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RESUMEN]| 1

Resumen

La presente tesis doctoral aborda el desarrollo de lenguas electrénicas y bioelectronicas
basadas en sensores y biosensores electroquimicos avanzados, con el objetivo para su
aplicaciéon ende mejorar el control de calidad de productos de la industria lactea. Estos
dispositivos permiten mejorar la deteccion de compuestos clave en productos lacteos
liquidos, superando las limitaciones de los métodos convencionales mediante el uso de
tecnologias innovadoras, como nanomateriales y biorreceptores enzimaticos. LLos sensores
fueron diseflados para optimizar parametros analiticos criticos, como la sensibilidad,
selectividad y reproducibilidad, integrandose en redes de sensores que conforman lenguas
electronicas y bioelectronicas sin olvidar otros parametros clave como portabilidad y
capacidad de actuar en las lineas de produccién. La investigacion se enfoca en la creacion de
sistemas capaces de analizar muestras de leche, identificar adulteraciones y evaluar la calidad
de los productos mediante modelos matematicos que correlacionan con técnicas
tradicionales. La preparacién, caracterizacion y evaluacién de estos sensores, asi como su
implementacién en sistemas de control de calidad, se detallan en los articulos cientificos que

conforman esta tesis.

Los estudios realizados abarcan diversas lineas de trabajo, incluyendo el disefio y
desarrollo de sensores electroquimicos avanzados basados en técnicas voltamétricas,
potenciométricas e impedimétricas, asi como la integraciéon de nanomateriales para mejorar
sus propiedades electrocataliticas. También se han desarrollado biosensores enzimaticos
capaces de detectar multiples compuestos presentes en la leche, como azucares y acidos
organicos, optimizando su respuesta a través de la modificaciéon quimica de los electrodos.
Estos trabajos también incluyen el desarrollo de una metodologia para el analisis de muestras
de leche liquida, con énfasis en la deteccién de adulteraciones y la evaluacion de la calidad e
integridad de las muestras. Asimismo, se utilizaron métodos estadisticos multivariantes
avanzados para procesar los datos obtenidos a partir de las lenguas electronicas y se

desarrollaron modelos de clasificacion y prediccion.

Esta tesis esta estructurada en seis capitulos. El primer capitulo expone la problematica
actual en la industria lictea, junto con la motivacion y los objetivos de la investigacion. El
segundo revisa el estado del arte, destacando las tecnologfas mas avanzadas en lenguas
electronicas, sensores electroquimicos y biosensores, y su aplicacion en la industria
alimentaria. El tercer capitulo presenta los resultados de la investigacion a través de cinco
articulos cientificos, donde se describen los avances en la deteccidon de adulteraciones, la
clasificaciéon de muestras lacteas y la optimizacion de sensores. El cuarto capitulo ofrece las
conclusiones generales y perspectivas futuras del trabajo, subrayando las contribuciones de
la tesis al avance tecnoldgico en la industria lactea. Finalmente, el quinto y sexto capitulos
estan dedicados a la bibliografia y anexos, que incluyen las publicaciones, congresos y

estancias realizadas durante el desarrollo de la tesis.




II

Los resultados de esta tesis doctoral han permitido el desarrollo de nuevas tecnologias
basadas en lenguas electronicas y bioelectrénicas para el control de calidad en la industria
lactea. Estos sistemas ofrecen una alternativa eficaz a los métodos convencionales,
proporcionando analisis rapidos y precisos de productos lacteos, con aplicaciones directas
en la mejora de la competitividad y sostenibilidad del sector. La implementacién de estas
tecnologias en plataformas de produccion inteligentes promete revolucionar el control de
calidad, asegurando la autenticidad de los productos en tiempo real y contribuyendo a la

transformacion digital de la industria en el marco de la Industria 4.0.
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Summary

This doctoral thesis focuses on the development of bioelectronic and electronic tongues
based on advanced electrochemical sensors and biosensors, with the goal of improving
quality control systems for dairy industry applications. These devices enable the detection of
key compounds in liquid dairy products, overcoming the limitations of conventional
methods by employing innovative technologies such as nanomaterials and enzymatic
bioreceptors. The sensors were designed to optimize critical analytical parameters such as
sensitivity, selectivity, and reproducibility, and were integrated into sensor networks to form
electronic and bioelectronic tongues. The research centers on creating systems capable of
analyzing milk samples, identifying adulterations, and assessing product quality through
mathematical models that correlate with traditional techniques. The preparation,
characterization, and evaluation of these sensors, as well as their implementation in quality

control systems, are detailed in the scientific articles that form the core of this thesis.

The studies conducted encompass various areas of research, including the design and
development of advanced electrochemical sensors based on techniques such as
potentiometry, voltammetry and impedance spectroscopy, as well as the integration of
nanomaterials to enhance their electrocatalytic properties. Enzymatic biosensors capable of
detecting multiple compounds present in milk, such as sugars and organic acids, were also
implemented, with their response being optimized through chemical modification of the
electrodes. Additionally, this work includes the development of a methodology for analyzing
liquid milk samples, focusing on the detection of adulterations and the evaluation of the
quality and integrity of the samples. Furthermore, advanced multivariate statistical methods
were employed to process data obtained from the electronic tongues and to develop

classification and prediction models.

This doctoral thesis is structured in six different chapters. Chapter 1 outlines the current
challenges in the dairy industry, along with the motivation and objectives of the research.
The second chapter reviews the state of the art, highlighting the most advanced technologies
in electronic tongues, electrochemical sensors, and biosensors, as well as their application in
the food industry. Third chapter presents the research findings through five scientific articles,
which describe advancements in the detection of adulterations, the classification of dairy
samples, and the optimization of sensors. The fourth chapter offers the general conclusions
and future perspectives of the work, emphasizing the contributions to the thesis to
technological advancements in the dairy industry. Finally, the fifth and sixth chapters are
dedicated to the bibliography and appendices, which include the publications, conferences,

and research stays completed during the development of this thesis.

The results of this doctoral thesis have allowed the development of new technologies
based on electronic and bioelectronic tongues for quality control in the dairy industry. These
systems provide an effective alternative to conventional methods, allowing for fast and
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accurate analysis of dairy products, with direct applications in improving the sector
competitiveness and sustainability. The implementation of these technologies in smart
production platforms promises to revolutionize quality control, ensuring the authenticity of
products in real-time and contributing to the digital transformation of the industry within

the framework of Industry 4.0.
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Contexto de la tesis

La presente Tesis Doctoral titulada “Nuevas Tecnologias en Lenguas Electronicas Para
Evaluar la Calidad de Productos Lacteos” se presenta mediante un compendio de
publicaciones que ponen de manifiesto los resultados de la investigacion realizada a lo largo
de cinco articulos cientificos publicados en revistas internacionales indexadas en JCR.
Ademas, esta Tesis Doctoral cumple con los requisitos necesarios para ser acreditada con la
Mencion Internacional, ya que, durante el desarrollo de la misma, parte del trabajo fue
realizado en la Universidad de Hallam de Sheffield (Reino Unido) bajo la supervision del
Prof. Aleksey Nabok y la Universidad Politécnica de Braganza (Portugal) con el Prof. Luis
Dias.

La parte central de esta Tesis Doctoral se ha realizado en el grupo de investigacion
UVaSens de la Universidad de Valladolid supervisada por la Prof. Ana Cristina Garcia
Cabezon y la Prof. Marfa Luz Rodriguez Méndez. El grupo de investigacion UVaSens es uno
de los pioneros en el desarrollo de sensores electroquimicos modificados con materiales
avanzados y se especializa en el desarrollo e implementacién de estos sensores para su
aplicacién en lenguas electrénicas. Su investigacion no sélo incluye investigacién basica
dentro del area de los sensores voltamétricos, impedimétricos y potenciométricos, sino que
también cuenta con una gran experiencia en el trabajo con industrias locales buscando
soluciones a problemas reales de la industria mediante la implementaciéon de estos

dispositivos.







Capitulo 1

Problematica, Motivacion y Objetivos

En este capitulo se introduce la motivacion de la presente tesis doctoral, centrada en el desarrollo de
tecnologias avanzadas, como lenguas electrinicas y bioelectronicas, para mejorar el control de calidad en la
industria lactea. Estas herramientas buscan superar las limitaciones de los métodos tradicionales gracias a su
elevada capacidad analitica dentro del marco industrial actual. Ademds, se describen los objetivos de la

investigacion y se presenta la estructura de la tesis, disenada para guiar al lector a lo largo del trabajo.

This chapter introduces the motivation bebind the present doctoral thesis, focused on the development of
adyanced technologies, such as electronic and bioelectronic tongues, to improve quality control in the dairy
industry. These tools aim to overcome the limitations of traditional methods due to their enhanced analytical
capacity within the current industrial framework. In addition, the research objectives are ontlined, and the

structure of the thesis, designed to guide the reader throughont the work, is presented.



1.1 Problematica y Motivacion

La motivacion de la presente tesis doctoral sobre el desarrollo de lenguas electronicas
para el analisis de muestras de leche y el control de calidad de las mismas se fundamenta en
la importancia critica del sector lacteo, tanto a nivel global como a nivel nacional y muy en
Espafia, especialmente en regiones como Castilla y Ledn, asi como en la necesidad de adaptar
las técnicas de control de calidad a las exigencias actuales de la industria y los consumidores
dentro del marco de la Industria 4.0 basada en la digitalizacion y la interconexion de los
procesos de fabricacion mediante el uso de tecnologias avanzadas como la automatizacion,

la inteligencia artificial y el Big Data.

