibles. No obstante el uso
de estas técnicas ha sido un método interesante en el desarrollo de sensores y biosensores
porque estas peliculas pueden usarse como una plataforma ideal para la uniéon con
compuestos bioldgicos, gracias a la buena adsorcidén de la enzima sobre el material
sensible en la superficie del electrodo [111]. La gran ventaja de estas técnicas, es la gran
variedad de materiales que pueden depositarse sobre las superficies de los electrodos.
Entre ellos, cabe destacar la utilizacion de materiales como AuNPs [14], CNTs [15,16],

MPcs [16], grafeno [30], y un largo etcetera.

22



Electrochemical sensors and biosensors: new horizons and challenges in their integration in
multisensor systems for food industry applications _—
Capl’tulo 2: Estado Del Arte Universidad de Valladolid

Otras formas de preparacion de peliculas basadas en procesos mas complejos se
muestran en la Figura 2. Concretamente, el método de deposicidn electroquimica se basa
en recubrir la superficie del electrodo mediante técnicas electroquimicas. Se puede aplicar
con materiales poliméricos, metales u 6xidos metalicos que son depositados sobre la
superficie de electrodo sumergido en una disolucion, gracias a la aplicacién de una
corriente/potencial eléctrico. Para ello se utiliza una celda electroquimica con un sistema
de tres electrodos, donde se aplica corriente de suficiente intensidad o un potencial
adecuado para reducir los iones metalicos o polimerizar los mondémeros en la superficie
del electrodo de trabajo. Este método se puede llevar a cabo utilizando diferentes técnicas
electroquimicas  (cronoamperometria, cronopotenciometria, voltametria ciclica,
electroforesis, etc). Con ello se consigue controlar el espesor de la pelicula optimizando
parametros como el potencial, la corriente, la temperatura, el pH, la concentracion vy el
tiempo de deposicion. Estos pardmetros permiten controlar la velocidad y extension del
proceso de deposicién/polimerizacion, lo que condiciona las propiedades quimicas y
fisicas de la pelicula resultante. Otra ventaja importante es la obtencion de peliculas
delgadas porosas con una elevada superficie especifica [112,113].

El método electrospinning se aplica para preparar peliculas de fibras de materiales
derivados de carbono, materiales inorgénicos o polimeros de forma sencilla y versatil. En
esta técnica, el material de partida se funde y se hace pasar por una punta con un pequefio
orificio. El material entonces, se somete a un campo eléctrico de modo que al ser cargado
es atraido hacia una superficie, cargada opuestamente, en la que se encuentra el sustrato.
Con ello se pueden obtener diferentes morfologias de fibras de forma continua con una
superficie muy porosa.

Una técnica similar es la deposicion electrospray, en la que la disolucién del
material de partida se pulveriza sobre una superficie. La solucion cargada eléctricamente
se dispersa en forma de gotas cargadas de pequefio tamafio que son esparcidas mediante
fuerzas de dispersion. La uniformidad de la pelicula depende del tamafio, la carga y la
velocidad de las gotas del material utilizado [114,115] .

Los métodos de deposicion fisica en fase vapor (PVD Physical Vapor
Deposition) y deposicion quimica en fase vapor (CVD Chemical VVapor Deposition),
también se utilizan en la modificacion de la superficie de electrodos. La técnica PVD
consiste en la formacion de un vapor del material que se deposita sobre la superficie del

electrodo, formando una pelicula. La realizacion de dicho proceso requiere vacio para
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facilitar la evaporacion de los precursores. En el caso de la técnica CVD, los precursores
en fase vapor, se inyectan en una camara y al alcanzar la superficie del electrodo,
reaccionan, formandose una pelicula del material producto de la reaccion [113,115].

La técnica de serigrafia (screen—printed) es uno de los métodos mas ampliamente
utilizado en el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos. Consiste en la
transferencia del material de impresion a los electrodos a través de una plantilla que
presenta un patron determinado. Una vez depositado, el material se sinteriza dando lugar
auna pelicula del mismo, que sigue el patrén de la plantilla. Con ello se obtienen peliculas
gruesas del material de interés sobre el sustrato modificado. La técnica de la serigrafia ha
tenido un gran éxito en el campo de los sensores electroquimicos. De hecho, existen varias
compafiias que comercializan dispositivos en los que se han serigrafiado los tres
electrodos (referencia, contraelectrodo y electrodo de trabajo) a partir de diversos
materiales. Ademas, permiten la deposicion de nanomateriales o agentes bioldgicos
directamente sobre las superficies de los electrodos, mejorando su rendimiento. Estos
electrodos se han utilizado con éxito en el analisis de productos lacteos y vitivinicolas
[22,37,111,116,117] entre otros.

Deposicion electroquimica Electrospinning Electrospray
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Figura 2: Representacion esquematica de diferentes métodos de deposicion directa

de materiales sobre la superficie de electrodos.
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Finalmente, la modificacion de los electrodos se puede llevar a cabo utilizando
técnicas més sofisticadas, que permiten preparar peliculas nanoestructuradas de espesor
controlado (Figura 3). La técnica self-assembled monolayers (SAMs) se basa en la
preparacion de monocapas bidimensionales altamente ordenadas mediante adsorcion
quimica sobre la superficie de los electrodos. La afinidad entre el electrodo y la molécula
a depositar, es fundamental en el proceso de adsorcion y autoensamblado. Actualmente,
se han descrito diversos sistemas en los que se produce el fendmeno de autoensablado
entre los que incluyen alquiltioles sobre oro o alquilsilanoles sobre vidrio. No obstante,
existen otros sistemas compatibles con el desarrollo de SAMs. Ademas, es bien conocida
la gran afinidad de los biomateriales (enzimas, anticuerpos 0 DNA) hacia el oro, lo que
abre una interesante linea de investigacion en el desarrollo de biosensores con aplicacion
industrial [118-120].

Layer by Layer (LbL) es un método simple y efectivo para obtener peliculas
formadas por materiales como polimeros, biomoléculas o compuestos inorgénicos entre
otros, utilizando interacciones electrostaticas [121]. Este método se basa en la adsorcion
de compuestos catidnicos y anidnicos o polielectrolitos i6nicos alternando capas de
diferente carga eléctrica en la superficie del electrodo formando multicapas. Este método
de autoensamblaje es facil, rpido y permite controlar con precision la composicién y
grosor de las peliculas que conforman las monocapas. Otra ventaja de este método, es la
posibilidad de trabajar con sustancias solubles en agua lo que permite la inmovilizacion
directa de biomateriales, haciendo que los electrodos sean mas sensibles y especificos
[66,122-124].

Las estructuras SAMs o LbL a menudo dificultan el transporte de electrones entre
el sustrato y el analito debido a su arquitectura compacta [125]. Es por este motivo que
resulta imprescindible el aumento del area activa superficial. Ademas, la técnica permite
utilizar combinaciones de materiales con funcionalidades complementarias, con el
objetivo de mejorar las propiedades analiticas de los sensores, y en el caso de los
biosensores, facilitar la transferencia electronica para potenciar la actividad biocatalitica
de las enzimas inmovilizadas en la superficie [126,127].

A lo largo de esta Tesis se demuestra la importancia de la seleccion de los
componentes de las peliculas basadas en el método LbL, donde las interacciones entre
distintos materiales sensibles y/o electrocataliticos resultan esenciales para favorecer los

mecanismos de transferencia electrdnica en la superficie del electrodo.
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Langmuir Blodgett (LB) es un método para formar multicapas nanoestructuradas,
en el que se puede controlar el grosor y el orden de las peliculas en la superficie del
electrodo. Este método consiste en la dispersion de moléculas, generalmente anfifilicas,
sobre una superficie de agua. Las moléculas tienden a orientarse con las cabezas
hidrofilicas hacia la superficie del agua y las colas hidrofobicas lejos de ella. Tras la
evaporacion del disolvente, la monocapa formada se comprime para orientar las
moléculas, de modo que se obtiene una monocapa ordenada en la interfase aire-agua. Esta
monocapa se puede transferir a un electrodo que se sumerge en la fase acuosa que
contiene la monocapa flotante ordenada. La inmersion del electrodo en la subfase de agua
se puede repetir un determinado nimero de veces para desarrollar una pelicula ordenada
multicapa de espesor controlado. Este tipo de peliculas tiene la ventaja de que permite
preparar peliculas con diversos componentes, lo que favorece sinergias. Ademas, las
peliculas formadas se asemejan a la estructura de las membranas bioldgicas. Por esta
razon, se puede utilizar para inmovilizar enzimas en un entorno biomimético en el que se
preserva la funcionalidad enzimética [121,128-130].

La técnica basada en polimeros de impresion molecular (MIPs) es una técnica
que permite reconocer una molécula huésped gracias a la presencia de cavidades
especificas impresas en una membrana polimérica depositada en la superficie del
electrodo. La pelicula molde (host) se prepara por polimerizacion del monémero en
presencia de la molécula plantilla (guest). Después de la impresion, se elimina dicha
molécula de modo que se generan cavidades que mantienen su configuracion, lo cual
permite identificar posteriormente al analito en disolucion. La electropolimerizacion de
mondmeros poliméricos es de especial interés en la deteccién electroquimica en la
industria alimentaria porque permiten la inmovilizacion de materiales sensibles en la
membrana, con un control preciso, lo que sirve para para mejorar el rendimiento analitico
del sensor MIP. La gran ventaja de esta técnica, es que se consigue elevada especificidad
sin necesidad de inmovilizar material biol6gico [18,19,131,132]. Para la construccion de
MIPs, se necesitan polimeros que tengan afinidad por analitos de interés, que tengan
posibilidad de acoger la molécula plantilla y que sean capaces de sufrir modificaciones
quimicas. Se han desarrollado varios tipos sensores utilizando MIPs, como sensores
electroquimicos, colorimétricos, fluorescentes, etc [133].

Dado el éxito de los sensores electroquimicos basados en la técnica MIP debido a

su simplicidad, sensibilidad, facilidad de implementacion y costes de medicién
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generalmente bajos, en esta Tesis se han desarrollo sensores electroquimicos basados en
la impresion molecular de quitosano. Estudios previos han informado de los buenos
rendimientos obtenidos con sensores electroquimicos combinados con quitosano impreso
molecularmente, dichos trabajos han mostrado una buena respuesta lineal con un limite
de deteccion bajo, buena selectividad, reproducibilidad, estabilidad y capacidad de
reutilizacion. Los procedimientos de preparacion de los sensores son relativamente
simples y proporcionan métodos de deteccion rapidos para diferentes analitos como
pesticidas [134] medicamentos [135], metabolitos como la glucosa [136] urea [137] 0

compuestos fendlicos como el catecol [75,138].
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Figura 3: Representacion esquematica de diferentes métodos de deposicion de
peliculas ultra-finas y nanoestructuradas sobre la superficie de electrodos.
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2.2. Sensores en la Industria Alimentaria

La industria de la alimentacion necesita cumplir con los estrictos requisitos del
sector en materia de calidad y seguridad. Ademas, debe adoptar medidas de control que
permitan lograr la satisfaccion del consumidor en todos los aspectos de seguridad,
confianza, comodidad y calidad. Por ello, resulta necesario establecer controles de calidad
que permitan procesar los productos alimenticios en tiempo real, de manera facil y
econdmica.

Las técnicas de analisis quimico clésico, son complejas, costosas y los analisis
requieren tiempos largos [23]. Por esta razon, es necesario encontrar alternativas que
permitan reducir los tiempos de andlisis y llevarlos a cabo de manera on-line. Para cubrir
esta necesidad, se estan desarrollando dispositivos electroquimicos tales como sensores y
biosensores, que son una alternativa interesante en el analisis de alimentos y bebidas
debido a su portabilidad, capacidad de miniaturizacion y bajo precio [17]. En los Gltimos
afios, estamos asistiendo al desarrollo de nuevos avances en el campo de los sensores y
biosensores electroquimicos, lo que incluye el uso de nanomateriales, la combinacion de
nanomateriales con enzimas y otros materiales biolégicos y el disefio de lenguas
electronicas, en las que una red de sensores se combina con un software de
reconocimiento de patrones.

Dentro de la variedad de bebidas existentes en el mercado, aqui nos centraremos en
dos productos de interés como son el vino y la leche con los que se ha trabajado a lo largo
de esta Tesis Doctoral. A continuacién, se reporta una breve revision basada en el
desarrollo de nuevos sensores y biosensores electroquimicos para el analisis de fenoles

normalmente presentes en vinos y azucares caracteristicos de los productos lacteos.

2.2.1. Sensores y biosensores para la deteccién de compuestos fendlicos

El vino es una matriz acuosa compleja que se obtiene de la fermentacion alcoholica
del zumo de uvas maduras. El vino contiene compuestos derivados de la uva y de los
procesos bioquimicos involucrados en todos los procesos de vinificacion (desde la
fermentacion alcoholica hasta el envejecimiento) donde las variaciones en factores como
temperatura, pH, densidad o acidez, y deben cuantificarse integramente para garantizar la

calidad y el sabor del vino.
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Para salvaguardar la calidad del vino, es necesario evaluar el producto final, por lo
que se debe comprobar la composicién y especificamente el contenido de componentes
como etanol, glucosa, acido malico, acido lactico, fenoles, sulfitos, etc. [22]. Entre ellos,
la presencia de antioxidantes en vino es de especial relevancia ya que no solo afecta a la
calidad sino también a sus caracteristicas organolépticas. Al mismo tiempo, aportan
beneficios para la salud, ya que su consumo reduce el riesgo de trastornos
cardiovasculares, debido a que son capaces de reducir el dafio oxidativo en las células
producido por los radicales libres. Por lo tanto, la cuantificacion del contenido en
compuestos fendlicos en los vinos es fundamental para poder determinar su calidad.

Los compuestos fendlicos incluyen una gran diversidad de compuestos quimicos
que se caracterizan por poseer al menos un nucleo bencénico, sustituido con uno o varios
grupos hidroxilos y una cadena lateral funcional. Su reactividad se debe tanto al caracter
acido de la funcién fendlica como al caracter nucleofilico que le otorga la alta densidad
electrénica del anillo bencénico, lo que les confiere una marcada actividad antioxidante.

Los compuestos fendlicos se clasifican en compuestos flavonoides y compuestos
no flavonoides. Los compuestos flavonoides (antocianos, flavanoles flavonoles,
flavonas,) y no flavonoides (acidos fenolicos, acidos hidroxicindmicos y estilbenos) son
los fenoles més caracteristicos presentes en vino [9,56,139].

La composicion polifendlica de los vinos depende de la variedad de la uva y de
otros factores que afectan al desarrollo de la uva, tales como el suelo, la localizacion
geografica y las condiciones climaticas, los métodos de vinificacién utilizados, el tipo de
envejecimiento, etc. Los compuestos fendlicos tienen un papel muy importante en los
procesos de vinificacion y los cambios en composicion que se producen influyen en las
caracteristicas finales del vino.

Aunque existen diversos métodos para detectar la presencia de fenoles y de la
capacidad antioxidante de los vinos, dichas técnicas requieren largos tiempos de anélisis
y por tanto no son adecuadas para ensayos de rutina a nivel industrial. Estas limitaciones
pueden ser solventadas con el uso de sensores y biosensores electroquimicos o con el de
dispositivos multisensores [56]. Entre la amplia variedad de métodos electroquimicos
empleados en el desarrollo de sensores y biosensores para la deteccion de fenoles, los
métodos amperomeétricos o voltamperometricos son los mas eficientes ya que en ellos los
procesos de oxidacién/reduccién dan lugar a picos de corriente cuya la intensidad es

proporcional a la concentracion del analito. Son por ello una herramienta cuantitativa,
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simple y répida cuyos resultados son comparables a los obtenidos mediante otras técnicas
analiticas como Folin-Ciocalteu o HPLC, demostrando una elevada sensibilidad y
selectividad en su deteccion [140,141].