El sector lacteo tiene un peso significativo en la economia global. Segin la FAO,
aproximadamente de 7.000 millones de personas a nivel mundial consumen diariamente
productos lacteos, siendo la leche de vaca el producto mas consumido en los paises
desarrollados [1] [2]. En Espafia, la industria lactea representa uno de los pilares de la
economia agroalimentaria, con una facturacién anual media de alrededor de trece mil
millones de euros y mas de 60.000 empleos directos, que abarcan desde la comercializacion
de leche y derivados lacteos, hasta su producciéon [3]. En Castilla y Ledn, una de las
principales regiones productoras del pais, esta industria es ain mas relevante debido a su
contribucién al desarrollo rural y al mantenimiento del tejido socioeconémico de las zonas

rurales.

En este contexto, la creciente demanda por parte de los consumidores de productos
que no solo sean seguros y de alta calidad, sino que también ofrezcan beneficios nutricionales
adicionales, ha generado la necesidad de sistemas de control de calidad mas robustos y
precisos. La legislacion en materia de calidad alimentaria se ha vuelto mas estricta, exigiendo
a la industria lactea garantizar la estabilidad y seguridad de sus productos a lo largo de toda
la cadena de produccién y distribucion [4]. Ademas, la produccion lactea se enfrenta a la
constante presion de optimizar costos sin comprometer la calidad. Por tanto, la digitalizacién
y el uso de nuevas tecnologfas de analisis son fundamentales para cubrir las necesidades del

sectofr.

Actualmente, los métodos convencionales de control de calidad en el sector licteo,
como la cromatografia y la espectroscopia, son costosos, requieren preparacion de las
muestras y no permiten realizar mediciones en tiempo real ni en linea [5]. Estos métodos no
satisfacen completamente las necesidades de los ganaderos, transportistas y operadores de
las plantas de procesamiento de leche, que requieren una respuesta rapida y precisa para
detectar cualquier alteracion en el producto [6]. Las lenguas electronicas, que son sistemas
basados en sensores capaces de detectar y analizar compuestos quimicos, a la vez que nos
dan una informacién global de la muestra ofrecen una solucién prometedora. Estas lenguas
electronicas permiten realizar analisis mas rapidos, con menor costo ¢ in situ, facilitando un

control de calidad mas eficiente en tiempo real [7].
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El desarrollo de lenguas electronicas se situa en un area cientifica de creciente interés,
como lo demuestran los datos de publicaciones recientes. Segun los informes de Web of
Science, el nimero de publicaciones cientificas relacionadas con lenguas electronicas y
sensores ha crecido exponencialmente en los ultimos afios, con mas de 2.000 articulos
publicados en revistas cientificas indexadas en las ultimas décadas (Figura 1.1) [8]. Este
aumento refleja el interés de la comunidad cientifica por avanzar en esta tecnologia y su
aplicacion en industrias clave como la alimentaria. Dentro de estas publicaciones, se destaca
el desarrollo de sensores y biosensores electroquimicos, una subarea que no solo busca
mejorar la sensibilidad y selectividad de los sistemas, sino también abordar el desafio de la
selectividad cruzada, que es critica para el analisis preciso de muestras de elevada complejidad

como es la leche.
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Figura 1.1. Numero de publicaciones bajo el término “electronic tongue” por aflo.

El desafio técnico principal en el desarrollo de lenguas electronicas es asegurar la
capacidad de los sensores para operar en condiciones de campo, sin necesidad de preparacion
previa de las muestras, y con alta especificidad y sensibilidad en la detecciéon de compuestos
criticos para la calidad de la leche. Los sensores de los que se dispone actualmente se
enfrentan a problemas como el ensuciamiento de los dispositivos o la elevada presencia de
agentes interferentes en el andlisis de muestras reales de alimentos, lo que exige pasos
adicionales de pretratamiento, afectando a la rapidez del analisis [9]. Ademas, los materiales
de deteccion tienen una vida util limitada, lo que implica que el sistema debe ser recalibrado

y exige un mantenimiento frecuente [10].

En este sentido, existe un interés crecientes en el desarrollo no solo de sistemas basados
en sensores electroquimicos tradicionales, sino también sensores y biosensores avanzados,

con propiedades mejoradas. Los biosensores, en particular, son capaces de ofrecer una




elevada selectividad mediante el uso de biomoléculas biolégicas como las enzimas,
anticuerpos o acidos nucleicos que actian como elementos de reconocimiento [11]. Estos
materiales avanzados, cuando se combinan con tecnologfas de nanomateriales y técnicas de
inmovilizacién innovadoras, permiten una mejora sustancial en la sensibilidad de los
dispositivos y su capacidad para diferenciar entre multiples analitos en una muestra
detectando con mayor precision los compuestos criticos para la calidad lactea [12]. No
obstante, estas tecnologias todavia no estan lo suficientemente estudiadas como para permitir
su implementacion real en las industrias, haciendo necesario profundizar en la investigacion

que permita su implantacién en sistemas de analisis de muestras reales.

Otro avance importante es la implementaciéon de metodologias de procesamiento de
datos complejas para interpretar los datos obtenidos de los sensores. Los avances en
metodologias de procesamiento de datos, como las redes neuronales y los algoritmos de
aprendizaje automatico, han transformado el campo de la quimiometria, permitiendo un
analisis mas preciso y eficiente de los datos obtenidos de sensores en tiempo real. Estas
técnicas han tenido un impacto significativo en multiples sectores, especialmente en la
industria alimentaria, donde han sido capaces de optimizar los sistemas de control de calidad
determinar con alta precision la composicion de las muestras poniendo de manifiesto
cambios en la mismas que podrifan comprometer la seguridad alimentaria. Gracias a métodos
de calculo mejorados y a nuevas técnicas de “machine learning”, los sistemas de analisis
predictivo ahora permiten a los fabricantes anticipar problemas de calidad y ajustar sus
procesos de producciéon de manera automatica e inteligente, en sintonfa con los principios
de la Industria 4.0. Esto ha facilitado una integracién mas profunda de los sistemas de
quimiometria en los procesos industriales, incrementando la eficiencia, reduciendo pérdidas
y asegurando la consistencia de los productos en un entorno de produccién automatizado y

adaptativo [13][14].

Por todos estos motivos, las lenguas electrénicas representan una herramienta crucial
para la transformacion digital del sector lacteo. Estas tecnologias, cuando se implementen de
manera eficaz, permitiran a la industria lactea controlar de forma precisa los parametros de
calidad de la leche durante el procesamiento y la distribucion, asegurando que el producto
final cumpla con los estandares de calidad exigidos por los consumidores y las normativas.
Ademas, al integrarse en plataformas interconectadas, las lenguas electronicas facilitaran la
toma de decisiones en tiempo real, lo que redundara en una mejora de la eficiencia operativa

y una reduccion de los costes.

En resumen, el desarrollo de lenguas electronicas adaptadas a las necesidades del sector
lacteo no solo responde a una demanda tecnoldgica y cientifica, sino que también aborda un
desafio econémico y social al mejorar los sistemas de control de calidad de un sector clave
en la economia espanola. La investigacion en esta area tiene el potencial de revolucionar los

métodos actuales de analisis, aportando soluciones que aseguren la calidad de los productos




PROBLEMATICA, MOTIVACION Y OBJETIVOS | 5

lacteos y, al mismo tiempo, contribuyan a la competitividad y sostenibilidad de la industria

dentro del marco de la Industria 4.0.

1.2 Objetivos

El objetivo general de la presente tesis doctoral es:

El desarrollo de lenguas electronicas y/o bioelectronicas capaces de determinar

cambios globales en la matriz de productos lacteos, estableciendo correlaciones con

técnicas analiticas tradicionales para su aplicacion en la industria lactea, con el fin

de optimizar el control de calidad y evaluar la integridad y autenticidad de muestras
de leche liquida.

Para ello se llevaron a cabo los siguientes objetivos especificos:

1.

1.1.

1.2

2.1.

3.1.

4.1.

Preparacion de sensores electroquimicos avanzados

Desarrollar  sensores electroquimicos utilizando  diferentes  técnicas
(voltamétricas, potenciométricas e impedimétricas) para mejorar la
sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad en la detecciéon de compuestos

clave en productos lacteos.

Evaluar el rendimiento de los sensores electroquimicos en funciéon de su

sensibilidad y selectividad.
Optimizaciéon mediante nanotecnologia

Emplear nanomateriales, como nanoparticulas metalicas, en su rol como
mediadores electronicos para maximizar el efecto electrocatalitico en los

sensores.
Desarrollo y aplicacion de biosensores enzimaticos

Implementar biosensores multienzimaticos que operen de manera simultanea
para la identificacién de moléculas de interés en la leche, como triglicéridos,
azucares (lactosa, glucosa, galactosa), acidos organicos (acido lactico) y bases

(urea).
Modificacién quimica de electrodos

Desarrollar nuevas estrategias de modificacion quimica adaptadas a cada tipo
de sensor para optimizar su respuesta en entornos complejos como la leche

liquida.




4.2,

5.1.

5.2.

6.1.

7.1.

7.2.

7.3.

8.1.

8.2.

8.3.

Evaluar la influencia de las modificaciones quimicas en la mejora de la

selectividad y sensibilidad de los sensores.
Estudio de la sensibilidad y selectividad

Analizar la respuesta electrocatalitica del sensor frente a compuestos clave
como azucares, acidos organicos y sales bajo condiciones de pH y

temperatura especificas de la leche liquida.

Determinar los limites de deteccién, la sensibilidad, la estabilidad y la

reproducibilidad de los sensores.
Metodologia para el analisis de leche liquida

Desarrollar de una metodologia integral que permita analizar muestras de
leche liquida, con la capacidad de discriminar entre muestras con diferentes

caracteristicas nutricionales, composicion y origen.
Validacion de las lenguas electrénicas en muestras de interés

Aplicar el sistema para evaluar la influencia de los procesos de preservacion
en las muestras de leche, detectando alteraciones inducidas por el

almacenamiento o por la adicién de conservantes.

Analizar la capacidad del sistema en la deteccién de adulteraciones en leche
liquida, como la mezcla con leche caprina o la leche proveniente de vacas bajo

tratamiento farmacolégico.

Aplicar el sistema disefiado en el analisis de muestras de leche comercial con

distintas caracteristicas nutricionales.
Creacion de modelos matematicos predictivos

Desarrollar modelos matematicos para la discriminacion de diferentes tipos

de leche segin su composicion nutricional de forma no supervisada.

Aplicar técnicas de procesado de datos para la seleccion de variables.

Desarrollar de modelos de prediccion multiparamétricas a partir de entre los
resultados del sistema y de los parametros fisicoquimicos obtenidos mediante
métodos tradicionales de analisis quimicos normativos, con el objetivo de
validar los resultados y crear modelos predictivos de parametros clave en la

calidad de los productos lacteos.
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8.4.  Desarrollar modelos matematicos complejos para la prediccion y clasificacion
de distintos tipos de leche mediante el acoplamiento de multiples técnicas

quimiométricas.

Ademas de los objetivos técnicos y cientificos planteados, los trabajos desarrollados en
esta tesis doctoral se alinean con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) 9 y 12 de la
Agenda 2030. En relaciéon con el ODS 9 (Industria, innovacién e infraestructura), el
desarrollo de lenguas electrénicas y bioelectronicas supone la implementaciéon de nuevas
tecnologias de deteccion y analisis que fomentan la innovacion dentro de la industria lactea.
Estas herramientas aportan soluciones novedosas a los desafios de calidad y autenticidad en
productos lacteos, promoviendo asi una industrializacién novedosa y sostenible en el sector
alimentario. Por otra parte, el trabajo también contribuye al ODS 12 (Produccién y consumo
responsables), ya que los métodos y modelos predictivos desarrollados optimizan el control
de calidad promoviendo un uso responsable y eficiente de los recursos naturales en la cadena
de produccion de leche. En este sentido, la investigacion no solo responde a objetivos
cientificos especificos, sino que también impulsa la sostenibilidad y la innovacién en la

produccion de alimentos.




1.3 Estructura de la tesis

La presente tesis doctoral se encuentra estructurada en seis capitulos que buscan ilustrar
sobre su motivacion, el estado de la técnica en la actualidad y las contribuciones de la tesis

en el ambito de la misma.
CAPITULO 1 Problematica, Motivacion y Obijetivos

Este capitulo en el que nos encontramos ha buscado sentar las bases del trabajo,
explicando la problematica actual relacionada con los métodos tradicionales de control
de calidad en la industria lactea. Aqui se expone la motivacion del estudio, destacando
la relevancia econémica del sector lacteo en Espafia y la necesidad de adaptar las
tecnologias de analisis a las demandas de la Industria 4.0. Ademas, se definen claramente
los objetivos tanto generales como especificos de la tesis, los cuales se centran en el

desarrollo de lenguas electrénicas capaces de analizar la calidad de la leche.
CAPITULO 2 Estado del Arte

En este apartado, se presenta una revision exhaustiva de las investigaciones previas
relacionadas con el uso de lenguas electronicas, sensores electroquimicos y biosensores
aplicados al analisis de alimentos, especificamente en el analisis de muestras de leche. Se
describen los dltimos avances en la mejora de sensores electroquimicos, mediante la
incorporacion de nanomateriales y biorreceptores en su fabricacién; asi como la
importancia de la aplicaciéon de técnicas quimiométricas en el desarrollo de lenguas
electronicas. Ademas, se presentan las principales aplicaciones de estas tecnologias en la
industria lactea permitiendo obtener una visiéon en profundidad de los retos a los que

nos enfrentamos.
CAPITULO 3 Resultados

Este capitulo presenta cinco articulos cientificos derivados del trabajo de investigacion
original llevado a cabo durante la tesis doctoral. Estos articulos exploran diferentes
enfoques en el desarrollo de lenguas electronicas y bioelectronicas, con el objetivo de
mejorar el analisis de calidad de la leche en la industria lactea. A continuacién, se

describen brevemente los estudios:

Articulo 1  “Impact of milk preservation in the classification and prediction

capabilities of a voltammetric electronic tongue”

Este articulo aborda el impacto de la preservacion de la leche en la aplicacién de una
lengua electrénica voltamétrica, resaltando la importancia de estandarizar los métodos

de conservacion para una mayor precision de los resultados.

Articulo 2 “Analysis of milk adulteration by means of a potentiometric

electronic tongue”
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Este trabajo se enfoca en la detecciéon de adulteraciones en la leche mediante el uso de
una lengua electrénica potenciométrica, destacando su eficacia en la identificacién de

mezclas con leches de diferentes especies o la adicién de agua.

Articulo 3 “Analysis of Milk Using a Portable Potentiometric Electronic

Tongue Based on Five Polymeric Membrane Sensors”

En este articulo se realiz6 una seleccion de sensores para desarrollar una lengua
electronica portatil, utilizada para el analisis rapido y preciso de la composicion de la

leche en diferentes entornos industriales.

Articulo 4  “Bioelectronic tongue dedicated to the analysis of milk using
enzymes linked to carboxylate-PVC membranes modified with gold

nanoparticles”

En ¢l se detalla el desarrollo de una lengua bioelectrénica modificada con nanoparticulas
de oro y enzimas especificas para la caracterizacién detallada de la leche, aumentando la

sensibilidad y precision del sistema.

Articulo5 “A new data analysis approach for an AgNPs-modified impedimetric

bioelectronic tongue for dairy analysis”

En este estudio, se explora una nueva estrategia utilizando una lengua bioelectrénica
impedimétrica modificada con nanoparticulas de plata, comparando diferentes técnicas

de procesado de datos con la intenciéon de mejorar la capacidad analitica del sistema.
CAPITULO 4 Conclusiones y Perspectivas Futuras

En este cuarto capitulo se sintetizan las conclusiones generales del trabajo, subrayando
la contribucién de la tesis al desarrollo de nuevas tecnologias para la industria lactea.
Asimismo, se proponen futuras lineas de investigaciéon para continuar mejorando las

lenguas electronicas y su integracion en sistemas de produccién inteligente.
CAPITULO 5 Bibliografia

El pendltimo capitulo de esta tesis presenta la recopilaciéon de todas las referencias

bibliograficas utilizadas a lo largo de la totalidad de este trabajo.
CAPITULO 6 Anexos

Finalmente, el capitulo seis presenta los listados de publicaciones, congresos y jornadas
nacionales e internacionales y certificados de estancias de investigacién en centros

extranjeros llevadas a cabo durante el periodo de la tesis doctora
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Capitulo 2

Estado del Arte

Las lengnas electrinicas han despertado un gran interés en la comunidad cientifica en la iltima década.
Su capacidad para analizar matrices complejas de manera precisa y en tiempos cortos las convierte en
herramientas de gran utilidad para integrarlas en lineas de produccion y control de calidad. En este capitulo
se excpone el concepto y la evolucion de esta tecnologia, desde sus principios basicos hasta su implementacion en
aplicaciones prdcticas, principalmente en la industria alimentaria y especificamente en la industria lactea. Se
describen los principales tipos de sensores empleados abordando los avances mids recientes en su optimizacion
mediante el uso de materiales avanzados, como nanomateriales metdlicos, asi como la incorporacion de
biorreceptores debido a sus beneficios y/o efectos sinérgicos. Adems, se revisan las principales técnicas
quimiométricas utilizadas para el andlisis, clasificacion y prediccion de datos generados por lengnas
electrinicas. Finalmente, se realiza una revision de las aplicaciones practicas de las lenguas electronicas y

bioelectronicas en la industria lictea.

Ouver the past ten years, the scientific community has become very interested in electronic tongues. Their
ability to analyze complex matrices accurately and in short time frames makes them highly useful tools for
integration into production lines and quality control. This chapter presents the concept and evolution of this
technology, from its fundamental ideas to its use in real-world applications, primarily in the food industry and
more especially in the dairy sector. The main types of sensors used are described, addressing the most recent
adyances in their optimization using advanced materials, such as metallic nanomaterials, as well as the
incorporation of bioreceptors due to their benefits and/ or synergistic effects. In addition, the main chenometric
techniques used for the analysis, classification, and prediction of data generated by electronic tongues are
reviewed. Finally, a review is provided of the practical applications of electronic and bioelectronic tongues in

the dairy industry.
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2.1 Lenguas electronicas

A lo largo de la historia, el control de seguridad y calidad de las industrias alimenticias,
tanto en términos de producto final como en los procesos de produccién, se ha realizado
normalmente mediante mediciones fisicoquimicas, es decir, valor de pH, color y
concentracién de determinadas sustancias quimicas o biomoléculas, generalmente
determinadas mediante cromatografia o espectroscopia [15]. Una vez autenticado el
alimento, la principal técnica para la evaluacion de la calidad, desde el punto de vista del
consumidor, es el analisis sensorial, que se basa en la evaluacioén de los atributos perceptibles
por los cinco sentidos, y permite establecer el perfil organoléptico de los diversos productos
[16].