Los sensores mas sencillos son los sensores amperomeétricos basados en electrodos
metalicos [142,143] o en electrodos de carbono vitreo (GCE) que se han utilizado en el
analisis de compuestos como &cido cafeico [144], &cido galico [145], catequina [31],
catecol [146], hidroguinona y resorcinol [147] entre otros. Sin embargo, en las ultimas
décadas se estan desarrollando nuevos sensores y biosensores basados en la modificacién
quimica de una amplia diversidad de soportes. El hecho de poder modificar la superficie
del sensor, permite mejorar la sensibilidad y la selectividad de los sensores
electroquimicos. En el caso del anélisis de los compuestos fendlicos, se han reportado
sensores electroquimicos basados en una amplia variedad de materiales, que han
permitido mejorar la respuesta electroquimica de las plataformas. Entre ellos cabe
destacar el uso de materiales con propiedades -electrocataliticas tipo polimeros
conductores como el polipirrol [142,148,149], las ftalocianinas [69,122,150,151] o los
nanomateriales tales como nanomateriales de carbono (nanotubos, grafeno, 6xido de
grafeno, etc.) [13,151] o NPs metalicas o de 6xidos metalicos [31,69,88,143]. Ademas, la
combinacién de materiales y/o nanomateriales puede dar lugar a efectos sinérgicos que
pueden ocasionar un aumento notable de la sensibilidad y que permiten alcanzar limites
de deteccion de fenoles extremadamente bajos [152].

La deteccidon de fenoles por medios electroquimicos, también puede realizarse
utilizando biosensores basados en enzimas tipo fenol-oxidasas (tirosinasa, lacasa,
peroxidasa, etc.), que catalizan la oxidacion de los fenoles a su forma quinoide y estos
procesos redox se pueden detectar por métodos amperométricos [72]. La obtencion de
biosensores requiere inmovilizar la enzima en la superficie del sustrato, siendo ésta una
etapa de maxima importancia, debido a que es necesario elegir un método que permita
que la enzima mantenga su funcionalidad. Si el método no es apropiado, la actividad
enzimatica puede reducirse o incluso puede llegar a producirse su inactivacién. Como ya
se ha comentado, existen varios métodos para inmovilizar las enzimas sobre soportes
solidos, que incluyen entre otros, la deposicion directa de la disolucidn sobre un sustrato
de carbono vitreo o diamante [153,154], la incorporacion de la enzima en una pasta de
carbono [155], o métodos mas sofisticados como el screen-printing [156] o la

inmovilizacion covalente mediante entrecruzamiento [157]. También es posible depositar
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las enzimas en peliculas nanoestructuradas tipo peliculas SAM [158], peliculas LbL
[159], o peliculas LB [160-162]. Estas peliculas permiten la adsorcién enzimatica en
membranas lipidicas semejantes a las membranas celulares, lo cual ayuda a preservar la
actividad enzimatica. Por ejemplo, se ha comprobado que la peroxidasa de rabano
inmovilizada en una pelicula LB aumenta su actividad un 23% respecto a la actividad
observada en disolucion [163].

Por otra parte, es bien conocido que la sensibilidad de los biosensores aumenta
cuando se combina la enzima con un mediador electrénico, cuya mision es facilitar la
transferencia electronica entre la enzimay el sustrato. En la literatura se pueden encontrar
numerosos ejemplos de materiales que actian como mediadores electronicos, como son
las ftalocianinas (macrociclos aromaticos) [69,122,150,151,159,164] o los polimeros
conductores [149,165-169]. Asimismo, muchos nanomateriales (nanoparticulas,
nanotubos de carbono, grafeno, etc) tienen una marcada capacidad electrocatalitica,
facilitando la transferencia electrdnica entre la enzima y el sustrato, a la vez que tienen
una alta capacidad para adsorber las enzimas generando un entorno adecuado para su
inmovilizacion. Es decir, tienen la doble funcidn de atrapar e inmovilizar enzimas y actuar
como mediadores electronicos [13,31,69,143,151,169-171].

En los siguientes parrafos se recogen algunos ejemplos de sensores y biosensores
electroquimicos modificados quimicamente con materiales usados en esta Tesis

utilizados en la deteccién de fenoles.

Tal y como se ha argumentado en el apartado anterior, las metaloftalocianinas son
un grupo de materiales sensibles que han sido ampliamente utilizados para la deteccién
de fenoles gracias a sus excelentes propiedades electrocataliticas. Entre los trabajos
publicados, se pueden encontrar una amplia gama de ftalocininas coordinadas con
diferentes metales centrales, normalmente metales de transicion. En particular, las
bisftalocianinas de lantanidos (como la bistalocianina de lutecio) han demostrado tener
unas propiedades electrocataliticas particularmente interesantes y han dado resultados
excelentes como materiales sensibles para la deteccion de fenoles [172]. Se han
desarrollado numerosos sensores electroquimicos en los que se combinan ftalocianinas
con otros materiales electrocataliticos como CNTs, o nanoparticulas metélicas,
habiéndose encontrado efectos sinérgicos que amplifican las sefiales de manera muy

importante [164,173,174]. Dado el éxito de las ftalocianinas en la deteccion de fenoles,
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estos materiales se han utilizado como material base de lenguas electronicas para el
andlisis de vinos. Estos sensores se han preparado utilizando diferentes técnicas que van
desde electrodos simples de pasta de carbono [175] o screen printed [176] a electrodos
mas sofisticados preparados mediante técnicas como Layer by Layer [151] o Langmuir-
Blodgett [173], técnicas que han permitido introducir fenoloxidasas especificas para la
deteccion de fenoles en un entorno biomimético [177]. Cabe destacar las investigaciones
pioneras realizadas por nuestro grupo, en los que se han aplicado redes de sensores y
lenguas electronicas basadas en ftalocianinas al analisis de vinos en funcion de
pardmetros tales como: variedad de uva, afiada de la vendimia o madurez de la uva [178],
envejecimiento [179], tipo de barrica utilizada en la maduracion[180], calidad de la uva
[181] entre otros.

Los nanotubos de carbono (CNTSs), tanto de pared sencilla (SWCNT) como de
pared multiple (MWCNT) han demostrado ser unos excelentes modificadores debido a
que aumentan la conductividad del sustrato y aumentan su relacion superficie/volumen.
Para solventar algunos problemas que surgen de la inmovilizacion de ciertos
nanomateriales, como son los CNTs y su dificultad de dispersion en agua es
recomendable su funcionalizacion con el fin de mejorar la transferencia electrénica y
aumentar su superficie activa [171]. Pero su principal ventaja es que son extraordinarios
mediadores electronicos ya que facilitan los procesos de oxidacion/reduccién de fenoles
y polifenoles, reduciendo el sobrepotencial, mejorando asi la sensibilidad de los sensores
[182,183]. El funcionamiento de los sensores basados en CNTs se puede mejorar
mediante dopaje con nanoparticulas metalicas o de 6xidos metélicos ya que se establecen
efectos sinérgicos entre ambos materiales. Estas mezclas proporcionan una mayor
superficie de contacto a través de la cual, se generan mas interacciones o canales de
transporte entre el metal y los CNTs. Un reciente trabajo corrobora la sinergia entre
AuNPs y CNTs en la preparacion mediante SAMs de un composite de AuUNPs-CNTs,
para la deteccion de compuestos fendlicos como el catecol, hidroquinona, fenol y p-
nitrofenol en muestras acuosas [184]. También se ha evaluado la eficiencia de diferentes
sensores voltamétricos basados en CNTSs en la determinacion del contenido polifendlico
en vino tinto con el objetivo de determinar la influencia de la forma de la nanoestructura,
demostrandose que los SWCNTSs presentan los mejores resultados en el caso analizado
[146].
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En la literatura también se reporta que las NP metélicas presentan una alta actividad
catalitica en la oxidacion/reduccion electroquimica de diferentes especies fenolicas. La
modificacion de electrodos con NPs proporciona una gran interaccién quimica entre el
electrodo y el electrolito reduciendo la resistencia interfacial. Técnicas como la
electrodeposicién o el autoensamblaje permiten la incorporacion de una variedad de NPs
metélicas y de 0xidos metalicos con diferentes composiciones, tamafios y formas dando
lugar a sensores altamente estables y eficientes para la determinacién de compuestos
fenolicos, no solo en disoluciones patron [112,185], sino también en bebidas como el té
o0 el vino [31]. Por otro lado, también en este caso, la combinacién de NPs con otras
nanoestructuras es Util para favorecer los efectos sinérgicos como los ya mencionados.
Por ejemplo, se ha demostrado que la electrodeposicion de un composite de Au/PdNPs y
grafeno permite obtener sensores altamente eficientes para la determinacion de &cido
cafeico en muestras de vinos [60]. También se ha demostrado que la inclusién de AgNPs
en estructuras mesoporosas, permite mejorar la sensibilidad [186].

Como ya se ha mencionado, los biosensores basados en fenoloxidasas tienen la
ventaja de la selectividad mejorada. Se han publicado numerosos articulos en los que se
han inmovilizado diferentes fenoloxidasas (tirosinasa, lacasa, etc) en la superficie de
nanotubos, grafeno o nanoparticulas metélicas, ya que las enzimas tienen una gran
afinidad hacia estas nanoestructuras permitiendo inmovilizar los biomateriales de manera
eficiente, favoreciendo la actividad catalitica sin perder la bioactividad [31,89]. Ademas
estos nanomateriales, actian como mediadores electronicos que facilitan la transferencia
de electrones entre la proteina y el electrodo [12]. Existen numerosos ejemplos de
biosensores que combinan fenoloxidasas con nanomateriales para la deteccion de fenoles.
Entre ellos cabe destacar la combinacion de NPs metalicas con tirosinasa [153] o lacasa
[187]. La combinacion de dos tipos de nanomateriales, como las AUNPs con grafeno para
favorecer la inmovilizacion de la lacasa [14,188], o de tirosinasa [189], o incluso la
combinacidn de varios nanomateriales como MWCNTSs, grafeno y AuNPs ha dado lugar

a excelentes biosensores enzimaticos para la deteccion de fenoles [12].

Otra posibilidad para fijar las enzimas al sustrato, es la utilizacion de matrices
poliméricas y biopolimeros como el quitosano, que ofrecen excelentes caracteristicas
como agentes reticulantes [133]. Se ha investigado el uso de quitosano para favorecer la

inmovilizacion de enzimas que catalizan reacciones redox de compuestos fenélicos [190]
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y se ha comprobado que la presencia de quitosano mejora la inmovilizacion enzimatica

lo que permite aumentar la superficie activa de los biosensores [191].

Ademas estas matrices poliméricas pueden modificarse con nanomateriales como
los CNTs o CNTs decorados con AuNPs para determinar la presencia de catecol e
hidroquinona simultanea en disoluciones patron [192]. La combinacién de materiales
cataliticos con polimeros naturales mejora la deteccion electroquimica debido a la
sinergia establecida entre los materiales sensibles [180,181, 182].

Sin ser exhaustivos, algunos ejemplos de los detalles de diferentes métodos
voltamperométricos desarrollados en investigaciones recientes, incluidos los enfoques
basados en sensores y biosensores electroquimicos modificados para la determinacién de
compuestos fendlicos en el vino y otras matrices alimentarias, se pueden encontrar en la
Tabla 1.
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Tabla 1: Sensores y biosensores electroquimicos basados en la deteccion de fenoles en distintas

variedades de vino blanco y/o tinto.

Composicion del Técnica ] Sensibilidad
. Analito LOD (uM)|Ref.
sensor Electroquimical (MA-uM1)

GCE-Sn0,-rGO DPV Acido cafeico 2.77 0.08 [59]
GCE-Au/PdNPs-rG DPV Acido cafeico 0.006 |[60]
GCE-Chi-rGO-CB | CV/DPV [EIS Acido cafeico 5.96 3.0-107° [[144]

GCE-PLM-MWCNTs | CA/CV/DPV Acido galico 5.0-10% [145]
GCE-pirrol CV/DPV 4-etilfenol 0.2 [149]
Acido cafeico 0.027 0.07
Acido galico 0.029 0.05
GCE-(CNT/PEI) CA _ _ [183]
Acido ferdlico 0.055 0.08
Acido cumarico 0.056 0.09
CPE-CNTs CV/DPV Acido galico 03 [182]
Acido galico 0.193 1.707
ESM-AuUNPs-Tyr EIS Acido cafeico 0.082 0.752 |[31]
Catequina 0.073 0.714
AAC-MWCNTSs-Tyr
cV Fenol 0.050 [13]
PMAN-MWCNTSs-Tyr
Fenol 1.28 0.21
Catecol 3.02 0.15
Acido cafeico 0.08 0.66
GCE-AuUNPs-Tyr cVv Acido clorogénico 0.08 0.62  [[153]
Acido galico 6.9-10* 7.0
Aldehido
, 5.8-10* 2.0
protocatechuico
GCE- Ecoli-Lac CA Catecol 0.215 0.1 [64]
GCE-Lac CA Acido gélico 160.0 [[194]
SPCE-GNPI-AUNPs- _ _
L CA Hidroquinona 0.0029 15 [14]
ac

2.2.2. Sensores y biosensores para la deteccion de carbohidratos

La leche es una bebida de naturaleza quimica compleja y su consumo es

fundamental en la dieta de los humanos porque entre otros motivos, sus proteinas

contienen nueve aminoacidos esenciales. Ademas, su ingesta previene patologias

cardiovasculares como la hipertension o determinados tipos de cancer. Los principales

constituyentes de la leche de vaca, que es la de mayor consumo e interés, son agua,
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hidratos de carbono (principalmente lactosa), grasas, proteinas (caseina o suero de leche),
minerales (como el calcio) y una larga lista de otros constituyentes como vitaminas o
pigmentos [195].

La calidad de la leche depende de factores como la alimentacién de las vacas, el
THI (indice de temperatura y humedad de las granjas), la salud y la genética del ganado
lechero, etc. Se pueden determinar distintos pardmetros de interés en el control de calidad
de la leche, entre los que se incluyen el contenido en proteinas, contenido graso, contenido
en urea, presencia de antibioticos, adulterantes, carga microbiologica, niveles de acido
lactico o recuento de células somaticas (sirven para controlar el nivel de salud de las
glandulas mamarias).

La evaluacion de la calidad es una cuestion importante en todos los pasos de la
cadena de suministro en la industria lactea, tanto en la determinacion de los componentes
normalmente presentes en leche, asi como la evaluacion de adulterantes 0 componentes
no deseados o prohibidos, como la melamina o los antibioticos. Por ello, es necesario que
los ganaderos e industrias evallen la composicion y calidad de la leche desde su obtencion
hasta su consumo [195]. Esto incluye el control en las etapas de produccion,
procesamiento, distribucion y almacenamiento del producto final. Ademas, hay que tener
en cuenta la existencia de una gran variabilidad en los productos lacteos (deshidratados,
liquidos, ricos en grasas, congelados, fermentados o coagulados entre otros), sin embargo,
todos tienen algo en comun, deben ser nutritivos y econdmicos. Por este motivo, resulta
imprescindible el desarrollo de dispositivos capaces de solventar de forma precisa, rapida
y econémica las necesidades del sector [195-198].

En la actualidad existe una gran variedad de técnicas clasicas para el andlisis de
leches. La mayoria de ellas requieren equipos grandes y costosos, asi como personal
cualificado [199,200]. Ademas, no es posible realizar analisis in-situ porque éstas técnicas
demandan largos periodos de preparacion, analisis e interpretacion de resultados. Por
tanto, resulta de interés introducir el uso de sensores y biosensores electroquimicos en la
industria lactea. Ademas, estos dispositivos son capaces de medir en muestras de leche
cruda sin pretratar, a pesar de la complejidad de su composicién [196]. No obstante, para
conseguir buenos resultados es necesario optimizar las capacidades analiticas de los
sensores, mejorando sus limites de deteccidon y aumentando su sensibilidad.

Concretamente el uso de biosensores electroquimicos basados en el empleo de las

enzimas responsables de la catalisis de los carbohidratos de interés, permite obtener
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respuestas fiables en tiempos breves [201]. Por otra parte, existen investigaciones que se
centran en el desarrollo de otros tipos de sensores para la deteccion de vitaminas [202],
aditivos [203], aminoacidos [204] o antibioticos [205], entre otros componentes presentes
en productos lacteos.

El principal carbohidrato presente en la leche es la lactosa (un disacérido formado
por dos hexosas, la glucosa y la galactosa), aunque la mayoria de los diferentes tipos de
leche contienen una pequefia cantidad de los precursores biosintéticos de ésta, la glucosa
y la galactosa, en forma libre [206]. La presencia de estas especies en la leche es
ocasionalmente un problema. En el caso de la glucosa, un alto consumo de azucar en las
dietas puede estar asociado a consecuencias cronicas para la salud como obesidad,
diabetes o enfermedades cardiovasculares, entre otras. El contenido de lactosa y galactosa
en productos lacteos también puede dar lugar a problemas de salud como intolerancias o
trastornos hereditarios en neonatos. Por estos motivos, la industria lactea requiere de una
profunda investigacion en el desarrollo de dispositivos capaces de detectar glucosa,
galactosa o lactosa en productos lacteos con alta sensibilidad [207].

A lo largo de esta Tesis Doctoral, se indaga en el andlisis de glucosa, galactosa y
lactosa en distintas variedades de leche, mediante el empleo de biosensores
electroquimicos. Estos dispositivos utilizan enzimas comerciales cuyo mecanismo
consiste en la actuacion de la enzima como catalizador de la reaccion de oxidacion de los
azUcares correspondientes.

A modo de descripcion general, la deteccion de galactosa se realiza utilizando como
enzima la galactosa oxidasa que cataliza la oxidacion de galactosa en acido galactonico y
H>O>. La deteccion de glucosa se lleva a cabo utilizando la glucosa oxidasa que cataliza
la oxidacion de glucosa en &cido gluconico y H202. Durante estos procesos, las enzimas
pasan a su estado reducido. La actividad enzimatica se recupera gracias a la reaccién de
la enzima reducida con el oxigeno circundante para restaurar su estado de oxidacion
original [208,209]. En cuanto a la lactosa, no existen enzimas especificas para su
oxidacion, por lo que la deteccién de lactosa con biosensores requiere un cambio de
estrategia. En este caso se utiliza una hidrolasa, la B—galactosidasa (o lactasa) que rompe
el enlace glicosidico entre la glucosa y la galactosa. De tal modo que, el biosensor de -
galactosidasa se combina con biosensores que contienen glucosa oxidasa, galactosa
oxidasa 0 ambas para detectar los productos de la hidrélisis [208]. Estos biosensores de

B-galactosidasa, glucosa oxidasa y galactosa oxidasa pueden utilizarse por separado o0 en
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sistemas multienzimaticos en los que las enzimas se combinan en un solo dispositivo, de
modo que es posible detectar tanto la glucosa y galactosa presentes directamente en leche,
asi como la glucosa y galactosa resultantes de la hidrdlisis de la lactosa.

Los métodos de deteccion de galactosa o glucosa en leche y sus derivados basados
en biosensores han progresado a lo largo del tiempo pasando por las tres generaciones
existentes, en funcion del mecanismo de transferencia electronica que se expusieron
anteriormente y ahora se explican de forma especifica. Los sensores de primera
generacion miden la concentracion de glucosa o galactosa detectando bien la liberacién
de H20. que acompafia la oxidacion de los azlcares o bien el consumo de oxigeno
(necesario para que la enzima vuelva a su estado de oxidacion original). Los primeros
sensores se realizaron inmovilizando enzimas en electrodos de Clark [210] o electrodos
de platino [211,212]. Desde que se introdujeron los primeros biosensores de primera
generacion disefiados para la deteccion de carbohidratos, se han realizado multiples
investigaciones para mejorar el sistema de control basados en métodos mas sofisticados
[213].

Los sensores de segunda generacion consisten en la introduccion de mediadores
electronicos, cuya mision es facilitar la transferencia electronica entre la enzima vy el
electrodo, amplificando asi la sefial enzimética. Estos mediadores pueden encontrarse en
disolucion, donde se ha constatado que favorecen la reaccion enzimética [214]. Sin
embargo, actualmente se ha demostrado que las capacidades analiticas de los biosensores
se ven altamente mejoradas cuando los mediadores electronicos forman parte de la
estructura del sensor [10]. Algunos ejemplos de mediadores electrénicos utilizados para
aumentar la respuesta electroquimica de los biosensores basados en glucosa oxidasa o
galactosa oxidasa incluyen: nanomateriales de carbono como grafeno o CNTs [66,215],
NPs metalicas o de dxidos metalicos [21,57,216], metalomacrociclos aromaticos como
las MPCs [15], polimeros conductores [123] o biopolimeros [63,129,207,217]. Entre los
ejemplos aqui citados, en algunas ocasiones surge la necesidad de utilizar un agente
dispersante para favorecer la adsorcion de los nanomateriales en la superficie del
electrodo y ademas favorecer la adsorcién enzimatica [215]. Por otro lado, se han
demostrado los beneficios que originan los efectos sinérgicos producidos tras la
combinacion de varios materiales, facilitado la transferencia electronica, mejorando asi
la sensibilidad del sensor [16]. Entre la gran cantidad de investigaciones que siguen esta

estrategia, podria ponerse como ejemplo, el desarrollo de biosensores sobre GCE
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modificados con un nanomaterial hibrido compuesto por AuNPs y MWCNTSs
aprovechando sus efectos sinérgicos en la deteccion catalitica del H.O> tras la
inmovilizacion de la glucosa oxidasa obteniendo excelentes resultados con elevada
reproducibilidad y precision [218,219]. De la misma manera, la combinacion de otros
materiales como grafeno, polimeros conductores y AuNPs ha permitido inmovilizar
enzimas como la glucosa oxidasa mediante adsorcion fisica, donde mediante métodos
amperométricos, se ha cuantificado el consumo de oxigeno [220]. Ejemplos como los
citados, manifiestan la gran variedad de este tipo de biosensores, en cuanto a naturaleza
del mediador o técnicas de preparacion, asi como a métodos de medida, en los que la
técnica de deteccidn electroquimica puede variar de acuerdo a las necesidades del
dispositivo.

Los biosensores de tercera generacion utilizan enzimas que son capaces de
establecer una transferencia directa de electrones (DET) entre su cofactor y la superficie
del electrodo, sin necesidad de utilizar ninguna sustancia mediadora. Conseguir DET es
dificil ya que la mayoria de las enzimas tienen el centro activo profundamente enterrado,
y ademas no disponen de una via de transferencia de electrones integrada que lo
interconecte con la superficie de la proteina [9,101]. En el caso de la glucosa oxidasa y la
galactosa oxidasa, la transferencia directa de electrones entre la enzima y electrodos
convencionales (platino, ITO, carbono, etc) es extremadamente dificil, ya que el sitio
activo redox de las enzimas, el dinucleétido de flavina y adenina (FAD) (en el caso de la
glucosa oxidasa), o centro multi-cobre (en el caso de la galactosa oxidasa), esta embebido
dentro de las matrices enzimaticas. Es por este motivo que, para facilitar la transferencia
electronica directa, se hace imprescindible la modificacion de la superficie de los
electrodos con nanomateriales. A pesar de las grandes ventajas analiticas que ofrece el
desarrollo de biosensores de tercera generacién en la deteccidn de glucosa o galactosa en
matrices complejas, solo unos pocos autores han conseguido determinar glucosa o
galactosa utilizando DET [66,221]. Estos trabajos ponen de manifiesto la importancia de
encontrar el efecto sinérgico adecuado que, al fusionar las propiedades de transporte de
electrones de nanomateriales como el grafeno, CNTs o nanoparticulas, con la
especificidad proporcionada por la enzima, se pueden obtener muy bajos limites de
deteccidn en la deteccion de éstos azUcares. Para asegurar los mecanismos DET mediante
técnicas como voltamperometria ciclica, han de apreciarse los picos redox asociados con

la reaccion del centro activo enzimatico. Concretamente, se ha determinado que en el caso
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de la glucosa oxidasa, el pico catddico en torno a -0.4 V se asigna a la conversion de FAD
a FADH_, mientras que el pico anddico en torno a -0.3 V se atribuye a la conversion de
FADH: a FAD [66,222-224].

Mientras que en el caso de los sensores de galactosa oxidasa, el potencial del pico
anodico observado a aproximadamente 0.2 V y el potencial del pico catddico en torno a
0.1V, se corresponden con los mecanismos del par redox del centro activo de la enzima
(Cu?*/Cu*), lo que indica la transferencia directa de electrones entre la enzima vy el
electrodo modificado con nanomateriales, debido a que estos ultimos consiguen disminuir
la distancia entre el centro activo de la enzima y el electrodo y, por lo tanto, aceleran la
transferencia de electrones [221,225,226].

Hasta ahora, se ha profundizado en el andlisis de glucosa y galactosa. Por su parte
la lactosa, es uno de los principales carbohidratos presentes en la leche. Por tanto, el
contenido en lactosa, es un indicador basico en controles rutinarios. Ademas es una fuente
de problemas en las personas con intolerancias alimentarias [198]. La determinacion de
lactosa por via enzimatica se puede llevar a cabo siguiendo diferentes estrategias. Por una
parte, usando biosensores enzimaticos electroquimicos basados en la inmovilizacién de
enzimas como la B-galactosidasa (comunmente conocida como lactasa) o la celobiosa
deshidrogenasa, que son capaces de hidrolizar los enlaces glicosidicos entre la glucosa y
la galactosa. En este caso, los sensores detectan cambios en la composicion de la
disolucién y esto da lugar a variaciones de la corriente de fondo que produce el sensor.
Estos sensores son sencillos, pero bastante inespecificos, ya que los cambios de
composicion pueden deberse a diferentes factores [101,208]. Por esta razén, se han
desarrollado biosensores capaces de cuantificar lactosa por un método indirecto que
consiste en utilizar sistemas multienzimaticos en cascada, en los que la B-galactosidasa
promueve la hidrélisis de la lactosa en sus componentes, glucosa y galactosa, y
posteriormente se analizan los productos de la hidrolisis, gracias a la actuacién de las
oxidorreductasas correspondientes, que catalizan la oxidacién de la glucosa y galactosa
obtenidas [53].

Al igual que en el resto de casos, el mecanismo de actuacion de los biosensores
electroquimicos enzimaticos para la determinacion de lactosa ha progresado a lo largo de

tres generaciones. Existe una gran cantidad de investigaciones que mediante sistemas
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enzimaticos de primera generacion son capaces de detectar los productos de hidrolisis de
la lactosa en rangos de deteccion del orden milimolar en productos lacteos [208].

En cuanto a los biosensores de segunda generacion para la deteccion de lactosa, el
mecanismo de actuacion consiste, por norma general, en una reaccion enzimatica en
cascada basado en la inmovilizacion de la B-galactosidasa para la hidrolisis de la lactosa
produciendo glucosa y galactosa, y la posterior actuacién de la glucosa oxidasa o la
galactosa oxidasa. Se han empleado distintos tipos de mediadores redox artificiales como
azul de Prusia y polimeros conductores [124] o nanomateriales de carbono [227], capaces
de mejorar los mecanismos de transferencia de electrones entre la glucosa oxidasa o la
galactosa oxidasa y la superficie del electrodo y se continda detectando el H2O2 generado
o cualquier otro subproducto de la reaccion.

En el caso de la lactosa, solo se ha conseguido DET utilizando celobiosa
deshidrogenasa gracias a la presencia de dos dominios redox en su interior. Esta enzima
normalmente cataliza los procesos de degradacion de la celulosa, no obstante, se ha
demostrado su actividad catalitica en la degradacién de carbohidratos como la lactosa.

Sin embargo, los mecanismos son complejos y presentan numerosas dificultades [228].

En resumen, los trabajos comentados, indican la posibilidad de detectar lactosa,
glucosa, galactosa u otros azlcares en muestras complejas como la leche y derivados con
biosensores muy diferentes. Algunas de las investigaciones recientes basadas en la
deteccion de carbohidratos en productos lacteos utilizando diferentes técnicas
electroquimicas tanto en la deposicion de materiales como en la propia determinacion de

analitos, se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2: Sensores y biosensores electroquimicos basados en la detecciéon de carbohidratos en
distintas variedades de leche.

L Técnica ] Sensibilidad | LOD
Composicion del sensor o Analito Ref.

Electroquimica (MA-uUM 1) (LM)

Manitol 0.0975 0.29

Sacarosa 0.1247 0.42
CPE-rG-CuNPs CVICA Lactosa 0.1320 0.43 [57]

Glucosa 0.1033 0.37

Fructosa 0.1158 0.51
Au-[VO(acac),]-PATP CA Glucosa 3.72-10° 0.1 [62]
GCE-Ni(OH)2/rGO- MWCNTSs CA Glucosa 2.042 2.7 [61]

grafito-PFLA-MWCNT-ZnPc-
CA Glucosa 3.78-10°® 18.0 [15]
GOx
SPCE-MXene-PANI-Pt-LOx CVICA Lactato 6.2:10* 5.0 [54]
ITO-(GPDDA/GPSS)1/(GPDDA-
CA Glucosa 2.47-10° 13.4 [66]
GOX)Z

ITO-P3HT/SA/GaOx CA Galactosa 5.5-10* | [129]
GCE-MWCNTSs-BCS/Cu-GOx CA Glucosa 0.0477 2.0 [215]

ITO-TiO2-AuNPs-g-CsN4-MnO,- . Glucosa 7.31-10° 0.12
fotoelectroquimico [216]

GOx-B-gal Lactosa 7.88-10° 0.23

GCE-MWCNTSs-PEI/AuNPs-
CVICA Glucosa 3.26:10°% 0.8 [218]
B(OH)2-GOx

rG /PFLO/AUNPs-GOx CA Glucosa 3.85-10* 81.0 [220]
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2.3. Sistemas multisensores. Lenguas electronicas

Segun la IUPAC, una lengua electrénica (LE) se define como un instrumento
analitico que incluye una red de sensores quimicos no selectivos con especificidad parcial
para diferentes componentes, que funciona de forma conjunta con un software de
reconocimiento de patrones, capaz de reconocer, discriminar y clasificar soluciones
simples y complejas [229]. Las lenguas electronicas tienen aplicacion en la industria
alimentaria como alternativa a técnicas analiticas tradicionales. Por ello, resultan ser una
opcion util ya que permiten realizar una evaluacion rapida de la calidad de los analitos
[102,230].

CE

Muestras Lengua electrénica
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muestras quimiométrico voltamperométricas

Figura 4. Representacion esquematica de una lengua electronica.

En los ultimos afios, se han realizado numerosos avances en el campo de lenguas
electronicas para el andlisis de alimentos y bebidas tanto en lo referente a los sensores
como en el campo del tratamiento de datos [230,231]. Asi, mediante la adecuada
seleccidn de sensores y técnicas quimiométricas, se ha conseguido disefiar dispositivos
con una elevada capacidad para discriminar, analizar y clasificar muestras complejas

como vinos o leches.
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En cuanto a los avances en el campo de los sensores, los sensores electroquimicos
(potenciométricos, amperomeétricos, voltamétricos o impedimétricos) son las unidades de

deteccion mas utilizadas para el analisis de alimentos [102,230].