Los métodos basados en el analisis sensorial presentan limitaciones, como la
subjetividad de los evaluadores, su capacidad limitada para detectar cambios sutiles en la
composicion quimica de los productos, ademas de largos tiempos de analisis y complejos
procesos de pretratamiento de muestras [17]. En los ultimos afos, la globalizaciéon de las
industrias y el aumento de la competitividad en los mercados, junto con la creciente exigencia
de los consumidores por productos de mayor calidad y seguridad, han hecho que el desarrollo
de nuevas técnicas de analisis en la industria sea una necesidad. En este contexto, las lenguas
electrénicas han surgido como una herramienta poderosa para satisfacer estas demandas,
ofreciendo un analisis rapido, preciso y sostenible, sin necesidad de depender de paneles

sensoriales ni de técnicas analiticas complejas y costosas [18].

Segun la IUPAC, una lengua electrénica es “Un dispositivo analitico que incluye una
serie de sensores quimicos no selectivos con especificidad parcial para diferentes analitos,
que trabajan en conjunto con un software de reconocimiento de patrones y son capaces de
reconocer, discriminar y clasificar matrices simples y complejas” [19]. Es decir, las lenguas
electrénicas son dispositivos disefiados con el objetivo de imitar la capacidad sensorial
humana, especificamente el sentido del gusto. La red de sensores que compone la lengua
electronica serfa equivalente a las papilas gustativas de la lengua en el sistema bioldgico,
capaces de detectar diferentes sustancias quimicas y enviar informacion de diferentes sefiales
a un ordenador. Por su parte, el ordenador reemplaza al cerebro en el sistema bioldgico,
analizando y procesando a través de un software la informacién que se le proporciona,
distinguiendo e identificando las caracteristicas generales de cada sustancia una vez que ha
sido entrenado (Figura 2.1). El proceso de deteccion de la lengua electrénica consiste en la
interaccion entre la muestra y los sensores lo que genera una serie de sefiales que mediante
un correcto procesamiento utilizando algoritmos matematicos permiten realizar el analisis y

clasificacion de estas [20].
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Figura 2.1. Representaciéon esquematica de una lengua electrénica.

Los principios basicos de las lenguas electrénicas son: (1) alta selectividad cruzada de
los sensores que la componen y (2) elevada capacidad para analizar estadisticamente las
respuestas de multiples sensores. La primera caracteristica permite a cada sensor responder
a multiples analitos con diferente intensidad, generando un patréon de respuesta caracteristico
de cada muestra analizada, lo cual permite un analisis detallado de matrices quimicamente
complejas. Se ha demostrado que el rendimiento de los sensores individualmente se puede
mejorar en términos del limite de deteccién y selectividad mediante la inclusiéon de datos
provenientes de sensores con sefiales aparentemente inespecificas. Por este motivo, la
combinacién de diferentes tipos de sensores permite una mejor resolucion de las sefales,

optimizando el analisis de sustancias incluso en entornos con multiples interferencias [21].

Por otra parte, los métodos estadisticos desempefian un papel crucial para procesar y
analizar los datos generados por los sensores. Estas técnicas permiten reducir la
dimensionalidad de los datos, mejorar la precision en la clasificaciéon de las muestras y
detectar variaciones sutiles en las sefiales que de otro modo pasarfan desapercibidas. Sin un
analisis estadistico adecuado, serfa dificil extraer informaciéon valiosa y convertir las

respuestas de los sensores en resultados fiables y de utilidad practica [22].

Comenzando con la primera lengua electronica, desarrollada a finales del siglo XX,
hasta el dia de hoy, se han realizado numerosos avances en su disefio y aplicaciones. En 1989,
Hayashi y colaboradores desarrollaron los que son considerados como los primeros sensores
de una lengua electrénica, basandose en electrodos multicanal con transductores compuestos
por membranas poliméricas lipidicas sensibles a iones [23]. Entre los pioneros en este campo
también se encuentran investigadores como Winquist y Lundstrém, quienes en 1997
disefiaron una lengua electronica voltamperométrica para el andlisis de zumos de frutas,
bebidas y leche. Este trabajo demostré la capacidad de combinar diferentes tecnologfas de
medicién como la potenciometria, la voltamperometria y la conductividad eléctrica mediante
la utilizacion de electrodos metalicos para la obtencion de diferentes respuestas de potencial
[24]. Posteriormente, Legin y colaboradores también aplicaron electrodos selectivos en

estado sélido en el desarrollo de una lengua electrénica [25] y presentaron una primera




14

aproximacion a su aplicacion en el analisis y la determinacion de la calidad de productos

alimenticios como el vino [26].

De hecho, aunque las lenguas electronicas se han utilizado principalmente en la
industria alimentaria para mejorar el control de calidad y reducir la dependencia de los paneles
sensoriales, su versatilidad ha permitido su aplicaciéon en multiples sectores tales como la
industria farmacéutica, donde se utilizan para monitorear la homogeneidad y estabilidad de
productos [27]; o en el ambito sanitario, donde han sido empleadas en el diagnéstico de
diversas enfermedades a través del analisis de fluidos corporales como la saliva o la orina
[28]. Otra aplicacion relevante de las lenguas electronicas se encuentra en la monitorizacion
ambiental, donde se utilizan para detectar contaminantes en el agua. Tal y como demostraron
los trabajos de Vlasov y su equipo, que extendieron el uso de estas tecnologias hacia el analisis
de metales pesados y otros contaminantes peligrosos en muestras de agua potable o

industrial, un proceso esencial para la seguridad ambiental y la salud publica [29].

Por otra parte, el disefio de los sensores utilizados en la construccion de lenguas
electronicas varfa en funcion de la aplicacion. No obstante, la tendencia que se ha seguido en
estos afnos ha sido priorizar la miniaturizaciéon y mejorar la robustez de los sensores. Esta
evoluciéon ha permitido la creacion de dispositivos mas compactos, con una mayor densidad
de sensores por dispositivo, y/o el aumento de la complejidad de estos mediante la inclusién
de materiales avanzados para mejorar la precision de los analisis como polimeros
conductores los cuales han permitido mejorar la selectividad y sensibilidad de los dispositivos
[30]. Adicionalmente, los estudios realizados por Ciosek y su equipo entre otros, sobre la
importancia de mejorar la selectividad cruzada de los sensores han permitido que las lenguas
electrénicas imiten mejor el comportamiento de la lengua humana, ofreciendo un analisis

mas preciso de la complejidad de los sabores presentes en los alimentos [31].

Los avances en el software y hardware también han sido claves en la evolucién de las
lenguas electronicas. Hoy en dia, quedarse sin capacidad de calculo matematico no parece un
problema grave, incluso en el caso de matrices de datos provenientes de redes de sensores
compuestas por docenas de sensores, no obstante, el aumento excesivo del nimero de
dispositivos aun puede implicar problemas. Es por ello, que la aplicacion de nuevos sistemas
de analisis de datos basadas en técnicas multivariantes de elevada complejidad ha sido un
punto clave en la mejora de la precision y la capacidad de discriminacion de estas tecnologias
[32]. Al combinar las respuestas de multiples sensores y utilizar algoritmos como el analisis
por componentes principales (PCA) o las redes neuronales artificiales (ANN), es posible
identificar patrones en los datos que reflejan la existencia de compuestos especificos de
interés en las muestras, incluso en condiciones en las que otras técnicas analiticas no las
observarfan debido a la presencia de numerosos interferentes [33][34] Este enfoque
multiparamétrico, junto con la capacidad de trabajar con grandes volumenes de datos han

permitido que las lenguas electronicas sean herramientas de alta eficiencia y precision.
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A pesar de las numerosas ventajas que presentan las lenguas electronicas, todavia existen
ciertos desafios por superar. Uno de los principales inconvenientes de estos sistemas es la
susceptibilidad de los sensores a las interferencias externas, que pueden afectar la precision
de los resultados. Ademas, la falta de estandarizacion en la fabricacion de estos dispositivos
y en los métodos de analisis quimiométrico puede generar diferencias significativas en los
resultados entre distintos laboratorios [35]. Esto ha generado la necesidad de desarrollar
sensores con mayor sensibilidad, metodologias de analisis mas robustas que permitan
comparar resultados de forma confiable, y herramientas estadisticas avanzadas para un
procesamiento de datos mas eficiente y preciso. En este contexto, esta tesis doctoral busca

contribuir al avance de las lenguas electrénicas para abordar estos desafios.
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2.2 Técnicas de deteccion electroquimica

Una de las partes fundamentales en el disefio de las lenguas electronicas es la red de
sensores que la integran, se ha empleado una gran variedad de sensores quimicos que pueden
agruparse por su principio de actuacién en: electroquimicos, Opticos, masicos y
piezoeléctricos [30] [37] Las caracteristicas de estos sensores seran por tanto diferentes a las
de los sensores quimicos tradicionales. En lugar de una alta selectividad en la deteccion
sustancias especificas, tendran una elevada selectividad cruzada que proporciona informacion
global sobre la muestra analizada, cumpliendo con el principio basico de las lenguas
electronicas [38]. Dentro de los diferentes tipos de sensores utilizados en lenguas
electrénicas, los electroquimicos son los mas empleados debido a su sencillez, alta

sensibilidad, coste reducido y capacidad para miniaturizarse y adaptarse a sistemas portatiles.