Los trabajos pioneros utilizaban redes de sensores potenciométricos basados en
membranas poliméricas de diferentes composiciones [232]. Recientemente, se han
desarrollado una gran variedad de redes de sensores potenciométricos que incluyen
nanomateriales como el grafeno o las nanoparticulas metalicas en las membranas.
También se han desarrollado sensores del tipo ISFET que han permitido miniaturizar las
lenguas electronicas mejorando su portabilidad [233]. En cuanto a las lenguas
electrénicas basadas en sensores voltamperométricos e impedimétricos, se han realizado
numerosos progresos utilizando electrodos quimicamente modificados con una gran
variedad de materiales electrocataliticos como ftalocianinas o polimeros conductores
[148,169,181,234]. Los mayores avances en este campo también se han realizado
incorporando en las redes de sensores nanomateriales como materiales modificadores. Se
ha demostrado que los nanotubos de carbono, el grafeno, o las nanoparticulas metélicas,
tienen unas excelentes propiedades electrocataliticas que permiten mejorar la sensibilidad

de los sensores de manera muy eficiente [235,236].

Por otra parte, se ha comprobado que, para mejorar las prestaciones de las lenguas
electrénicas, es necesario desarrollar instrumentos para una aplicacion concreta debido a
las grandes diferencias que existen en la composicién de las matrices a analizar (como el
vino o la leche), asi como a los diferentes problemas que hay que afrontar durante el
analisis (como la presencia de etanol en el vino o de grasa en la leche). Por esta razon, en
los Gltimos afios se han desarrollado lenguas bioelectronicas (bioLES) que combinan
sensores no especificos con biosensores especificos hacia ciertos compuestos quimicos.
Estas lenguas bioelectrénicas, proporcionan simultaneamente informacion global de la
muestra (tal y como hacen las lenguas electronicas clasicas), a la vez que proporcionan
informacion especifica sobre los compuestos diana de los biosensores incluidos en la red.
Estos dispositivos tienen por tanto, la ventaja de cuantificar parametros quimicos
concretos mediante la eleccién adecuada tanto de biosensores como de técnicas
quimiomeétricas [237,238].

En este sentido, el grupo en el que se ha desarrollado esta Tesis, tiene experiencia

en el desarrollo de bioLE para el analisis de vinos y mostos que combinan fenoloxidasas
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y glucosa oxidasa con nanomateriales. Estos sistemas han demostrado tener una alta
capacidad de discriminacion entre muestras con diferentes caracteristicas, a la vez que
son capaces de determinar maltiples parametros quimicos (pH, contenido polifendlico
total, glucosa, etc) de manera simultanea [234,239].

El desarrollo de sistemas multisensores formados por diferentes combinaciones de
enzimas y nanomateriales es un campo de investigacion muy activo y es en el que se

encuadra esta Tesis.

Como ya se ha comentado, una lengua electrénica consiste en una red de sensores
acoplada a un sistema de tratamiento de datos multivariante. Las matrices de datos que se
generan son muy complejas, contienen una gran cantidad de datos que han de ser
simplificados para poder extraer la informacion util del resto de datos superfluos, que no
proporcionan informacion representativa de las muestras analizadas. Por esta razon, antes
de realizar el tratamiento de datos propiamente dicho, se realiza un pre-procesado de los
datos. En esta etapa se realizan procesos como el normalizado y/o escalado de la matriz
de datos original para maximizar las variaciones mas relevantes obtenidas mediante el
sistema multisensor, asi como la deteccion y eliminacion de valores atipicos “outlaiers”
y/o ruido. En algunos casos, la cantidad de datos obtenidos con los sensores es muy alta,
lo que hace necesario reducir el nimero de variables. Existen varias técnicas para reducir
el nimero de datos de la matriz sin perder informacion atil, como por ejemplo la
utilizacion de kernels, algoritmos genéticos (GA), transformacién por wavelet o por
transformada de Fourier [143,240].

Una vez pre-procesada la sefial, se emplean métodos estadisticos para realizar una
reduccion dimensional de variables. Gracias a ello, se reduce el niamero de variables
iniciales y se generan nuevas variables latentes representativas de la varianza del sistema,
reduciendo sus dimensiones para facilitar la identificacion o clasificacién de las muestras.
Entre las técnicas mas comunes empleadas en la reduccion dimensional destacan métodos
no supervisados como la utilizacion del Analisis de Componentes Principales (PCA), que
permite discriminar entre muestras con distintas caracteristicas. No obstante, los modelos
de clasificacion también pueden construirse utilizando técnicas supervisadas como es el
andlisis discriminante lineal (LDA), el modelado independiente de analogia de clases
(SIMCA) o las redes neuronales artificiales (ANN), entre otras, capaces de resolver el

problema de identificar una muestra desconocida y asignarla a un determinado conjunto
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de muestras categorizadas previamente [241]. La reduccion dimensional de los datos
conseguida, se puede utilizar ademéas con fines de prediccion y/o regresion. En este
sentido, las respuestas obtenidas por la red de sensores se representan mediante variables
independientes frente a un segundo conjunto de variables (como son los parametros
fisico-quimicos de las muestras), para establecer modelos de regresion con el objetivo de
predecir diferentes propiedades o pardmetros fisico-quimicos. Los modelos mas comunes
establecidos para realizar este analisis son: minimos cuadrados parciales (PLS), regresion
de componentes principales (PCR), regresion de maquinas de vectores de soporte
(SVMR) y regresion maltiple lineal (MLR) entre otros [242].

En los siguientes parrafos se recogen algunos ejemplos de redes de sensores y
biosensores electroquimicos modificados quimicamente para el analisis de muestras de
vino y leche. Se presta especial atencion a la importancia que tiene la modificacion de la
superficie de los electrodos con diferentes materiales sensibles en el funcionamiento y

capacidades de los sistemas multisensores.
2.3.1. Lenguas electronicas en la industria vitivinicola

Durante el proceso de elaboracién del vino, se requiere un control exhaustivo de
todas las etapas para, de ese modo, poder garantizar la calidad del producto final. A pesar
de la gran complejidad que presenta la composicion quimica de los vinos, estos
dispositivos han permitido discriminar y clasificar vinos en funcion de factores como la
variedad, origen y estado de madurez de la uva, las reacciones que se producen durante
el proceso de vinificacion, el tratamiento post-fermentativo, la crianza del vino y la
calidad del producto final, asi como la identificacion de la marca o la deteccion de
adulteraciones [148,180,243].

A continuacién se realiza una revision de los trabajos realizados con lenguas
electronicas aplicadas en las distintas etapas del proceso de elaboracion del vino desde el
control de las uvas de origen, pasando por la preparacion de los mostos, fermentacion,
envejecimiento hasta el embotellado de los vinos [244].

La calidad de la uva es un factor fundamental que determina la calidad del vino.
Por este motivo, los controles rutinarios en la industria vitivinicola, comienzan por el
analisis de las uvas, siendo parametros fundamentales para el control de su calidad el
contenido en azucar y en polifenoles [20,230]. Estos pardmetros se analizan normalmente

por métodos quimicos tradicionales. Sin embargo, en los Ultimos afios se han desarrollado
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lenguas electronicas o bioelectrénicas aplicadas al control de la calidad de las uvas.
Concretamente, se han usado diferentes tipos de lenguas electrénicas que incluyen
lenguas potenciométricas [245] o voltamperométricas [88] para monitorizar su estado de
madurez. Asimismo, se ha estudiado la calidad de uvas mediante la combinacion de una
lengua electrénica con un ojo electronico, lo que permite analizar a la vez, el contenido
polifendlico desde un punto de vista electroquimico y espectrofotométrico [246].
También, se han desarrollado métodos alternativos para monitorizar la madurez fendlica
de las uvas, modificando electrodos con las propias pieles de uvas para obtener
informacion sobre su contenido fendlico mediante técnicas voltamperométricas. Estos
sensores han sido capaces de discriminar en funcion de la variedad y maduracion de las
uvas desde el envero hasta la cosecha, obteniéndose ademas muy buenas correlaciones

con los valores quimicos obtenidos por métodos clasicos [247].

Los trabajos més recientes y novedosos en este campo estan relacionados con el
desarrollo de lenguas electronicas compuestas por redes de sensores y/o biosensores
electroquimicos nanoestructurados. Como se ha descrito, estos dispositivos han permitido
discriminar uvas en funcion del grado de madurez, la afiada y la variedad de uva
[178,181,248]. De este modo, ha sido posible monitorizar el grado de madurez de las uvas
a partir de la concentracion de azucares y el contenido fendlico, mediante la modificacion
de las redes de sensores con nanomateriales como las NPs de Oxidos metalicos,

obteniendo limites de deteccion extremadamente bajos [88].

De la misma manera, la inclusion de fenoloxidasas, hace de las lenguas electrénicas,
dispositivos capaces de discriminar en funcion del estado de las uvas segun su grado de
madurez [178]. Gracias a las lenguas bioelectrénicas que incluyen fenoloxidasas y
glucosa oxidasa combinadas con AuNPs ha sido posible establecer correlaciones entre las
sefiales de los sensores que forman la red y los datos del contenido fendlico y de azUcares,
obtenidos mediante analisis quimicos tradicionales. Esto ha permitido realizar una
calibracién capaz de predecir el contenido fendlico y de glucosa de las uvas en una sola
medida. Ademas, estos sistemas brindan la posibilidad de establecer correlaciones entre

las caracteristicas de las uvas y las de los vinos elaborados a partir de ellas [234].

El vino, es el resultado de la fermentacion del zumo de uva o de los mostos. Por
ello, una vez evaluadas las caracteristicas de las uvas, la siguiente etapa en el control de

calidad, es el control de los procesos de fermentacion. En el vino tinto, la fermentacién
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consta de dos etapas, la fermentacion alcoholica y la fermentacion maloléctica. En la
primera se transforma la glucosa en etanol, mientras que en la segunda el 4cido malico se
transforma en &cido lactico. Existen diversas investigaciones en las que se han
desarrollado lenguas electrénicas para monitorizar los procesos de fermentacion de los
vinos [249-251]. Algunos autores, han combinado lenguas electronicas y narices
electrénicas con medidas dpticas para establecer correlaciones entre mostos con distintos

grados de fermentacion [251] .

Una vez se ha llevado a cabo el proceso fermentativo del vino, la siguiente etapa,
consiste en la maduracion y envejecimiento del producto. Para mejorar sus caracteristicas
organolépticas, los vinos tintos son envejecidos en barricas de roble o utilizando astillas
de madera en depositos de acero inoxidable microoxigenados, antes de ser embotellados
[230,232]. Por ello, el tiempo de envejecimiento, asi como el tipo de barrica y su grado
de porosidad son factores cruciales en la calidad del vino. Concretamente, las
caracteristicas organolépticas del vino estan directamente relacionadas con la retencion y
liberacion de compuestos volatiles durante el proceso de envejecimiento. Por este motivo,
se han desarrollado lenguas electrénicas voltamperométricas capaces de monitorizar el
envejecimiento de los vinos, y de clasificar y discriminar entre vinos en funcion de su
grado de envejecimiento y tipo de barrica [180,252—-254]. Entre ellos, algunos autores han
puesto de manifiesto que la modificacion de lenguas electrénicas con materiales
electrocataliticos como las bisftalocianinas, mejora la respuesta electroquimica frente a
vinos [179,253].

Tras la evaluacién de los procesos de envejecimiento del vino en barrica, es
necesaria la revision de la calidad de los vinos después de su embotellado. EI empleo de
lenguas electronicas ha resultado muy Util para controlar los origenes geogréaficos,
variedades de vino, el afio de cosecha, etc. [181,255-257]. Por otra parte, practicas
ilegales como la dilucion con agua, la adicion de sustancias exdgenas (alcohol, azlcares,
conservantes, colorantes), el uso de uvas de regiones diferentes a las declaradas o el uso
de métodos de crianza no permitidos, que se realizan con el fin de reducir costes [148,258]
hace necesario confirmar la veracidad de la informacién declarada en la etiqueta a los
consumidores y las autoridades. Con este fin, los sistemas multisensores electroquimicos
se han usado con éxito para detectar adulteraciones [232]. Por ejemplo, el empleo de redes

de sensores basados en CPEs modificados con ftalocianinas y polimeros conductores ha
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sido de gran utilidad para determinar adulterantes como etanol, SO, acetaldehido,
sacarosa, acido acético, tartarico o tanico en vino tinto [148].

En conclusion, la aplicacion de las lenguas electronicas en controles de calidad,
permite obtener informacion cualitativa sobre la muestra y ademas permite predecir la
concentracion de determinados compuestos quimicos o detectar determinadas
caracteristicas organolépticas. Debido a sus excelentes respuestas, resultan adecuadas
para controlar todo el proceso de elaboracion del vino desde la cosecha hasta el
envejecimiento. Como se ha expuesto, las estrategias futuras pretenden incluir el disefio
de redes de sensores o0 biosensores formadas por nuevos materiales con selectividad y

sensibilidad mejoradas, en muchos casos vinculados a la nanotecnologia.
2.3.2. Lenguas electrdnicas en la industria lactea

La leche es un producto complejo en el que coexiste un medio acuoso con una alta
proporcion de grasas ademas de proteinas y otros componentes. La alta concentracion de
grasas dificulta enormemente los andlisis, ya que su presencia interfiere en muchas
técnicas analiticas. Ademas, la calidad de la leche se altera rapidamente debido a
diferentes fendmenos como la oxidacion de acidos grasos o la evaporacion de compuestos
volatiles ademas del crecimiento microbiano, que podrian afectar a la calidad del producto
[244].

A pesar de estas dificultades, en los ultimos afios se han desarrollado lenguas
electronicas capaces de analizar la calidad de productos lacteos. La tarea no es facil ya
que la presencia de grasa altera la superficie de los sensores, y obliga a extremar los
procesos de limpieza entre medidas. La complejidad del medio también limita el tipo de
sensores a utilizar en la red y por esta razén, la mayoria de trabajos en este campo se han
realizado utilizando redes de sensores potenciométricos, aunque también existen
precedentes de éxito en los que se han utilizado lenguas electronicas voltamperométricas.
La aplicacion de lenguas electronicas permite determinar las diferencias en la
composicion de la leche segun el origen animal [259], las tecnologias de procesamiento
aplicadas durante la produccién de leche [260], la marca [261,262], el contenido graso
[263-265] o el tiempo de almacenamiento [263]. 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 util o aumentar

el contenido de proteinas [266,267]. Los resultados obtenidos muestran que, a pesar de la

49



Sensores y biosensores electroquimicos: nuevos horizontes y desafios en su integracién en sistemas
multisensores para su aplicacion en la industria alimentaria
Capitulo 2: Estado Del Arte

Universidad de Valladolid

complejidad de los productos lacteos, es posible categorizar y analizar muestras de

manera muy eficiente.

En los siguientes parrafos se detallan los trabajos realizados en los que se han

aplicado lenguas electronicas al analisis de diferentes aspectos de la calidad de la leche.

En un trabajo pionero en el campo, se desarroll6 una LE potenciométrica basada en
sensores compuestos por membranas poliméricas lipidicas, con la que fue posible
diferenciar sabores como salinidad, amargor o acidez [268]. Utilizando el mismo tipo de
LE, se ha estudiado el sabor en distintos tipos de muestras de leche (UHT o cruda)

expuestas a diferentes condiciones [269,270].

La clasificacion de la leche también puede variar en funcion de su origen. Es por
este motivo que varios trabajos han demostrado la capacidad de las lenguas electronicas
en el analisis cualitativo para diferenciar y discriminar entre productos lacteos de distinta
procedencia. Para ello se han disefiado lenguas potenciométricas [241,261,271] y
voltamétricas [272] e incluso se han combinado con narices electronicas [262]. Asi mismo
cabe destacar la capacidad de estos dispositivos en la discriminacion de leche de origen
vegetal [273].

Otra de las caracteristicas mas destacables de la leche, es su contenido graso. La
industria lactea ofrece diferentes variedades de leche alterando el nivel de grasa, para
obtener leche sin grasa o leche reducida en grasa, mediante la eliminacién total de la grasa
de la leche y la posterior adicion de la cantidad requerida. Asi mismo, el contenido en
materia grasa también puede verse alterado tras la modificacion genética de las vacas y
la cria selectiva [196,244]. A lo largo de los afios se ha avanzado en el desarrollo de
dispositivos potenciométricos portatiles capaces de discriminar entre leches, en funcién
de su contenido graso, nutricional o por su marca. Estos trabajos demuestran la capacidad
de los dispositivos para predecir la calidad de la leche y proporcionar informacion sobre

su composicion quimica [272,274].

La composicion quimica de la leche puede variar con el tiempo debido a la
presencia de microorganismos. Para evaluar dichas variaciones, se hace necesaria la
caracterizacion objetiva de su presencia en la leche [244]. En uno de los trabajos pioneros
en el campo de las lenguas electrénicas, se desarrollé una LE voltamperométrica para el

analisis del proceso de envejecimiento en zumos de frutas y leche, evaluando el deterioro
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de su calidad, debido al crecimiento microbiano cuando la leche se almacenaba a
temperatura ambiente [275]. Continuando con la misma linea de trabajo, un estudio
subsiguiente permitio desarrollar una LE voltamperométrica para la determinacion de
bacterias en leche fresca durante su almacenamiento [212]. Un trabajo mas reciente, en
el que se usaron electrodos serigrafiados, permitio discriminar entre diferentes muestras
de productos lacteos en presencia y ausencia de colonias bacterianas [276]. Con ello fue
posible determinar la estabilidad de almacenamiento de la leche, que es inversamente
proporcional a la cantidad de su poblacién microbiana. En investigaciones posteriores,
cabe destacar trabajos en los que se ha podido clasificar leche fermentada probiética
segln el sabor mediante LEs potenciométricas [277,278].

Del mismo modo, se han desarrollado lenguas voltamperométricas con las que se
han detectado adulteraciones con urea, formaldehido o melamina [266,267] en productos
lacteos, asi como adulteraciones con H202 en muestras de leche pasteurizada [279].
También, se han disefiado lenguas electronicas potenciométricas, que por ejemplo, han
sido capaces de detectar adulteraciones de leche de cabra con leche bovina, permitiendo
distinguir entre los grupos de leche de cabra, vaca y mezcla, con alta sensibilidad y
especificidad [259].

Una de las técnicas mas ampliamente utilizadas en la industria para la conservacion
de productos lacteos y potenciacion de su sabor, consiste en su fermentacion a través de
diversas bacterias del &cido lactico. Las leches fermentadas poseen propiedades
caracteristicas como son el sabor, olor, color, apariencia y textura y, por tanto,
caracteristicas nutricionales diferentes. La probleméatica que surge al trabajar con
microorganismos, tal y como se ha explicado, es que pequefias alteraciones pueden

modificar la calidad del producto final [280].

Una lengua electronica basada en electrodos metalicos ha permitido diferenciar el
estado de fermentacion y la naturaleza de los microorganismos [281]. También el
desarrollo de lenguas voltamperométricas ha demostrado la capacidad de reconocimiento
satisfactoria para la prediccion de diferentes categorias de yogur, estableciendo buenas
correlaciones con las propiedades fisicas de las muestras [282]. Por otro lado, se han
evaluado las propiedades organolépticas de muestras de leche fermentadas mediante la
determinacion simultanea de contenido de etanol, acetaldehido, acido lactico, &cido
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acético y &cido citrico en la leche mediante una LE basada en sensores potenciométricos
[277]. La misma LE, también se ha aplicado para la clasificacion de yogures [261].

En resumen, el empleo de dispositivos multisensores ha permitido obtener
informacidn cualitativa y cuantitativa muy Util sobre muestras extremadamente complejas
como son los productos lacteos. La mayoria de los estudios aqui presentados han
desarrollado distintos prototipos de LE capaces de evaluar la frescura de la leche o el
crecimiento microbiano, asi como realizar estudios de control de calidad y deteccion de
adulteraciones con gran precision. Estos trabajos han puesto de manifiesto las
capacidades de dichos dispositivos para trabajar in-situ en la industria alimentaria,
reemplazando o al menos complementado técnicas de anélisis clasico. Sin embargo, la
aplicacion directa de LEs en la industria lactea ain sigue siendo un desafio. Superar estos
desafios en el desarrollo de LES que ademas sean robustas, estables y sensibles, podria
solventarse mediante el uso de nuevos materiales, tal como los nanomateriales, que

permitan ampliar las capacidades de los dispositivos desarrollados [238].
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Capitulo 3

Resultados

Este capitulo se divide en tres bloques que recogen las investigaciones desarrolladas a
lo largo de esta Tesis Doctoral. En cada blogue se presenta una breve introduccion que
argumenta la motivacion de la investigacion, asi como los objetivos perseguidos.
Ademas, se presenta una sintesis de los puntos clave de los trabajos desarrollados.
Finalmente se muestran los articulos publicados en distintas revistas indexadas
internacionales.

*El primer blogue muestra tres articulos en los que se han disefiado biosensores
voltamétricos basados en la técnica de LbL para la deteccion de compuestos de interes
en la industria alimentaria. Estos trabajos han permitido desarrollar una lengua
bioelectronica que se ha aplicado con éxito en muestras de interés industrial. A tal efecto,
se describen los resultados mas relevantes obtenidos durante las investigaciones.

*El segundo blogue recoge dos articulos, cuya tematica comun es la utilizacion de
nanoparticulas de plata (AgNPs) y nanohilos de plata (AgNWs) como mediadores
electronicos para la deteccidn de antioxidantes y azucares. Se indaga sobre la influencia
de la relacion de aspecto en los mecanismos de deteccion. Asimismo, se describe el
desarrollo de dos lenguas bioelectrénicas cuya aplicacién préactica sera explorada.

*El tercer blogue recoge la informacion relativa a los dos trabajos desarrollados durante
la estancia internacional y la subsiguiente colaboracion que surgio a raiz de la misma.
Se exponen dos investigaciones paralelas fundamentadas en el desarrollo de sensores
basados en polimeros de impresion molecular (MIPs) para la deteccién de compuestos
fenolicos.

This chapter is divided into three sections that collect the research developed
throughout this Doctoral Thesis. In each section, a brief introduction stating the
motivation of the research, as well as the objectives pursued, is presented. Finally, the
articles published in different international indexed journals are shown.

*The first section shows three articles in which voltammetric biosensors based on the LbL
technique, have been designed for the detection of compounds of interest in the food
industry. These works have allowed the development of a bioelectronic tongue that has
been successfully applied in samples of industrial interest. To this end, the most relevant
results obtained during the investigations are described.

*The second section includes two articles, whose common theme is the use of silver
nanoparticles (AgNPs) and silver nanowires (AgNWSs) as electronic mediators for the
detection of antioxidants and sugars. The influence of the aspect ratio on the detection
mechanisms is investigated. Likewise, the development of two bioelectronic tongues,
whose practical application will be explored, is described.

*The third section collects the information related to the two works developed during the
international stay and the subsequent collaboration that arose as a result of the stay. Two
parallel investigations based on the development of sensors based on molecular
imprinted polymers (MIPs) for the detection of phenolic compounds are presented. In
addition, a synthesis of the key points of the developed works is presented.
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3.1. Biosensores electroquimicos basados en LbL. Efectos sinérgicos

Este bloque engloba tres articulos publicados en distintas revistas internacionales.
En ellos se presentan los resultados de dos lineas de investigacion, una bésica, en la que
se ha indagado en las propiedades analiticas de los sensores desarrollados y sus
caracteristicas, en funcion de su composicion y estructura, y una linea aplicada, en la que
se ha desarrollado una bioLE, basada en dichos sensores, para el analisis de muestras
complejas.

Como se ha desarrollado a lo largo de la parte tedrica, una posibilidad para mejorar
las prestaciones de los sensores, es modificar la superficie de los electrodos con peliculas
nanoestructuradas que permitan aumentar su relacién superficie/volumen y, por tanto, el
namero de sitios activos accesibles. Por otra parte, el control del espesor de las peliculas
(normalmente del orden nanomeétrico), favorece la reversibilidad de los procesos
electroquimicos que ocurren en el interior de la pelicula. Existen diversas técnicas para
preparar peliculas nanoestructuradas, tal y como se describe en el apartado 2.2.4., entre
ellas destacan técnicas como SAM, LB, o la técnica LbL. Por otra parte, los materiales
seleccionados para modificar la superficie del electrodo deben ser capaces de
interaccionar con el analito de modo que en el andlisis voltamétrico se produzca un
incremento de la sefial (aumento de la intensidad) y/o se mejore la reversibilidad de la
respuesta.

En estos trabajos, se ha decidido utilizar la técnica LbL que permite preparar
monocapas alternas de compuestos con carga opuesta de forma simple y con bajo coste.
Esta técnica ademas tiene la ventaja de permitir combinar en una sola pelicula materiales
con funcionalidades complementarias. La peculiaridad de los articulos abordados en este
capitulo reside en la composicion de las peliculas nanoestructuradas que conforman el
sensor. En concreto, sobre electrodos de ITO, se han combinado materiales con diferentes
funcionalidades: materiales electrocataliticos como la ftalocianina de cobre sulfonada
(CuPc) o las nanoparticulas de oro (AuNPs), para favorecer la transferencia electronica;
un material conductor, como es el liquido iénico (IL) que permite incrementar la
conductividad eléctrica de las monocapas y, finalmente, un material capaz de fijar y
retener enzimas en la superficie de los sensores, como es el quitosano.

Ademas, la investigacion aqui descrita demuestra la gran relevancia que tiene la

adecuada combinacion de materiales en la obtencion de efectos sinérgicos, para alcanzar
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propiedades que mejoran los resultados obtenidos con electrodos modificados con los
materiales de forma individual. Con ello se ha conseguido una potente herramienta en
aplicaciones de biodeteccion, mejorandose la sensibilidad y selectividad.

Una vez desarrollado el método para combinar materiales sensibles y obtener
plataformas excelentes para la inmovilizacion de enzimas, se ha evaluado la posibilidad
de desarrollar una bioLE para el analisis de bebidas de interés en la industria de la

alimentacion.

El articulo 1 describe el desarrollo de un biosensor novedoso basado en una pelicula
compuesta por quitosano, CuPcs e IL. Para comenzar, se ha puesto a punto el método
para depositar peliculas con diferentes estructuras, es decir, diferentes combinaciones de
materiales y distinto orden en la alternancia de capas. Asimismo, se ha evaluado la
influencia en el nimero de capas que componen la pelicula, demostrandose que un
aumento en el grosor de ésta, no amplifica los mecanismos de transferencia electronica
y, por tanto, se ha considerado un fenémeno superficial. Se ha comprobado que estas
peliculas detectan de forma eficiente catecol, debido a que ocurren efectos sinérgicos
entre los diferentes componentes que aumentan la intensidad de las respuestas. Una vez
preparadas, se ha evaluado qué combinacién proporciona los efectos electrocataliticos
mas intensos y reproducibles, seleccionandose una bicapa en la que se han combinado
quitosano e IL en una monocapa y se ha alternado con una monocapa de CuPc.
Posteriormente, estas peliculas LbL se han utilizado como plataformas para inmovilizar
la enzima lacasa (una fenoloxidasa que cataliza la oxidacion de fenoles de interés en la
industria alimentaria) sobre la superficie de la pelicula seleccionada. El crecimiento de
las peliculas se ha caracterizado mediante microscopia de fuerza atomica (AFM) y
técnicas espectroscépicas como son FTIR y UV-vis, y se ha analizado la respuesta del
biosensor frente a catecol en disoluciones patrén mediante dos técnicas electroquimicas,
la voltametria ciclica (CV) y la cronoamperometria. El valor del limite de deteccion
(LOD) alcanzado de 8.9-101° M, asi como su buena repetitividad, 4.7%, han confirmado
su gran eficiencia; ademas, el valor de la constante de Michaelis-Menten (Kw) obtenido,
3.16 pM, ha demostrado la excelente afinidad de la enzima por el sustrato. A la vista de
los resultados, esta nueva estrategia ha resultado ser una propuesta prometedora en el

analisis de alimentos y bebidas dada su elevada sensibilidad.
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Siguiendo la misma linea de trabajo, en el articulo 2, se ha evaluado la respuesta
electroquimica de sensores basados en peliculas con una nueva composicion.
Concretamente, se han combinado monocapas de quitosano con peliculas alternas de dos
materiales electrocataliticos, AUNPs y CuPcs. Ademas, se han estudiado los efectos en la
respuesta electrocatalitica del sensor en funcion de la enzima empleada. Para ello se han
inmovilizado diferentes oxidorreductasas apropiadas para la deteccion de fenoles, la
lacasa o la tirosinasa. Se ha evidenciado que la actividad 6ptima de ambas enzimas esta
ligada a la composicion del sensor y, como era de esperar, la combinacion de materiales
ha resultado ser un punto critico para favorecer la aparicion de efectos sinérgicos que
facilitan los procesos de transferencia electronica. Este aspecto, ha sido evidenciado
mediante la caracterizacion estructural de las peliculas mediante AFM, que ha revelado
una gran variacion estructural en funcién de las combinaciones propuestas para el
desarrollo de las peliculas. La caracterizacion electroquimica, ha permitido determinar la
composicion dptima para mejorar la transferencia electrénica en la deteccion de catecol,
asi como la importancia en la eleccion de la enzima. Tras analizar los resultados, se ha
determinado que la composicion de las peliculas méas favorable consiste en una bicapa de
quitosano-AuNPs-quitosano-CuPc, es decir, cuando la Ultima monocapa esta formada por
ftalocianina de cobre se mejora la transferencia de electrones entre la enzima y el
electrodo, debido a que la superficie activa del sensor es mayor en comparacion con
aquellos en los que las AuNPs conforman la Ultima capa y, por tanto, se favorece la
adsorcion enzimatica. En cuanto a LOD se refiere, se ha conseguido obtener un valor de
8.5-10"1% M con el biosensor compuesto por tirosinasa, sin embargo, para la misma
estructura, el valor de LOD al inmovilizar lacasa en el sensor, es dos 6rdenes de magnitud
mayor, 1.8-10® M, concluyéndose, por tanto, la mayor efectividad de la enzima tirosinasa
en la plataforma disefiada para la deteccion de catecol. Otra de las mejoras conseguidas
con respecto al trabajo anterior ha sido la repetitividad, obteniéndose un coeficiente de
variacion de 1.07%.

Con ambos trabajos se han conseguido desarrollar biosensores estructuralmente
diferentes mediante la misma técnica y se ha demostrado que existe una fuerte interaccién
entre los componentes que forman la pelicula nanoestructurada. Dado el excelente
comportamiento de los biosensores, se ha examinado la posibilidad de integrarlos en una

aplicacion industrial siguiendo una linea de investigacion aplicada.
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En el articulo 3 se detalla la elaboracion de una lengua electronica para el anélisis
de muestras de leche. A este respecto, se ha seleccionado la estructura descrita en el
articulo 1 para la preparacion de la pelicula, ya que, al comparar los resultados obtenidos
con los del articulo 2 para la misma enzima, se obtuvo un LOD dos 6rdenes de magnitud
inferior. Sin embargo, teniendo en cuenta la aplicacién en el sector lacteo se ha elegido
la galactosa oxidasa como enzima. El propdsito de la red formada, ha consistido en la
integracion de un sensor no enzimatico inespecifico junto con un biosensor especifico,
para la deteccion de galactosa. En cuanto a la caracterizacion estructural y electroquimica,
se ha procedido de la misma manera que en los articulos previos, y se ha comprobado la
eficiencia del método de deposicion de los materiales, asi como de la actividad
electrocatalitica de ambos sensores. Se han calculado valores de LODs de 3.6-10° M para
el sensor y de 9.4-1011 M para el biosensor para la deteccion de galactosa, demostrandose
la especificidad que supone la incorporacion de la enzima en la determinacion de este
azucar, traduciéndose en un aumento en la sensibilidad del biosensor. Finalmente, el
sistema bi-sensor desarrollado se ha empleado en la clasificacion y discriminacion de
muestras de leche con distinto contenido nutricional. Mediante un anélisis quimiométrico,
se ha podido discriminar entre muestras de leche basadas en su contenido en lactosa y

ademas se han podido clasificar en funcién de su grado de envejecimiento.