Los sensores electroquimicos se pueden clasificar desde el punto de vista metodolégico
en dinamicos y estaticos. En los sensores dinamicos, la corriente fluye como resultado de
una reaccion de oxidacion o reduccidn, y la concentracion de las especies en la celda variara
(generalmente de manera insignificante durante el breve periodo de anilisis), como
consecuencia de la reaccioén redox. Para regular el flujo de electrones, se utilizan métodos
basados en el control de corriente, en los cuales el analito se oxida o reduce al aplicar una
corriente a través de la celda [39]. Alternativamente, se pueden emplear métodos de potencial
controlado, donde se genera una diferencia de potencial para oxidar o reducir el analito. Estos
ultimos métodos pueden subdividirse en aquellos de potencial constante, como la
amperometria, en los que el potencial se mantiene fijo durante el andlisis, y los métodos de
potencial dindmico, como la voltamperometria, donde el potencial varfa sistematicamente
[40]. En este grupo también se incluyen los métodos impedimétricos, que miden la
impedancia del sistema para evaluar propiedades electroquimicas del analito [41]. Estos
sistemas de deteccion electroquimica generalmente operan con una configuracion de tres
electrodos. Este sistema emplea un electrodo de trabajo, que actia como transductor
detectando los cambios producidos en su superficie por la reacciéon electroquimica de interés;
un electrodo de referencia, el cual posee un potencial constante conocido, que permite medir
el potencial entre este y el electrodo de trabajo; junto con un contraelectrodo o electrodo
auxiliar, que cierra el circuito permitiendo el paso de corriente sin alterar el potencial del

sistema.

Por otra parte, en los sensores estaticos, como los potenciométricos, donde no fluye
corriente entre los electrodos y el sistema esta gobernado por la difusion y el movimiento
browniano, se puede utilizar una configuraciéon de dos electrodos, eliminando la necesidad
de un electrodo auxiliar. En este régimen, las concentraciones de las especies en la celda
permanecen constantes, siendo la potenciometria uno de los métodos estaticos mas

relevantes para el disefio de lenguas electrénicas [42].
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Al mismo tiempo, los sensores electroquimicos pueden subdividirse en cuatro
categorfas principales en funcién de la metodologia de trabajo:  amperométricos,
voltamétricos, potenciométricos, e impedimétricos. A continuacion, se propone una breve
explicacion de los principios de funcionamiento y algunas aplicaciones particulares de cada

uno de ello.

En primer lugar, tal como se ha mencionado anteriormente, los sensores
amperométricos se basan en la reducciéon u oxidacién electroquimica de una especie
electroactiva mediante la aplicacion de un potencial apropiado sobre un electrodo. Esto da
como resultado una corriente anddica o catddica estable. De esta manera, en la
amperometria, la corriente generada a partir de una reaccion faradaica sera proporcional a la
concentracion del o los analitos presentes en la disolucion [43]. La reacciéon mas simple que
puede ocurrir en la superficie del electrodo de trabajo, polarizado a un potencial adecuado,

sigue(1):
0, + ne © Rgy 1)

donde O, representa la especie oxidada, Rgq la especie reducida, y n es el nimero de
electrones transferidos en la reacciéon. A un potencial constante, la transferencia de electrones
ocurre de manera controlada por difusion, lo que implica que el proceso se encuentra
gobernado por la transferencia de materia [44]. La corriente controlada por difusion i
depende, por tanto, del espesor de la capa de difusion &, el coeficiente de difusion del analito
D , del nimero de electrones transferidos 1, de la concentracion del analito Cpy g, del area
superficial A del electrodo y de la constante de Faraday F', como se muestra en la siguiente

ecuacion (2):

j = nFAD (Cbglk_CX=0) ©

donde Cpy ik v Cx=p representan la concentracion de analito en la solucién y la concentracion

en la superficie del electrodo respectivamente.

Por otro lado, la cronoamperometria es una técnica que depende del tiempo y se basa
en aplicar un potencial de onda cuadrada sobre el electrodo de trabajo. Esta corriente
registrada en el electrodo varfa con el tiempo y refleja los procesos de difusion del analito a
través de la solucion hasta alcanzar la superficie del sensor. Por lo tanto, la
cronoamperometria se puede utilizar para medir la dependencia entre corriente y tiempo de
los procesos de difusion que tienen lugar en un electrodo dando informacién sobre la cinética

de la reaccién [45].

Tanto la amperometria como la cronoamperometria se han empleado ampliamente en
el desarrollo de transductores quimicos para la evaluacién directa de la concentracion de
compuestos electroactivos. Un ejemplo de su aplicacion es n la detecciéon de niveles de

glucosa mediante la oxidacién de azucares mediada por la utilizacién de elementos
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electroactivos como nanomateriales y de biorreceptores como las enzimas [46] [47]. Sin
embargo, existen todavia algunas limitaciones, un inconveniente importante de estos
sensores amperométricos es que durante las reacciones de oxidacion o reduccion, los analitos
se deben absorben en la superficie del sensor para intercambiar electrones produciendo el
flujo de electrones y en funcién de la naturaleza de los analitos y del tipo de material del
sensor, el proceso de desorcion puede ser lento o no ocurrir en absoluto, lo que hace que la
superficie del sensor se altere significativamente. Dicha alteraciéon puede, a su vez, causar una

deriva en la respuesta en funcién del tiempo [48][49].

Los sensores voltamétricos se basan en una técnica electroquimica avanzada
ampliamente utilizada en diversas areas. A diferencia de los sensores amperométricos, en los
que se aplica un potencial constante, los sensores voltamétricos emplean un potencial
variable que cambia a lo largo del tiempo. Esto permite obtener informacién mas rica sobre
los procesos electroquimicos involucrados, ya que se pueden observar tanto los fenémenos

de oxidacién como los de reduccion de los analitos en funcion del potencial aplicado.

Se aplica un barrido de potencial al electrodo de trabajo obteniendo como resultado
una corriente generada debido a la reduccion y oxidacion de los analitos [50]. El valor de la
corriente estara por tanto relacionado con la concentracién de los analitos. La relacion entre
el potencial medido E y la corriente resultante I es la mostrada en la siguiente ecuacién (3):

t
-L R
| =Ee B-— 3)
Rs
donde Ry es la resistencia de la solucion del analito, R es la resistencia interna del sistema,
t es el tiempo transcurrido después del inicio de un pulso de voltaje y B es una constante de

capacitancia equivalente relacionada con el electrodo [51].

Existen maltiples técnicas voltamétricas que se diferencian en funcién de la forma de
aplicacién del barrido de potencial. Por ejemplo, la voltametria de barrido lineal (LSV)
implica un incremento o disminucién lineal del potencial en el tiempo, permitiendo observar
la respuesta electroquimica de los analitos en funciéon de este. Por otra parte, en la voltametria
ciclica (CV), el potencial realiza barridos ciclicos entre dos valores limites, lo que permite
registrar corrientes tanto en los procesos de oxidacion como de reduccion, proporcionando
una vision mas completa de las especies redox presentes en la solucioén y su identificacion
[52]. La voltametria ciclica se utiliza en numerosas aplicaciones como herramienta para la
adquisicién de datos ctiticos, como son los mecanismos de oxidacién/reduccion, la
determinacién de potenciales formales, la transferencia de electrones y la cinética de
transferencia de electrones [53]. Finalmente, la voltametrfa de pulsos aplica pulsos de
potencial con amplitud y frecuencia definidas, como en la voltametria de onda cuadrada
(SWV) o en la de pulso diferencial (DPV), técnicas capaces de mejorar la relacion sefial-ruido,

especialmente en mediciones a bajas concentraciones de analito ya que mejoran la
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sensibilidad y permiten detectar cambios sutiles en las propiedades electroquimicas de las

especies presentes en la disolucion [54].

Desde los primeros trabajos desarrollados por Winquist en Linképing (Suecia), donde
un conjunto de sensores, basados en diferentes electrodos metalicos fueron utilizados
aplicando voltametria de pulso diferencial (DPV) junto con analisis multivariante para
generar informacién analitica en la identificacion y clasificaciéon de muestras de zumo y
bebidas sin gas [55]. Desde entonces, se han realizado estudios extensivos para optimizar los
materiales empleados en los electrodos de trabajo. Algunos ejemplos de ello son el estudio
de los procesos electroquimicos en electrodos de mercurio [56] basado en el trabajo pionero
y ganador del Premio Nobel de Heyrovsky [57] o la publicacion clave de Nicholson y Shain
[58] que permiti6 aplicar criterios simples para el analisis de voltamogramas ciclicos sin que
se necesitase un analisis completo de la forma del voltamograma. Todo ello ha contribuido
a convertir las lenguas electrénicas voltamétricas en una gran fuente de informacioén analitica

simultanea sobre componentes electroactivos presentes en muestras complejas.

El principio de funcionamiento de los sensores potenciométricos se basa en medir el
potencial de los electrodos de trabajo sin polarizacion, es decir en ausencia de corriente, por
lo que el potencial sera resultado de la actividad i6nicas de las diferentes especies presentes
en la disoluciéon sobre la superficie del sensor. Por tanto, sera en la superficie del sensor
donde tengan lugar las interacciones que dan lugar a la capacidad selectiva del sistema y el
reconocimiento i6nico de las moléculas del analito [59][60]. Por tanto, estos sensores se basan
en la ley de Nernst, que establece que el potencial que se genera en la superficie del electrodo
de trabajo sera proporcional a la concentracion del ion en la solucién. La ecuacion de Nernst

(4), que describe esta relacion, es la siguiente:
E=E+%na @
nF

donde E' es el potencial medido, E “el potencial estandar, T la temperatura, R la constante
de los gases, n el numero de electrones transferidos, F la constante de Faraday, y a la
actividad i6nica en la disolucién. En condiciones estandar, esta relacién permite que los
sensores potenciométricos determinen la concentracién de iones de manera precisa y directa,

ya que el potencial varfa de forma logaritmica con respecto a la actividad i6nica [61].

Los sensores potenciométricos fueron los primeros y siguen siendo los mas
ampliamente utilizados para el desarrollo de lenguas electrénicas, debido a su bajo costo, facil
fabricacién y capacidad de miniaturizacion [62] Las lenguas electrénicas potenciométricas se
han utilizado en numerosas aplicaciones permitiendo clasificar aceites de oliva obtenidos de
cultivares de olivo individuales [63], diferenciar mieles producidas en diferentes estados de
los Estados Unidos [64], discriminar entre diferentes cervezas y vinos comerciales [65][66], y
cuantificar azdcares en disoluciones acuosas [67] entre otras muchas. Los electrodos

selectivos de iones (ISEs) representan el grupo mas numeroso dentro de los sensores
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potenciométricos [68], caracterizandose por su reducido tamafio, su portabilidad, su bajo
consumo de energifa y su bajo costo, caracteristicas atractivas en cuanto a aplicaciones a nivel

industriales.

Los sensores potenciométricos utilizan diferentes tipos de membranas, siendo las mas
comunmente utilizadas las membranas de vidrio (glass membrane), cristalinas/estado sélido
(crystalline/solid-state membrane), membranas liquidas (liquid membranes) y membranas
poliméricas (polymeric membranes) [69][70][71][72]. La seleccién de cada tipo de membrana
dependera de la aplicacién del sistema, por ejemplo, los electrodos de membrana de vidrio
estan hechos de vidrio de silicato, que se utiliza tipicamente para la determinaciéon de H+
(pH) y Na" [73]. Las membranas cristalinas o de estado sélido estin compuestas por sales
inorganicas, como AgCl, Ag,S y Lal; y se utilizan se utilizan principalmente en la
determinaciéon de iones Cl™ y F~ [74]. Por otra parte, los ISEs basados en membranas
poliméricas que contienen portadores neutros (aditivos) o cargados (lonoforos) estin
disponibles para la determinacién de una gran cantidad de iones [75]. Las membranas
poliméricas estan compuestas tipicamente por resina de policloruro de vinilo (PVC), a la que
se afladen plastificantes y el portador o intercambiador de iones en proporciones estandar en
masa con una relaciéon de PVC y plastificante 1-2 % en peso, con un 1-3 % en peso de aditivo

o intercambiador de iones [76][77].

La principal ventaja de los sensores potenciométricos es la gran variedad de membranas
disponibles para integrar en un unico dispositivo, tanto especificas como inespecificas,
asegurando la selectividad cruzada del sistema lo que permite aplicarlos en el analisis de una
amplia variedad de muestras liquidas [59]. No obstante, una de las desventajas de estos
sistemas es que la mayorfa fueron diseflados originalmente para detectar iones inorganicos,
pot lo que los sensores potenciométricos dirigidos a iones organicos no han sido investigados
de forma tan extensa [78][79] Una opcién para el estudio de especies no idnicas en sensores
potenciométricos es la utilizaciéon de enzimas u otros biorreceptores, los cuales al
interaccionar con el analito producen cambios en la disolucion detectables por el sistema

electroquimico [80].

Finalmente, los sensores impedimétricos se basan en una técnica electroquimica que
mide la resistencia y la capacitancia del sistema electrodo-electrolito, proporcionando
informacién sobre los cambios en las propiedades eléctricas del medio a medida que ocurre
una reacciéon o interaccion en la superficie del electrodo. La técnica de espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS) es la mas utilizada, y consiste en la aplicaciéon de una senal
sinusoidal de pequefio tamafo a través de un amplio rango de frecuencias, lo que permite
medir la respuesta del sistema en términos de impedancia. A partir de esta respuesta, se
genera una corriente que varfa en intensidad y fase respecto al potencial aplicado. La relacion
entre ambos permite obtener los valores de la impedancia, los cuales pueden ser
representados en un plano complejo, mostrando Z" (componente imaginaria) frente a Z'

(componente real), en lo que se conoce como diagramas de Nyquist. Otra opcién es
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representar estos datos mediante el médulo de la impedancia | Z | y el angulo de desfase (0)

segun las frecuencias aplicadas, lo que se conoce como diagramas de Bode [81][82][83].

Los sensores impedimétricos pueden clasificarse a su vez en dos tipos: faradaicos y no
faradaicos. Los sensores faradaicos dependen de la presencia de una sonda redox y registran
procesos de transferencia de carga en la superficie del electrodo, lo que les confiere alta
sensibilidad en la deteccién de reacciones quimicas mediante un detallado control de la
corriente generada a partir de las reacciones redox, lo que proporciona respuestas rapidas y
de elevada especificidad frente a las moléculas diana [84][85]. No obstante, estos sensores
también presentan desventajas como su sensibilidad a las influencias externas, lo que implica
la necesidad de utilizar cajas de Faraday para reducir el ruido del sistema y asegurar la
reproducibilidad del sistema [86]. Por otra parte, los sensores no faradaicos, en cambio,
registran las variaciones de capacitancia que tienen lugar en la superficie del transductor y
son utiles para estudiar la interaccion entre el electrodo y las moléculas que no tienen
actividad redox [87].

En términos generales, los sensores impedimétricos han sido los menos utilizados en el
desarrollo de lenguas electronicas de todos los comentados anteriormente. La aplicacion de
la espectroscopia de impedancia en lenguas electronicas fue desarrollada inicialmente por
Riul et al donde la aplicacion de sefiales sinusoidales (entre 100 kHz y 20 Hz) a electrodos
interdigitados recubiertos con materiales quimiosensibles permitié la discriminacién entre
soluciones estandar que inclufan cloruro de potasio, cloruro de sodio y sacarosa [88] Desde
entonces la eficacia de las lenguas electronicas impedimétricas en la industria alimentaria ha
sido probada en la discriminacién de numerosos contaminantes del agua como metales
pesados, toxinas, pesticidas y medicamentos [89] [90] [91], asi como en el control de

alimentos, por ejemplo, para la cuantificacién de especies fenolicas en mostos y vinos [92].

Como conclusién de este apartado, podemos decir que la eleccion de la correcta técnica
de deteccion electroquimica es fundamental para el desempefio y la aplicacion de las lenguas
electronicas, ya que impacta directamente en su sensibilidad y selectividad. A pesar de la
diversidad de técnicas algo comuin a todas ellas es la importancia de mejorar el
comportamiento en servicio de los diferentes tipos de sensores electroquimicos, por ello
surge la necesidad de optimizar sus propiedades para conseguir mejorar su sensibilidad y
selectividad de cara a sus aplicaciones practicas, una forma de conseguirlo es mediante su

modificacion con materiales avanzados.
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2.3 Optimizacion de Electrodos: Materiales avanzados

La sensibilidad y selectividad de las lenguas electronicas puede ser optimizada mediante
la modificaciéon quimica o fisica de la superficie de los electrodos, empleando diversas
estrategias como la nano estructuracién de sus superficies o el uso de materiales avanzados,
tales como liquidos i6nicos (ILs), ftalocianinas (Pts), nanomateriales y polimeros conductores
(CPs). En los ultimos afios, el desarrollo de sensores electroquimicos ha avanzado
significativamente gracias a la integracion de estas tecnologias, las cuales han mejorado
notablemente las caracteristicas electrocataliticas de los sensores [93]. La modificacién de los
electrodos es un enfoque clave en este ambito, ya que permite aumentar la superficie activa,
mejorar la transferencia de electrones y optimizar la capacidad de deteccion y selectividad de
los sensores. El uso de materiales avanzados no solo amplifica las sefales electroquimicas,
sino que también mejoran la estabilidad y reproducibilidad de los dispositivos, aspectos

cruciales en aplicaciones de analisis quimico, biomédico y ambiental [94].

En la Tabla 2.1 se muestra una recopilacién de materiales avanzados aplicados en el
desarrollo de sensores en funcién del tipo de sensor electroquimico. En el caso de los
sensores potenciométricos, por ejemplo, se han utilizado membranas poliméricas
funcionalizadas con nanoparticulas metalicas [95] o con liquidos i6nicos [96] para mejorar la
selectividad de los sensores reduciendo los limites de deteccion en uno o varios ordenes de
magnitud. Ademas, polimeros conductores como el polipirrol (PPy), la polianilina (PANI) el
poli(3-octiltiofeno) (POT) y el poli (3, 4-etilendioxitiofeno) (PEDOT), se han utilizado como
nuevos transductores en el desarrollo de sensores potenciométricos de estado solido [97].
Por otra parte, en los sensores impedimétricos, los nanomateriales se han utilizado en
multitud de estudios durante la ultima década. Las nanoestructuras utilizadas varfan en
tamano, forma y propiedades fisicoquimicas, como las nanoparticulas (NPs) de o6xidos
metalicos (MOX) [98], los nanotubos de carbono [99] o el grateno combinado con polimeros
conductores [100]. Estos mismos materiales se han empleado también con éxito en sensores
voltamétricos en muy diferentes aplicaciones industriales tal y como se observa en la Tabla
2.1. Asi pues, en este apartado se discuten los principales materiales avanzados aplicados en

el desarrollo de sensores electroquimicos.
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Tabla 2.1. Materiales avanzados aplicados en el desarrollo de sensores electroquimicos.