El sistema de deteccion elaborado ha conseguido ser un método de analisis simple,
rapido, sensible y novedoso para discriminar matrices complejas sin pretratamiento
previo, lo cual es indicativo de su gran capacidad para realizar analisis in-situ. En
consecuencia, se propone la integracion de estos sistemas como parte de los métodos de
deteccidn requeridos en la Industria 4.0 con el proposito de mejorar los métodos de
analisis clasicos que aln muestran impedimentos para ser incorporados en la industria

alimentaria.
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3.1.1. Articulo 1

Promoting laccase sensing activity for catechol detection using LBL
assemblies of chitosan/ionic liquid/ phthalocyanine as immobilization
surfaces

C.Salvo-Comino, C.Garcia-Hernandez, F. Martin-Pedrosa, M.L. Rodriguez-
Mendez, C. Garcia-Cabezon.

Bioelectrochemistry, 132 (2020) 107407
DOI: 10.1016/j.bioelechem.2019.107407

Factor Impacto:5.373, Q1, Biophysi
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3.1.2 Articulo 2

Biosensors Platform Based on Chitosan/AuNPs/Phthalocyanine
Composite Films for the Electrochemical Detection of Catechol. The Role
of the Surface Structure

C.Salvo-Comino, A. Gonzalez-Gil, J. Rodriguez-Valentin, C. Garcia-Hernandez,
F. Martin-Pedrosa, A. C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-Mendez.

Sensors, 20, (2020) 2152
DOI: 10.3390/s20072152

Factor Impacto: 3.576, Q1, Instrument and Instrumentation
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3.1.3. Articulo 3

Discrimination of milks with a Multisensor system based on Layer-by-
Layer films

C. Salvo-Comino, C.Garcia-Hernandez, C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-
Mendez.

Sensors, 18 (2018), 2716-2728
DOI: 10.3390/s18082716

Factor Impacto: 3.302, Q1, Instrument and Instrumentation
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3.2. Biosensores electroquimicos basados en nanomateriales de plata.

Influencia de la relacion de aspecto

A lo largo de este bloque se hace referencia a dos articulos, publicados en revistas
indexada internacionales de alto impacto. Al igual que en el capitulo anterior, se han
Ilevado a cabo dos lineas de investigacion complementarias, una de ciencia bésica y otra
de aplicacion industrial. En primera instancia, se ha investigado el desarrollo de
biosensores voltamperométricos basados en la combinacion de nanomateriales de plata
con distinta relacion de aspecto (superficie/volumen), nanohilos de plata (AgNWs) o
nanoparticulas de plata (AgNPs), capaces de proporcionar una gran interaccion
electroquimica entre el electrodo y el analito elevando la sensibilidad del sensor. Ademas
de ello, con el fin de elevar la selectividad de los sensores, se han incorporado enzimas
especificas para la deteccion de compuestos de interés industrial. En estos trabajos las
técnicas de modificacion de electrodos de ITO con nanomateriales empleadas han sido
spin-coating y drop-casting. Se han determinado las propiedades analiticas de los
biosensores en la deteccién de compuestos fendlicos y azlcares tanto en disoluciones
patron como en muestras de interés en la industria alimentaria. Posteriormente, se ha
examinado la influencia del tipo de nanoestructura en las propiedades electrocataliticas
de los biosensores. En segunda instancia, se han desarrollado dos bioLEs, basadas en
dichos nanomateriales y en diferentes enzimas de interés en la industria lactea, para asi
obtener dos redes de biosensores cuyo funcionamiento se ha podido comparar para
evaluar los beneficios del empleo de AgNWs frente al de AgNPs. Se ha comprobado que
la seleccion del material es esencial en la respuesta electroquimica y se han obtenido
biosensores de tercera generacion basados en mecanismos de transferencia electronica
directa (DET).

La seleccion de nuevos materiales capaces de mejorar la intensidad de las sefiales,
la especificidad y la sensibilidad de los sensores electroquimicos es un gran desafio
cientifico al que intentamos dar respuesta. En algin trabajo se ha explorado el uso de
NWs metalicos en la obtencidn de sensores y los resultados parecen apuntar que la alta
relaciébn de aspecto que presentan, podria ser una ventaja para la mejora de las
prestaciones de los biosensores. Sin embargo, no existen trabajos previos en los que se

hayan utilizado nanohilos de plata en la fabricacion de biosensores dedicados al analisis
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de azUcares o fenoles en muestras alimentarias, con lo que la investigacion llevada a cabo

es ciertamente novedosa.

El articulo 4 describe el desarrollo de un biosensor basado en la preparacion de una
pelicula de AgNWs o AgNPs mediante spin-coating sobre la que se ha inmovilizado la
enzima tirosinasa para la deteccion electroquimica de catecol. Una vez elaborados los
biosensores, y caracterizada la estructura de las peliculas mediante diferentes técnicas se
ha comprobado la correcta inmovilizacion enzimatica sobre la superficie de los electrodos
mediante AFM. La respuesta electroquimica de los biosensores construidos con AgNWs
ha proporcionado un valor de LOD de 2.7-10° con una sensibilidad en torno a 200
HA-mM?, mientras que para los desarrollados con AgNPs el valor superior de LOD,
3.2:10° M, confirma la mayor eficiencia de los AgNWs frente a las AgNPs como
mediadores electrénicos. Ademas, se ha realizado un estudio de AFM acoplado con
electroquimica que revela las capacidades de los AgNWs en la prevencion de
ensuciamiento de la superficie del electrodo tras la aplicacion de sucesivos ciclos de
voltaje, evitando adsorciones inespecificas sobre el biosensor. Posteriormente, se ha
evaluado la buena selectividad de los biosensores propuestos ante la presencia de
diferentes interferentes fendlicos, asi como su reproducibilidad y repetitividad,
obteniéndose una desviacion estandar inferior al 1.65% para los biosensores basados en
AgNWs. Finalmente, a la vista de los resultados, los biosensores desarrollados se han
utilizado para el analisis de catecol en muestras de vino. Gracias a los buenos resultados
obtenidos con el biosensor desarrollado, se ha valorado la posibilidad de implementarlos

en una bioLE para el andlisis de matrices complejas como el vino o la leche.

El articulo 5, contintia con la filosofia del trabajo anterior, si bien en una vertiente
mas practica, se ha trabajado en el desarrollo de dos bioLEs basadas en AQNWs y AgNPs
como materiales sensibles con el fin de seleccionar aquella que proporcione la mayor
mejora en cuanto a la discriminacion y clasificacion de muestras de leche con diferentes
caracteristicas nutricionales. Para ello, se han estudiado los efectos de la relacion
superficie/volumen de los nanomateriales en la actividad de tres enzimas que catalizan
las reacciones relacionadas con compuestos presentes en la leche como son: la galactosa,
la glucosa y la lactosa. La investigacion ha puesto de manifiesto que la actividad éptima
de las enzimas esta relacionada con la afinidad por la nanoestructura que compone el

sensor, y, por ende, la seleccion del nanomaterial utilizado es decisiva en la capacidad de

62



Electrochemical sensors and biosensors: new horizons and challenges in their integration in
multisensor systems for industry applications e yoi
Capitulo 3: Resultados Universidad de Valladolid

discriminacion entre diferentes tipos de leche. También en este caso, se ha analizado la
estructura de la superficie de los sensores mediante AFM, asi como la conductividad de
las peliculas mediante EIS. En cuanto a las respuestas electroquimicas de los biosensores,
se ha comprobado que la presencia de AgNWs ha mejorado la actividad catalitica de las
enzimas, aumentado el nimero de sitios activos y, en consecuencia, mejorando los

mecanismos de transferencia electronica directa (DET).

Para la mayoria de los biosensores desarrollados, los valores de LOD obtenidos se
encuentran en el rango nanoMolar, siendo més bajos para la red de sensores modificada
con AgNWs. Finalmente, la capacidad de discriminacion y clasificacion de las dos redes
de biosensores se ha analizado utilizando muestras de leche con diferente contenido graso
y con distinto contenido nutricional. Mediante un anélisis estadistico detallado utilizando
andlisis de componentes principales (PCA), se ha comprobado que, gracias a la
especificidad conferida por las enzimas ambas redes tienen una buena capacidad para
discriminar entre muestras de leche. Asi mismo, se ha aplicado el analisis discriminante
lineal (LDA) para desarrollar un modelo de clasificacion predictivo para clasificar las
muestras de leche. Finalmente, se han establecido modelos de correlacion entre las
respuestas electroquimicas de las redes de biosensores y los parametros fisico-quimicos
de la leche analizada mediante regresiones de maquinas de vectores de soporte (SVMR).
Sin embargo, a pesar de que ambos dispositivos funcionan correctamente, se ha concluido
que la utilizacion de AgNWSs como material sensible es la mejor opcion, puesto que la
bioLE fabricada con AgNWs, presenta una mayor capacidad de discriminacién y mejores
correlaciones con parametros fisico-quimicos medidos por métodos tradicionales en las

leches que la fabricada con nanoparticulas.

De conformidad con los resultados obtenidos, tanto los biosensores electroquimicos
individuales, como las bioLEs desarrolladas, satisfacen las estrictas necesidades de la
industria alimentaria, no solo para fines de clasificacién, sino también para obtener
informacidn cuantitativa del contenido de compuestos de interés en alimentos o bebidas
mediante una Unica medida, siendo por tanto un método mucho mas sencillo y rapido que

los métodos tradicionales.
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3.2.1 Articulo 4

Silver nanowires as electron transfer mediators in electrochemical
catechol biosensors

C.Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-
Mendez

Sensors, 21, (2021), 899

DOI: 10.3390/s21030899
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3.2.2 Articulo 5

Improving the performance of a bioelectronic tongue using silver
nanowires. Application to milk analysis

C.Salvo-Comino, P. Martin-Bartolome, J.L. Pura, C Gonzalez-Perez, F. Martin-
Pedrosa, C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-Mendez

Sensors and Actuators B-Chem, 364 (2022) 121877

DOI: 10.1016/j.snb.2022.131877
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3.3. Sensores electroquimicos basados en MIP

En este capitulo se presentan dos trabajos que han dado lugar a sendos articulos
publicados en revistas internacionales producto de la investigacion pre-doctoral. El
fundamento que rige a ambos articulos, es el desarrollo de nuevos sensores voltamétricos
basados en la técnica de polimeros de impresion molecular (MIPs) para la deteccion de

fenoles en muestras de vino.

La motivacion que ha conducido a esta investigacion viene dada por la necesidad
de la industria agroalimentaria de determinar el contenido de antioxidantes en alimentos
y bebidas. Pese a que existen multiples técnicas especificas para determinar el contenido
de antioxidantes, tal y como se ha indicado, la utilizacion de sensores y sistemas
inteligentes ha generado un gran interés debido a sus excelentes propiedades en la
deteccion de compuestos fendlicos o polifendlicos. Concretamente, la utilizacion de
métodos electroquimicos parece ser una propuesta acertada dadas las propiedades redox

que presentan estos compuestos.

Una de las técnicas de preparacion de sensores capaz de aportar selectividad, sin
necesidad de introducir material biolégico (lo que hace mucho mas simple el dispositivo),
se basa en el desarrollo de polimeros de impresion molecular. EI proceso de sintesis de
los sensores basados en MIPs se realiza mediante la polimerizacion de un agente
reticulante, cuya eleccion sera clave en el disefio del sensor, en presencia de la molécula
que se desea detectar, para obtener una plantilla del analito, que tras su eliminacién
permitird su posterior reconocimiento. En estos trabajos se ha elegido como polimero
base para la construccion del sensor el quitosano, ya que se trata de un biopolimero
excelente para el disefio de sensores MIPs debido a su gran capacidad para formar, de
modo sencillo, peliculas mediante electrodeposicion y, ademas, es capaz de albergar la
molécula plantilla sin deformar la cavidad disefiada. Aunque el interés del quitosano es
indudable, han sido muy pocos los autores que han empleado dicho material en el
desarrollo de sensores electroquimicos basados en MIP para la deteccion de fenoles,

siendo por tanto esta una de las novedades de estos trabajos.

A pesar de las ventajas que la tecnologia MIP ofrece, como la selectividad, o la
estabilidad quimica y térmica, también presenta inconvenientes como son la posibilidad

de encontrar heterogeneidad en los sitios de union o el riesgo de eliminacion parcial de la
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molécula plantilla, desventajas que han sido un obstaculo en el desarrollo de sensores
especificos, sensibles y fiables. En esta Tesis Doctoral se describe el escenario actual en
el campo de la tecnologia de impresion molecular y se sugieren propuestas para
implementar dicha técnica en el desarrollo de sensores voltamétricos para analisis de
fenoles en disoluciones patron y en una muestra compleja de interés en la industria

agroalimentaria como es el vino.

La investigacion recogida en el Articulo 6 se centra en la optimizacion del método
de electrodeposicion de una pelicula polimérica de quitosano sobre electrodos de
diamante dopado con boro (BDD). Posteriormente, tal y como se describe en el Articulo
7 se ha explorado la posibilidad de incluir en la matriz de quitosano materiales con
propiedades electrocataliticas, con la intencion de mejorar los mecanismos de
transferencia electrénica entre el analito y el sustrato. Concretamente, el material
encapsulado en la matriz polimérica ha sido un composite de MWCNTSs decorado con
AUNPs.

En ambas investigaciones, las impresiones de las redes de quitosano se han
realizado mediante cronoamperometria tanto en presencia de la molécula plantilla (MIP),
como en su ausencia (NIP). Para optimizar el proceso se han tenido en cuenta varios
pardmetros, como son la concentracion de la molécula plantilla (catecol), la concentracion
del polimero base (quitosano), el tiempo de polimerizacion e incluso el agente eluyente
empleado en la eliminacion de la molécula plantilla de la matriz formada. Esta parte del
proceso ha sido esencial para garantizar el correcto funcionamiento de los sensores. Tras
la elucion de la molécula plantilla, una vez generadas las cavidades especificas para la
deteccion del catecol, se ha comprobado la eficiencia de los sensores MIPs que contienen
dichos huecos en comparacion con sensores NIPs que, al no contener las cavidades, son
inespecificos a la deteccion del analito de interés.

A continuacién, se han evaluado las respuestas electroquimicas de los sensores
mediante voltametria ciclica (CV), gracias a la capacidad del catecol para oxidarse y
reducirse mediante la aplicacion de un barrido de voltaje en disolucién patron. Con estos
ensayos electroquimicos se han perseguido dos propésitos, en primer lugar, determinar la
diferencia en la intensidad de la respuesta voltamperomeétrica entre un MIP y un NIP para
confirmar las ventajas de la técnica al generar cavidades especificas para la deteccion de
catecol. Los resultados han revelado que tanto las sefiales catddicas como las anddicas

son mas intensas en el caso de los MIPs, confirmando la mayor afinidad del analito hacia
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los sensores con cavidades en las que albergarse. En segundo lugar, realizar un estudio
cuantitativo sobre las respuestas de los sensores a concentraciones crecientes de catecol,
demostrandose un aumento en la intensidad de los picos redox para los sensores MIPs.