Material Aplicacion Referencia
Voltametria ILs Determinacion de vitaminas en [101]
alimentos
PPy Detecciéon de dopamina [102]
PANI/ Mn-Pts Deteccién de pesticidas [103]
ZnO NPs Determinacién de farmacos [104]
AgNPs Deteccién de contaminacion en agua [105]
AuNPs Determinacion de glutation [106]
Potenciometria ILs Deteccion de farmacos [107]
PPy NPs Deteccién de iones [108]
PPy Deteccion de farmacos [109]
Co (II) Pts Deteccion de sulfitos [110]
CuO NPs Deteccion de cobre (IT) [111]
Grafeno/ PtNPs Deteccién de farmacos (112]
CuNPs Determinacion de acido ascorbico [113]
AuNPs Deteccion de colesterol [114]
Impedancia ILs Biomedicina [115]
Grafeno Deteccién de toxinas en agua [116]
PANI Determinacion de pH [117]
PANI/ CuO NPs Deteccién de colesterol [118]
Co Pts Deteccién de fosfatos [119]
ZnO NPs Deteccion de glucosa [98]
AgNPs/ Grafeno Deteccioén de procalcitonina [120]

AuNPs

Deteccidén de marcadores de cancer
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Los liquidos i6nicos han demostrado ser un tipo de compuestos con grandes ventajas
en el desarrollo de peliculas nanoestructuradas, gracias a su baja volatilidad, alta estabilidad
térmica y elevada conductividad i6nica lo que da como resultado mejoras en la deteccion
electroquimica. Estos liquidos se componen de cationes y aniones de gran tamafio, lo que les
confiere una estructura flexible y una gran capacidad de estabilizacién de especies reactivas
facilitando el control de los procesos de deposicion electroquimica [122] [123]. Por este
motivo, los ILs permiten la electrodeposiciéon de materiales que, de otra manera, serfan
dificiles de sintetizar mediante métodos convencionales, como por ejemplo el aluminio o el
magnesio. Ademds, estos compuestos permiten obtener un control preciso sobre la
morfologia final de los materiales electrodepositados, ya que esta morfologia se ve altamente
influida por la disposiciéon de iones en la superficie de los ILs alterando la disposicion
estructural de los materiales en la superficie del sensor a nivel nanométrico. Como resultado
los electrodos generados mediante IL presentan superficies nanoestructuradas con
propiedades electrocataliticas mejoradas debido al aumento de la superficie activa del sensor
[124].

Otro grupo de materiales avanzados que ha ganado gran atencion en los ultimos afios
son las ftalocianinas. Estos macrociclos aromaticos, con estructuras altamente conjugadas,
destacan por su elevada versatilidad para ser funcionalizados, lo que permite la introduccion
de sustituyentes que modulan sus propiedades electrénicas y de adsorcion [125]. Ademas,
tienen la capacidad de coordinarse con iones metalicos, formando complejos conocidos
como metaloftalocianinas (MPts). Estas moléculas se asocian principalmente con metales de
transicion, como el cobalto (Co (1)), hierro (Fe (II), Fe (I1)), cobre Cu (II), niquel (Ni (II))
y manganeso (Mn (II)), los cuales actian como donantes de electrones y asumen el papel de
moléculas de anclaje [1206] [127] [128].

Desde su descubrimiento, las Pts y sus derivados, especialmente las metaloftalocianinas,
han sido utilizadas en numerosas areas debido a sus propiedades quimicas, estructurales,
electronicas y Opticas unicas [129] [130]. Por este motivo, las MPts han sido ampliamente
utilizadas en la fabricacién de sensores electroquimicos donde su capacidad para interactuar
selectivamente con especies redox le confiere una gran utilidad en la deteccion de analitos
como el oxigeno, el peréxido de hidrégeno y diversos iones metalicos [131]. Algunas
aplicaciones incluyen la implementacion de sensores electroquimicos utilizados en micro
balanzas de cristales de cuarzo modificadas con peliculas nanoestructuradas basadas en
ftalocianinas para la discriminacién de mostos de diferentes variedades uva [132] [133] o su
implementacién en la preparacion de electrodos de carbono vitreo para la identificacion de

pesticidas como el diazinén [103].

Por otra parte, los polimeros conductores han sido una revolucién en el disefio de
sensores por su capacidad para combinar propiedades electronicas con caracteristicas
mecanicas y quimicas favorables. Los CPs, como la polianilina, el polipirrol y el poli(3,4-

etilendioxitiofeno), son ampliamente utilizados debido a su facil sintesis, bajo costo y alta
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capacidad para amplificar sefiales electroquimicas [134]. Estos materiales son
semiconductores en su estado original, pero pueden ser dopados quimicamente para mejorar
su conductividad. La estructura conjugada de los polimeros permite que los electrones se
deslocalicen a lo largo de la cadena, facilitando la transferencia electrénica en los procesos de
deteccion electroquimica. Ademas, los CPs pueden combinarse con otros materiales, como
las nanoparticulas metalicas [135] [136] o los nanomateriales de carbono [137] [138] para
mejorar su rendimiento como sensores. La incorporacion de nanomateriales de carbono en
matrices poliméricas es una forma muy atractiva de obtener materiales con propiedades
mecanicas y eléctricas mejoradas [139], su incorporacién en el desarrollo de sensores
potenciométricos les proporciona mayor robustez, mejor sensibilidad y tiempos de respuesta

mas cortos.

Finalmente, los nanomateriales metalicos y de 6xidos metélicos, han demostrado ser
una de las principales vias para la mejora del rendimiento de los sensores electroquimicos.
Las nanoparticulas metalicas, como las de plata, oro o las nanoparticulas de éxidos metalicos
como el 6xido de titanio (T10y), 6xido de zinc (ZnO), o el 6xido de hierro (Fes;Os), ofrecen
propiedades electronicas y cataliticas Gnicas gracias a su alta relacion superficie tamafio y su

tamafio reducido [140].

Las nanoparticulas de 6xidos metalicos son firmes candidatas para el desarrollo de
sensores electroquimicos ya que su utilizacion facilita la transferencia de electrones en la
superficie del sensor debido a la gran cantidad de atomos superficiales con enlaces
disponibles en relacion al total de atomos, lo cual mejora la reversibilidad electroquimica de
los analitos [141]. Ademas, su capacidad para ser funcionalizadas las hace altamente versatiles
en la deteccion selectiva de una amplia gama de compuestos quimicos y biolégicos [142]. Los
sensores potenciométricos basados en MOX han sido utilizados en numerosas areas de
interés como por ejemplo en la deteccion de trazas de metales pesados toxicos como, el
plomo, cadmio, mercurio y arsénico, los cuales tienen efectos perjudiciales para el medio
ambiente y la salud humana; consiguiendo mayores rendimientos en un amplio rango lineal
de entre 10—7y 10—1 M, permitiendo la determinacién de iones metalicos en aguas residuales
industriales donde se encuentran desde decenas a cientos de ppm de metales pesados [143].
Otros ejemplos son la modificacién de sensores electroquimicos basados en un compuesto
de SnO2/grafeno para la determinacién simultinea de epineftina (EP) y acido urico (UA) en
muestras de orina humana mejorando los limites de deteccién en un orden de magnitud [144]
o su implementacién en una lengua electrénica para la cuantificacién de fenoles en vinos
donde se consiguieron valores de correlacion de hasta 0.9 para el contenido total en
polifenoles (TPI) [145].

Las nanoparticulas metalicas, en particular las de y plata (Ag) y oro (Au), destacan por
sus excepcionales propiedades cataliticas y electronicas. Estos nanomateriales presentan
interesantes propiedades Opticas a escala nanométrica que difieren notablemente de las que

posee material en escala macrométrica, a causa de la activaciéon de resonancias plasmoénicas
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superficiales localizadas (LSPR). Estas respuestas Opticas pueden ajustarse modificando
diferentes parametros, como el tamafio, la forma y la composicién de las nanoparticulas
(NP). Debido a la compactacion de los campos electromagnéticos inducidos por las LSPR
en las nanoparticulas de oro y plata, estas suponen un elemento de elevada sensibilidad en la
detecciéon de pequefios cambios en sus entornos dieléctricos, propiedad que resulta

particularmente atractiva para el disefio de sensores [1406].

La sintesis controlada de nanoparticulas metalicas permite ajustar sus propiedades
fisicas y quimicas en funciéon de su tamafio, forma y composiciéon. Por ejemplo, en las
nanoparticulas de oro su reactividad quimica aumenta considerablemente a medida que su
tamafo disminuye, lo que mejora es su capacidad para catalizar reacciones electroquimicas
[147]. Esto ha permitido su uso en una amplia gama de aplicaciones, desde la deteccion de
metales pesados hasta la monitorizacion de especies redox en sistemas biolégicos. Uno de
los casos mas notable, es su aplicacion en la deteccién de glucosa como en los trabajos
llevados a cabo por Hebié y colaboradores, en los que fabricaron un sensor de glucosa no
enzimatico mediante la electrodeposiciéon de nanoestructuras de oro sobre la superficie de
un electrodo de carbono vitreo (GCE) sin surfactantes ni estabilizadores consiguiendo limite
de deteccion por debajo bajo de 0,05 mM gracias al aumento del area de superficie especifica
[148] asociado a las nanoestructuras de oro. Ademas, las nanoparticulas de oro han mostrado
una notable capacidad para mejorar la sensibilidad en la deteccién de especies contaminantes
en medios acuosos, como el plomo [149] y el mercurio [150], superando las limitaciones que

presentan los electrodos de oro en su forma macroscopica.