Cabe destacar que, como se demuestra en el Articulo 7, la presencia de
nanomateriales en la matriz de quitosano condiciona las respuestas electroquimicas,
concretamente el LOD, la sensibilidad y la reproducibilidad obtenida. Para los sensores
MIP de quitosano sin modificar los valores de LOD, sensibilidad y reproducibilidad
obtenidos son 6.9-107" M, 3972 pA-mM™t.cm2y 4.1% respectivamente, con un intervalo
lineal comprendido entre 0 y 80 uM, mientras que en los sensores de MIP de quitosano
electropolimerizado en presencia del nanocomposite (MWCNTSs-AuUNPS) se han obtenido
datos LOD, sensibilidad y reproducibilidad de 3.6-10° M y 339 pA-mM*.cm?y 4.5%
respectivamente, con un intervalo lineal entre 75 y 1000 uM. Los resultados revelan que,
a pesar de que seria esperable que la introduccién de un nanomaterial catalitico en la
matriz de quitosano mejorase las respuestas, no se consigue un aumento significativo de
la intensidad de la sefial. Esto podria ser explicado teniendo en cuenta que la presencia de
nanoestructuras rigidas en la red polimérica pudiera perturbar la formaciéon de las
cavidades de reconocimiento de catecol, originandose una pérdida de sensibilidad. Otra
ventaja importante de estos sistemas MIPs es que, todos los sensores disefiados han
demostrado ser reutilizables y tener buena repetitividad de modo que, al realizar un lavado
posterior a la medida, los sensores han podido volver a usarse sin perder apenas
sensibilidad. Otro aspecto destacable de los sensores desarrollados es su excelente
selectividad en la deteccién de catecol ante la presencia de diferentes compuestos
fenolicos que se han utilizado como interferentes. Finalmente, tras haber evaluado las
propiedades analiticas de los sensores en la deteccion de catecol en disolucién acuosa, los
sensores disefiados se han aplicado en la deteccion de catecol en muestras de vino, para
lo cual, tras haber diluido la muestra en una disolucién de tampon fosfato salino, ha sido
posible cuantificar, tanto con los sensores MIPs de quitosano como con los sensores MIPs
de quitosano modificado con nanomateriales, el valor de la concentracion de catecol
estimada en las muestras de vino analizadas, para lo cual en este caso la presencia de los
CNTs no ha afectado a la medida.

A la vista de los resultados obtenidos, resulta sugerente la idea planteada en el

desarrollo de sensores electroquimicos basados en MIPs simples, novedosos y
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biocompatibles para la deteccion cuantitativa de compuestos fenolicos en matrices
complejas alcanzando elevada sensibilidad, selectividad y reproducibilidad.
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3.3.1. Articulo 6

Voltammetric sensor based on electrodeposited molecularly imprinted
chitosan film on BDD electrodes for catechol detection in buffer and in
wine samples

C. Salvo-Comino, I. Rassas, S. Minot, F. Bessueille, M.L. Rodriguez-Mendez, A.
Errachid, N. Jaffrezic-Renault

Materials Science and engineering C, 110 (2020) 110667
DOI: 10.1016/j.msec.2020.110667

Factor Impacto: 7.328, Q1, Materials, Science, Biomaterials
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3.3.2. Articulo 7

Voltammetric sensor based on molecularly imprinted chitosan-carbon
nanotubes decorated with gold nanoparticles nanocomposite deposited on
Boron Doped Diamond electrodes for catechol detection

C. Salvo-Comino, I. Rassas, S. Minot, F. Bessueille, M. Arab, V. Chevallier, M.L.
Rodriguez-Mendez, A. Errachid, N. Jaffrezic-Renault

Materials, 13, 688, (2020) 1-11
DOI: 10.3390/mal13030688

Factor Impacto:3.623, Q2, Material Science (Miscellaneous)
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Capitulo 4

Conclusiones y perspectivas futuras

Este capitulo recoge las conclusiones extraidas de los resultados experimentales
que, a su vez, confirman la consecucion de los objetivos propuestos para esta Tesis
Doctoral. Asi mismo, se contemplan las perspectivas futuras de las investigaciones
desarrolladas.

This chapter contains the conclusions drawn from the experimental results that, in
turn, confirm the achievement of the objectives proposed for this Doctoral Thesis.
Likewise, the future perspectives of the developed investigations are contemplated.
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4.1. Conclusiones/ Conclusions

Las conclusiones generales y especificas que comprenden el conjunto de resultados

obtenidos en las investigaciones desarrolladas son:

1. Se ha desarrollado y puesto a punto una novedosa estrategia en la obtencion de
biosensores para la deteccion de compuestos de interés en la industria de la
alimentacion gracias a la combinacion de materiales sensibles depositados mediante

la técnica de Layer by Layer.

1.1. Peliculas delgadas nanoestructuradas de materiales con funcionalidades
distintas han permitido desarrollar sensores electroquimicos para la deteccién de
catecol. Para ello se han combinado materiales como liquido i6nico (mejora la
conductividad), ftalocianina de cobre o nanoparticulas de oro (facilita la
transferencia electronica) y quitosano (mejora la inmovilizacion enzimatica). Se
ha demostrado la influencia del espesor de las peliculas, asi como el orden y

composicion de las monocapas en la respuesta electroquimica.

1.2. Las peliculas nanoestructuradas obtenidas mediante LbL favorecen la
inmovilizacién de dos enzimas oxidorreductasas, como son la lacasa y la
tirosinasa, ya que facilitan la transferencia electronica entre la superficie de los

electrodos y las enzimas.

1.3. La mayor porosidad y rugosidad de la superficie de los electrodos permiten
mejorar la absorcion de las enzimas y favorecen los procesos de difusion,
obteniéndose valores de limites de deteccion muy bajos, inferiores en el caso de los

biosensores de tirosinasa, y un aumento notable de los sitios activos.

1.4. Esta estrategia ha sido igualmente util en el disefio de biosensores
nanoestructurados para la deteccion de azicares como la galactosa. Para ello, tras
la inmovilizacion de la enzima galactosa oxidasa, se ha confirmado una mejora en

la respuesta electroguimica del biosensor modificado.
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1.5. Se ha disefiado una lengua electrénica a partir de sensores nanoestructurados
mediante LbL enziméticos y no enziméticos para el analisis de leche. Se ha
conseguido clasificar muestras de leche en funcién de su contenido en lactosa y de
su grado de envejecimiento mediante PCA. Los modelos de correlacion obtenidos
mediante PLS entre las sefiales voltamétricas y sus parametros fisico-quimicos,
permiten predecir con muy bajo margen de error el contenido en lactosa y otros

parametros de interés como el contenido graso, acidez, etc.

2. Se ha comprobado la influencia que tiene la relacion de aspecto de distintos
nanomateriales de plata utilizados como mediadores electronicos en la respuesta

electroquimica de biosensores en la deteccion de fenoles y azUcares.

2.1. Electrodos de 1TO modificados con nanohilos de plata presentan mayor afinidad
por enzimas como la tirosina en comparacién con los modificados con

nanoparticulas de plata en la deteccion de catecol.

2.2. La caracterizacion mediante AFM confirma una distribucion homogénea de la
enzima sobre los nanomateriales, lo cual maximiza la superficie de contacto. Se ha
comprobado mediante analisis simultaneo de AFM acoplado con el estudio
electroquimico que, los biosensores permanecen inalterados tras la aplicacion de
un namero elevado de ciclos voltamétricos sin que se observen signos de

ensuciamiento, ofreciendo excelentes valores de repetitividad y reproducibilidad.

2.3. La mayor relacién superficie/volumen y la mayor conductividad de los nanohilos
de plata en relacién con las nanoparticulas de plata promueven una mejora en la
transferencia electrénica y como consecuencia se obtienen limites de deteccion

inferiores.

2.4. Los biosensores de tirosinasa modificados con nanohilos de plata muestran una
alta sensitividad a la molécula de catecol frente a interferentes como catequina,
vainillina, quercetina y pirogalol, fenoles presentes en el vino. Asimismo, se ha
comprobado su capacidad para detectar catecol en matrices complejas como el

vino.
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2.5. Los nanomateriales de plata se han utilizado también de modo satisfactorio para
la modificacion de electrodos BDD. Se han desarrollado biosensores para la
deteccion de azucares y se ha demostrado que los biosensores modificados con
nanomateriales tienen mejor sensibilidad que los electrodos modificados
unicamente con enzimas tales como f-galactosidasa, glucosa oxidasa, y galactosa

oxidasa.

2.6. La modificacion de los sensores con nanoparticulas y nanohilos de plata ha
permitido obtener sensores de tercera generacion con mecanismo de trasferencia
directa de electrones (DET). Esta transferencia electronica es mas rapida en los
sensores modificados con nanohilos de plata, lo que sugiere una vez mas la
importancia de la relacién de aspecto. La modificacion de los biosensores con
nanohilos permite obtener limites de deteccion un orden de magnitud menor que

los obtenidos con nanoparticulas de plata.

2.7. Se han disefiado dos lenguas bioelectronicas especificas para el andlisis de leches
a partir de los biosensores modificados en un caso con nanoparticulas de plata y
en otro caso con nanohilos de plata. Se ha observado mediante PCA que la
capacidad de discriminacion de la lengua bioelectrénica construida a partir de
biosensores modificados con nanohilos es sensiblemente superior a la disefiada a

partir de nanoparticulas.

2.8. La lengua bioelectronica disefiada a partir de nanohilos de plata y enzimas es
capaz de discriminar entre nueve tipos de leches en funcion de su contenido graso
y su contenido nutricional. Ademas, mediante SVM se han obtenido excelentes
coeficientes de correlacién entre los resultados electroquimicos de la lengua
electrénica y los datos fisico-quimicos comunmente utilizados en el control de
calidad de la leche. Por tanto, la lengua bioelectronica permite, ademas de
discriminar y clasificar, predecir con muy bajo error multiples parametros fisico-

quimicos de interés de forma cuantitativa.
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3. Se ha disefiado y optimizado el desarrollo de sensores no enziméticos basados en la
técnica de polimeros de impresion molecular (MIP) para la cuantificacion de catecol

en muestras de vino.

3.1. La electrodeposicion de un biopolimero, el quitosano, sobre electrodos BDD ha
permitido la deteccion especifica y selectiva de catecol en ausencia de material
enzimatico. Del mismo modo, se ha comprobado que la encapsulacion de un
material electrocatalitico en la red polimérica, concretamente nanotubos de
carbono modificados con nanoparticulas de oro, obstaculiza las respuestas
electroquimicas, debido a que la rigidez estructural perturba la formacion de las
cavidades de reconocimiento de catecol, disminuyendo la sensibilidad del sensor.

3.2. Las capacidades analiticas de los sensores tipo MIP en presencia y ausencia de
nanomateriales revelan una aceptable sensibilidad y reproducibilidad, asi como
una buena selectividad en la deteccion de catecol en presencia de interferentes,

como el 4-tert-butilcatecol, 4-aminotiofenol, bisfenol-A, 2-nitrofenol o 4-nitrofenol.

3.3. Se ha demostrado una gran eficiencia durante los procesos de elucion de la
molécula plantilla, lo cual ha permitido la reutilizacion de los sensores sin pérdida
de sensibilidad y selectividad en la deteccion de catecol. Ademas, la aplicacion de
los sensores en la cuantificacion de catecol en muestras complejas como es el vino,
ha permitido en todos los casos, estimar la concentracion de catecol tras adiciones
internas sobre la muestra, lo cual manifiesta las excelentes capacidades analiticas

de los sensores.
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The general and specific conclusions that comprise the set of results obtained in the

investigations carried out are:

1.

A novel strategy has been developed and fine-tuned for obtaining biosensors for the

detection of compounds of interest in the food industry thanks to the combination of

sensitive materials deposited using the Layer by Layer technique.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

Nanostructured thin films of materials with different functionalities have allowed
the development of electrochemical sensors for catechol detection. For this,
materials such as ionic liquid (improves conductivity), copper phthalocyanine or
gold nanoparticles (facilitates electronic transfer) and chitosan (improves
enzymatic immobilization) have been combined. The influence of the thickness of
the films, as well as the order and composition of the monolayers on the

electrochemical response has been demonstrated.

The nanostructured films obtained by means of LbL improve the immobilization of
two oxidoreductase enzymes, such as laccase and tyrosinase, since they facilitate

the electronic transfer between the surface of the electrodes and the enzymes.

The greater porosity and roughness of the surface of the electrodes improve the
absorption of enzymes and favor diffusion processes, obtaining very low detection
limit values, lower in the case of the tyrosinase biosensors, and a notable increase

in active sites.

This strategy has been equally useful in the design of nanostructured biosensors for
the detection of sugars such as galactose. For this, after the immobilization of the
galactose oxidase enzyme, an improvement in the electrochemical response of the

modified biosensor has been confirmed.

An electronic tongue has been designed from enzymatic and non-enzymatic LbL
nanostructured sensors for milk analysis. It has been possible to classify milk
samples according to their lactose content and their degree of aging by means of
PCA. The correlation models obtained by means of PLS between the voltammetric

signals and their physical-chemical parameters allow the lactose content and other
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parameters of interest, such as fat content, acidity, etc., to be predicted with a very

low margin of error.

2. The influence of the aspect ratio of different silver nanomaterials, used as electronic
mediators in the electrochemical response of biosensors in the detection of phenols

and sugars, has been verified.

2.1. ITO electrodes modified with silver nanowires have a higher affinity for enzymes
such as tyrosine compared to those modified with silver nanoparticles in the

detection of catechol.

2.2. Characterization by AFM confirms a homogeneous distribution of the enzyme on
the nanomaterials, which maximizes the contact surface. It has been verified by
means of simultaneous analysis of AFM, coupled with the electrochemical study,
that the biosensors remain unchanged after the application of a high number of
voltammetric cycles without signs of fouling being observed, offering excellent

repeatability and reproducibility values.

2.3. The higher surface-to-volume ratio and higher conductivity of silver nanowires
relative to silver nanoparticles promote enhanced electron transfer, resulting in

lower detection limits.

2.4. Tyrosinase biosensors modified with silver nanowires show a high sensitivity to the
catechol molecule against interfering agents such as catechin, vanillin, quercetin
and pyrogallol, phenols present in wine. Likewise, its ability to detect catechol in

complex matrices such as wine has been verified.

2.5. Silver nanomaterials have also been used successfully to modify BDD electrodes.
Biosensors for the detection of sugars have been developed and biosensors modified
with nanomaterials have been shown to have a better sensitivity than electrodes
modified exclusively with enzymes such as f-galactosidase, glucose oxidase, and

galactose oxidase.
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. The modification of the sensors with silver nanoparticles and nanowires has made
it possible to obtain third-generation sensors with a direct electron transfer (DET)
mechanism. This electron transfer is faster in sensors modified with silver
nanowires, again suggesting the importance of the aspect ratio. The modification
of biosensors with nanowires allows detection limits an order of magnitude lower

than those obtained with silver nanoparticles to be obtained.

Two specific bioelectronic tongues have been designed for the analysis of milk from
biosensors, modified in one case with silver nanoparticles and in the other with
silver nanowires. It has been observed, by means of PCA, that the discrimination
capacity of the bioelectronic tongue built from biosensors modified with nanowires

is significantly higher than that designed from nanoparticles.

The bioelectronic tongue designed from silver nanowires and enzymes is capable
of discriminating between nine types of milk based on the fat and nutritional
content. In addition, excellent correlation coefficients have been obtained using
SVM between the electrochemical results of the electronic tongue and the physical-
chemical data commonly used in milk quality control. Therefore, the bioelectronic
tongue allows, in addition to discriminating and classifying, multiple
physicochemical parameters of interest to be quantitatively predicted with very low

error.

3. The development of non-enzymatic sensors based on the molecular imprinted

polymer (MIP) technique for the quantification of catechol in wine samples has been

designed and optimized.

3.1

. The electrodeposition of a biopolymer, chitosan, on BDD electrodes has allowed
the specific and selective detection of catechol in the absence of enzymatic material.
Likewise, the encapsulation of an electrocatalytic material in the polymeric
network, specifically carbon nanotubes modified with gold nanoparticles, hinders
the electrochemical responses, because the structural rigidity disturbs the

formation of catechol recognition cavities, decreasing the sensitivity of the sensor.
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3.2. The analytical capabilities of MIP-type sensors, with and without the presence of
nanomaterials reveal acceptable sensitivity and reproducibility, as well as good
selectivity in the detection of catechol in the presence of interferents, such as 4-tert-

butylcatechol, 4-aminothiophenol, bisphenol- A, 2-nitrophenol or 4-nitrophenol.

3.3. A high efficiency has been demonstrated during the elution processes of the
template molecule, which has allowed the reusability of the sensors without loss of
sensitivity or selectivity in the detection of catechol. In addition, the application of
the sensors in the quantification of catechol in complex samples such as wine has
allowed, in all cases, the concentration of catechol to be estimated after internal
additions to the sample, which shows the excellent analytical capabilities of the

Sensors.
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4.2. Perspectivas futuras/ future perspectives

En los ultimos afios, la nanociencia y la nanotecnologia han adquirido gran
importancia en el progreso de la ciencia actual. Por este motivo, se prevé que el alcance
de los avances nanotecnoldgicos sera tal, que permitira desarrollar tecnologias totalmente

novedosas para ser implementadas en todo tipo de industrias.

En lo que a la industria alimentaria respecta, las aplicaciones mas prometedoras
estan relacionadas con procesamiento y control de calidad de alimentos. Los mayores
esfuerzos estan enfocados al desarrollo de dispositivos automatizables capaces de realizar
un diagnostico in-situ, de las propiedades de un alimento. Para este fin, la implementacion
de la nanotecnologia en el desarrollo de sensores y biosensores resulta una valiosa
herramienta. De la misma manera la combinacion de la selectividad cruzada ofrecida por
los sistemas multisensores junto con un tratamiento estadistico adecuado de los datos,
hace de las lenguas electronicas, sistemas ideales para ser utilizados en muestras de
naturaleza quimica compleja. Las aplicaciones de las lenguas electronicas tienen un gran
alcance, ya que permiten el control de la calidad desde las materias primas de
procedencia, pasando por controlar los procesos de produccién y almacenamiento de los

alimentos, asi como los procesos de envejecimiento de los mismos.

Se ha puesto de manifiesto la elevada selectividad, sensibilidad y especificidad de
las lenguas bioelectronicas basadas en nanomateriales y enzimas, aqui disefiadas. La
capacidad de éstas en la clasificacion y discriminacidon de muestras de leche con distintas
composiciones y propiedades, demuestra el interés por desarrollar dispositivos capaces
de realizar medidas en tiempo real sin necesidad de realizar un pretratamiento de las
muestras. Por este motivo, a lo largo de esta Tesis Doctoral, se ha comenzado una
investigacion para la que se pronostica un futuro prometedor. Sensores modificados con
distintos materiales sensibles, se han utilizado para el disefio lenguas bioelectrénicas
capaces de clasificar y discriminar diferentes parametros en matrices complejas, por este
motivo, las perspectivas futuras que surgen tras el éxito de los resultados obtenidos, se
centran en el desarrollo de dispositivos portatiles, baratos y sencillos, capaces de evaluar
muestras complejas con elevada precision, complementando o incluso prescindiendo de

técnicas clasicas de andlisis, y su implementacidn en la industria de la alimentacion.
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In recent years, Nanoscience and Nanotechnology have gained great importance in
the progress of current science. For this reason, it is expected that the scope of
nanotechnological advances will allow the development of totally new technologies to be

implemented in all types of industries.

As far as the food industry is concerned, the most promising applications are related
to food processing and quality control. The greatest efforts are focused on the
development of automatable devices capable of performing an in-situ diagnosis of the
properties of a food. To this end, the implementation of Nanotechnology in the
development of sensors and biosensors is a valuable tool. In the same way, the
combination of the cross selectivity offered by multisensor systems together with an
adequate statistical treatment of the data, makes electronic tongues ideal systems to be
used in samples of a complex chemical nature. The applications of electronic tongues
have a wide scope, since they allow quality control from the raw materials of origin,
through the control of food production and storage processes, as well as their aging

processes.

The high selectivity, sensitivity and specificity of bioelectronic tongues based on
nanomaterials and enzymes, designed here, have been shown. Their ability to classify and
discriminate milk samples with different compositions and properties demonstrates the
interest in developing devices capable of real-time measurements without the need for
pre-treating the samples. For this reason, the research that has commenced with this
Doctoral Thesis would seem to have a promising future. Sensors modified with different
sensitive materials have been used for the design of bioelectronic tongues capable of
classifying and discriminating different parameters in complex matrices. Thus, the future
perspectives that arise after the success of the results obtained focus on the development
of portable, cheap and simple devices capable of evaluating complex samples with high
precision, complementing or even dispensing with classical analysis techniques, and their

implementation in the food industry.
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Informes previos a la defensa de Tesis:

Escuela de Doctorado Universidad de Valladolid

Universidad deValladolid Form 2T

ASSESSMENT REPORT OF A PhD THESIS PRIOR TO ITS DEFENSE
(As required by Section 2.1c. of the Regulation concerning doctoral thesis defense at UVaj}

Full name: Priscila Alessio
Department: Faculty of Science and Technology - Department of Physics

University or Research Institution: Sdo Paulo State University

Regarding the thesis entitled: Electrochemical sensors and biosensors: new horizons and
challenges in their integration in multisensor systems for food industry applications/

Sensores y biosensores electroquimicos: nuevos horizontes y desafios en su integracion en
sistemas multisensores para su aplicacién en la industria alimentaria

Written by Mrs.: Coral Salvo Comino

Please, report your arguments and critical opinion on the following issues concerning the PhD thesis,
writing as much as necessary:

1.

Is the topic relevant? Are the research objectives well defined?

The subject of the Doctoral Thesis is current and relevant. It is within the framework of developing
sensors, biosensors, and multi-sensor systems that provide new analytical tools for food quality
control,

The objectives of the dissertation are at the interphase of chemistry, nanoscience, and food anaiysis
and are clearly defined.

The main objective of this thesis involves the development of novel electrochemical sensors and
biosensors based on combinations of materials and nanomaterials showing synergistic effects to
improve the performance in terms of sensitivity and selectivity. The sensors and biosensors created
were used to fabricate electronic tongues that we're able to analyze, discriminate and classify
different kinds of milk according to their nutritional and compositional properties.

Is the selected methodology sound and suitable for the topic and the objectives pursued in the thesis?
The research work involved the application of electronic and bioelectronic tongues in the analysis of
milk. For that purpose, the methodology used was adequate: Firstly, novel sensors based on various
nanomaterials (conducting polymers, phthalocyanines) and enzymes, etc., were developed and
characterized from the structural and electrochemical point of view. In each case, the sensing
performance of the sensors has been adequately evaluated (limit of detection, sensitivity, etc.)
Finally, the sensors and biosensors have been combined to develop bioelectronic tongues to analyze
different kinds of milk. using adequate protocols and chemical pattern recognition methods

Is the body of reviewed literature up to date and complete? Have all relevant sources been considered
and cited?

The literature reviewed in chapter 2 provides a clear understanding of the importance of nanoscience
and nanotechnology in the new era of knowledge in the 4.0 Industry. The manuscript reveals the
relevance of including electronic tongues in routine control analysis within the food industry. It
describes in detail the electrochemical sensing methods and the use of a wide range of sensitive
materials. biomaterials. and nanomaterials for the development of electrochemical sensors and
biosensors. as well as their preparation methods.

Likewise, the chapter includes an extensive bibliographic review that frames the current scientific
state of the currently developed sensors in the food industry (specifically in the wine and dairy
industries) and a fing*

Finally, an extensive bibliographic review is collected, which encompasses the develooment ¢
muitisensor svstems in the Tooa o
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4. Does the thesis make original contributions that expand the current knowledge on the subject? Are
these contributions relevant?
The presented Doctoral Thesis shows an innovative and relevant contribution to the field of
electrochemical sensors and biosensors field. Moreover, the work's relevance is undoubtful because,
as the result of this work, seven scientific articles have been published in indexed international
journals.

5. Is the thesis structure adequate to explain the research carried out and the results achieved? is
language used properly? Are formal elements, like figures or tables, well laid out and helpful to
understand the research and results?

The Doctoral Thesis has a clear and appropriate structure. In my opinion, one of the strengths of the
manuscript is that the experimental results are divided into three parts that combine papers with a
common subject. This structure provides the reader with a comprehensive understanding of the
motivation of the research involved in the work presented in each section. Obviously, the fact that
the seven papers are already published facilitates reading each individual work.

6. Only if this is a compilation thesis (written in the format of a collection of articles): Is there a clear and
coherent connection among the topics and methodology of the different articles that comprise the
thesis? Do the introduction and conclusions of the thesis provide a unifying picture of the whole
research?

Yes, chapter 3 of this Doctoral Thesis is divided into 3 sections where the scientific articles are
grouped depending on the type of electrochemical sensor or biosensor developed through different
techniques. This division, carefully chosen, facilitates the reader’s comprehension of the Ph.D.
Thesis.

The introduction objectives and conclusion of the Thesis are coherent, showing that the structure is
in concordance with the research work presented.

7. Please mention three strengths and three weaknesses of this thesis
This Doctoral Thesis is a compilation of 7 articles published in international and indexed journals.
Different experts have previously revised these articles. The candidate Coral Salvo Comino is the first
author of these 7 articles and is a co-author in 5 more. Therefore, | do not see weaknesses that
deserve to be mentioned here.

8. If you think the thesis should NOT be defended in its current form, please mention the changes that
you consider MUST be done before it can proceed to defense.

From my point of view, the Ph.D. Thesis can be defended in its present form.

9. Please mention other changes that MAY be done in order to improve the thesis quality but that you
do not consider strictly necessary to authorize its defense.

Nothing to declare
10. Any other comments:
| would like to congratulate the candidate and the supervisors for the quality of this PhD thesis

11. Please provide your recommendation to the Academic Board of the PhD Program:

X This thesis should be ADMITTED for defense, either in its current form or
after taking into account the suggestions made in point 9 of this report.
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[0 Thisthesis should be MODIFIED before its admission for defense in order
to make the changes requested in point 8 of this report.

T This thesis should be REJECTED for defense. due to the arguments given
in this report.

Place and date: Presidente Prudente, SP Brazil, April 08, 2022

Signature:. o &1“:’
Jusela

Notes: The length of this report is not restricted. Please remember to sign it (digital signatures are
accepted).
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ASSESSMENT REPORT OF A PhD THESIS PRIOR TO ITS DEFENSE

(As required by Section 2.1c. of the Regulation concerning doctoral thesis defense at UVa)

Full name: Constantin Apetrei
Department: Department of Chemistry, Physics, and Environment

University or Research Institution: Universitatea Dunarea de Jos din Galati, UGAL

Regarding the thesis entitled: Electrochemical sensors and biosensors: new horizons and
challenges in their integration in multisensor systems for food industry applications/

Sensores y biosensores electroquimicos: nuevos horizontes y desafios en su integracion en
sistemas multisensores para su aplicacion en la industria alimentaria

Written by Mrs.: Coral Salvo Comino

Please, report your arguments and critical opinion on the following issues concerning the PhD thesis,
writing as much as necessary:

1. Is the topic relevant? Are the research objectives well defined?

Yes, the topic is relevant and the objectives are well defined. It is focused on the development of
analytical methods based on sensors and biosensors modified with sensitive materials to improve the
food quality control. The main objective of this PhD thesis was to develop new electrochemical sensors
and biosensors with electrocatalytic materials and nanomaterials to improve their performance in terms
of sensitivity, selectivity and reproducibility. These sensors/biosensors were implemented in electronic
and bioelectronic tongues for the analysis of sugars present in milk.

2. Is the selected methodology sound and suitable for the topic and the objectives pursued in the
thesis?

Yes, the methodology is suitable. Different phthalocyanines, metal nanoparticles, carbon-based materials
and polymers as well as enzymes were applied in this PhD thesis to improve the sensitivity and
selectivity (specificity) of the sensors regarding the detection of phenols.

The developed sensors are based either on non-nanostructured or nanostructured materials, in which the
nanotechnology played an important role in its preparation by using different surface modification
techniques such as layer by layer, spin coating or molecular imprinter polymers. In addition, some of the
electrocatalytic materials were applied in a combined way to study the possible synergistic effect
between them in order to improve the sensor TESponses.

The combination between modified sensors/biosensors with statistical analyses (multivariate data) were
carried out to discriminate samples (wine and milk) and to establish correlations between the data
obtained with the electrochemical sensors and the chemical parameters obtained by traditional chemical
analysis.

3. Is the body of reviewed literature up to date and complete? Have all relevant sources been
considered and cited?

Yes, the review is appropriate and relevant sources were considered/quoted. Besides, the chapter II of
this PhD thesis is totally dedicated to literature review. Relevant sources about nanoscience and
nanotechnology used on the development of new sensors, as well as their application into bioelectronic
tongues for food analyses have been included in chapter II. Finally, that chapter I quoted almost 300
references.
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4. Does the thesis make original contributions that expand the current knowledge on the subject? Are
these contributions relevant?

Yes, this PhD thesis brings original and relevant contributions to the field of sensors, biosensors and
bio/electronic tongues. For instance, this PhD thesis is composed of 7 articles that have been accepted for
their publication in international and important journals.

5. |s the thesis structure adequate to explain the research carried out and the results achieved? Is
language used properly? Are formal elements, like figures or tables, well laid out and helpful to
understand the research and results?

Yes, the structure as well as the language and formal elements are adequate and relevant. Considering
that the PhD thesis is a compilation of articles, the evaluation process of these articles by several referees
helped with aspects such as explanation, language and formal clements. Figures and tables are well
presented for a better understanding of the work carried out in this PhD.

6. Only if this is a compilation thesis (written in the format of a collection of articles): Is there a clear
and coherent connection among the topics and methodology of the different articles that comprise
the thesis? Do the introduction and conclusions of the thesis provide a unifying picture of the whole
research?

Yes, this PhD thesis presents a summary of the main aspects related to each article, which facilitates the
reader’s comprehension. The introduction and conclusions are well written and provide a global idea of
the whole research.

7. Please mention three strengths and three weaknesses of this thesis

Strengths: The modified bio/electronic tongues architectures designed in this PhD and its analytical
effectiveness showed potential applications in food analysis with advantages inherent in the
methodology. The electrodes built and tested in this work have great analytical potential for its
application in other matrices, which should be considered as a major scientific contribution. Novel
approaches to the development of nanobiosensors have been established

Weaknesses: The Thesis has not flaws. Just to mention something, I would mention that in this work
completely different e-tongues have been developed for milk and wine. It would be interesting to
develop some common strategies that enable in situ applications across the wine/milk production,
including the development of a control platform to simplify data treatment. However, this weakness does
not invalidate the research line followed in the thesis of developing, and applying specific sensing
platforms for different applications. In fact, this weakness can be considered as the objective of future
work. Another comment can be that along the introduction and the specific introduction to each paper,
some aspects are repeated. Again this is at the same time a weakness and an advantage because this
repetitions help to follow the manuscript easily

8. If you think the thesis should NOT be defended in its current form, please mention the changes that
you consider MUST be done before it can proceed to defense.

In my opinion, the PhD Thesis can be defended in its current form.

9. Please mention other changes that MAY be done in order to improve the thesis quality, but that you
do not consider strictly necessary to authorize its defense.

Nothing to declare
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10. Any otner commensz:

The rescarch works presented in this PhD imply a very important scientific contribution to the field of
sensors. biosensors and electronic tongues.

11. Please provide your recommendation to the Academic Board of the PhD Program:

X This thesis should be ADMITTED for defense, either in its current form
or after taking into account the suggestions made in point 9 of this
report.

00 This thesis should be MODIFIED before its admission for defense in
order to make the changes requested in point 8 of this report.

O This thesis should be REJECTED for defense, due to the arguments
given in this report.

Place and date: Galati, April 7, 2022

~

/ o
|t o
Signature: ..... il ,——6 L‘Q\C—'

Y|/

Notes: The length of this report is not restricted. Please remember to sign it (digital signatures are
accepted).
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