Por dltimo, la capacidad de las nanoparticulas metalicas de plata y oro, para actuar como
matrices de inmovilizacion de biomoléculas es otro de los aspectos destacados en el
desarrollo de sensores electroquimicos avanzados. Estas nanoparticulas gracias a su reducido
tamafo presentan una elevada relacién superficie-volumen, tal y como se ha explicado
previamente, ofreciendo una superficie activa significativamente mayor que los electrodos
convencionales [151] [152]. Este incremento en la superficie activa no solo mejora la
sensibilidad del sensor, sino que también facilita la inmovilizacién de biomoléculas, como
enzimas y proteinas, lo que resulta crucial en el disefio de biosensores [153]. La combinacién
de estas propiedades hace de las nanoparticulas metalicas un componente clave en la
generacion de biosensores de los que hablaremos a continuacion, con aplicacion es que van
desde la deteccién de enfermedades hasta el control ambiental pasando por la seguridad

alimentaria.
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2.4 Biosensores

Un biosensor puede definirse como un dispositivo analitico compacto que incorpora
un elemento de reconocimiento biolégico o derivado bioldgicamente, integrado o
intimamente asociado con un transductor fisico, con el objetivo de producir una sefial
electronica digital, ya sea discreta o continua, que sea proporcional a un tnico analito o a un
grupo relacionado de analitos [154]. Los biosensores son por tanto dispositivos que
combinan un componente biolégico, como enzimas, anticuerpos o aptameros, con un
transductor generalmente eléctrico, lo que les permite convertir una interacciéon bioldgica en
una sefial medible, generalmente eléctrica [155]. Los biosensores comenzaron a utilizarse en
la década de 1960 de la mano de los pioneros Clark y Lyons [156] quienes desarrollaron un
electrodo amperométrico para la determinacion de glucosa en sangre mediante la utilizacion
de la enzima glucosa oxidasa (GOx). Hoy en dia, su uso se ha extendido considerablemente
debido a su alta especificidad y sensibilidad, lo que los convierte en herramientas clave en

areas como la farmacologia, el control de calidad industrial y ambiental.

Entre las aplicaciones en las que también se han aplicado estos biosensores se encuentra
su integracion en lenguas electronicas, dando lugar a los sistemas conocidos como lenguas
bioelectrénicas. Las lenguas bioelectronicas buscan imitar la funcién sensorial humana,
permitiendo detectar y clasificar diferentes sustancias con alta precision gracias a la
informacién especifica aportada por los biosensores sobre las moléculas diana a las cuales
van dirigidos [157]. Esto es especialmente tutil en industrias como la alimentaria, donde es
crucial monitorizar parametros de calidad y detectar pequefios cambios en la concentracion
de moléculas especificas como es el caso del acido lactico y acido malico en procesos de

fermentacion [158].

Existen multitud de tipos de biosensores en funcién de su sistema de deteccién, los
biosensores electroquimicos han demostrado ser una de las variedades mas eficientes debido
a su capacidad para medir cambios en las propiedades eléctricas resultantes de interacciones
biolégicas [159]. En este tipo de dispositivos, una reacciéon biologica genera una sefal
electroquimica que es detectada y cuantificada. La conversiéon de sefiales biologicas en
eléctricas permite un analisis rapido y preciso, lo que es esencial en aplicaciones que requieren
resultados inmediatos, como el monitoreo de glucosa en sangre [160] o la detecciéon de
patégenos en alimentos [161]. Los biosensores electroquimicos utilizan diversos tipos de
transductores que convierten la sefial bioldgica en una sefal eléctrica medible, ya sea
corriente, voltaje o impedancia. Por ejemplo, los biosensores amperométricos se emplean
para detectar residuos de pesticidas en productos agricolas [162], mientras que los
biosensores potenciométricos son utiles para monitorear niveles de urea en productos lacteos
[163] y los biosensores impedimétricos basados en aptameros han sido utilizados en la

deteccién de toxinas en soluciones acuosas [164].
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El biorreceptor es una de las partes mas importantes en el disefio de un biosensor, ya
que es el encargado del reconocimiento especifico del analito de interés. Existen diversos
tipos de biorreceptores, entre los que destacan las enzimas, los anticuerpos, los aptameros e
incluso las células completas. Los anticuerpos, por ejemplo, son ampliamente utilizados en
inmunosensores, donde la alta especificidad del anticuerpo hacia su antigeno permite la
deteccion de patdgenos, toxinas y biomarcadores de enfermedades [165]. Los aptameros, por
su parte, son secuencias de ADN o ARN que se pliegan en estructuras tridimensionales y se
unen de forma especifica a moléculas diana [166]. Una vez determinada la secuencia de ADN
o ARN necesaria para detectar la molécula diana, los aptameros pueden ser sintetizados con
alta reproducibilidad y pureza a partir de fuentes comerciales, lo que les otorga una ventaja
sobre anticuerpos o enzimas basados en proteinas, ya que los aptimeros de ADN son
quimicamente muy estables. Ademas, los aptameros suelen experimentar importantes
cambios conformacionales al unirse a su molécula diana, lo que ofrece gran flexibilidad en el

disefio de biosensores novedosos con alta sensibilidad y selectividad en la deteccion [167].

Sin embargo, los biosensores enzimaticos son probablemente los mas utilizados debido
a la capacidad unica de las enzimas para catalizar reacciones especificas. Las enzimas actian
como catalizadores bioldgicos que aumentan la velocidad de las reacciones quimicas sin
agotarse durante el proceso, lo cual las convierte en una excelente opciéon para biosensores
debido a su alta especificidad hacia el analito [168] de modo continuo. Se han desarrollado
numerosos sensores enzimaticos para la determinaciéon de diversas sustancias como la
glucosa [169] [170] [171], el colesterol [172] o el acido lactico [173] en fluidos biolégicos
(sangre, suero, orina) [174], para la deteccién de compuestos toxicos en el medioambiente
[175], para el control de alimentos y calidad [176] y para la deteccion de farmacos en el ambito

biomédico.

La inmovilizacién enzimatica en la superficie del electrodo es un paso critico en la
fabricacion de biosensores enzimaticos. Se han escrito multitud de trabajos sobre la
inmovilizacién de enzimas, lo que ha dado lugar a un gran nimero de protocolos [177] [178].
En términos generales, se considera que existen cuatro estrategias principales de
inmovilizacién: adsorcién fisica, atrapamiento en matrices poliméricas, unién covalente y
crosslinking (Figura 2.2) [179]

E 2F ¢

Adsorcidn Atrapamiento Unidn Crosslinking
fisica covalente

Figura 2.2. Tipos de inmovilizacién de biorreceptores.
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Para que un biosensor funcione correctamente, las biorreceptores utilizados deben
conservar tanto su estructura conformacional como su actividad biolégica tras el proceso de
inmovilizaciéon. Asimismo, deben quedar firmemente unidas a la superficie para evitar su
desprendimiento durante el uso. Un biosensor ideal, especialmente para aplicaciones a largo
plazo, requiere estabilidad. El método de inmovilizacién influira por tanto en la estabilidad y
actividad de los biosensores enzimaticos, afectando factores como su reproducibilidad, la
precision de los analisis, y la vida util operativa, que se ven influidos en gran medida por la

estabilidad enzimatica [180].

Cada método de inmovilizacién presenta ventajas y desventajas. La adsorcion fisica es
simple y econémica, pero la estabilidad del biorreceptor puede verse comprometida. En
cambio, el atrapamiento en matrices poliméricas ofrece mayor estabilidad al proteger la
enzima de condiciones ambientales adversas, aunque puede dificultar el acceso del sustrato
al sitio activo de la enzima. La reticulacién covalente, aunque mas compleja, proporciona una
fijacion mas estable de la enzima al electrodo, mejorando la durabilidad del biosensor, al igual
que el crosslinking que ofrece una mayor estabilidad, aunque puede reducir la actividad
biolégica al modificar la conformacién de la enzima [181]. Por este motivo, la eleccion de la
técnica mas apropiada dependera de la naturaleza de la enzima, del transductor y del modo
de detecciéon asociado. Ha de tenerse en cuenta que la sensibilidad disminuye si la
inmovilizacién causa la desnaturalizacion de la enzima o cambios conformacionales y que se
obtendra una mejor sensibilidad utilizando métodos de inmovilizacién que permitan orientar
las enzimas en la superficie del transductor exponiendo adecuadamente su sitio activo a la
disolucién analizada [182] [183].

Comunmente, los biosensores pueden clasificarse en tres “generaciones” (Figura 2.3):
los biosensores de primera generacion en los cuales el producto de la reaccion se desplaza
hacia el transductor, generando una respuesta eléctrica; la segunda generacion de biosensores,
en los que intervienen “mediadores” electrénicos, como ferrocianuro o polimeros
conductores, para facilitar el intercambio de electrones entre el electrodo y la enzima; y
finalmente la tercera generacion, en los que os electrones involucrados en la reaccion
enzimatica se transfieren directamente al electrodo o sin necesidad de mediador. Es decir, se
busca una transferencia directa de electrones (DET) entre el sitio activo de la enzima y el

electrodo, favoreciendo una mayor simplicidad y una mejor sensibilidad [184].
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Figura 2.3. Tipos de biosensores segin su generacion.
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Los biosensores enzimaticos han tenido un gran impacto en la industria alimenticia,
donde son utilizados para el monitoreo de la calidad de los productos y para la deteccion de
contaminantes. Un ejemplo de su uso es la deteccion de residuos de pesticidas en frutas y
vegetales. En estos casos, enzimas como la acetilcolinesterasa se utilizan para catalizar la
descomposicion de pesticidas organofosforados como el malatién y metilparation generando
productos que pueden ser detectados electroquimicamente [185]. Ademas de los pesticidas,
otros biosensores de gran relevancia en la industria alimentaria son los biosensores de lactosa
debido al aumento en los casos de intolerancia a la lactosa y la preferencia del mercado por
productos sin lactosa. Los biosensores enzimaticos para la detecciéon de lactosa suelen
basarse en la aplicaciéon de una reaccién en cascada multienzimatica que incluye la enzima
lactasa o 3-galactosidasa, encargada di hidrolizar el disacarido, seguida de la oxidacién de la
galactosa mediada por la enzima galactosa oxidasa, lo que permite una medicién rapida y

precisa de la lactosa en una amplia gama de productos lacteos [186] [187] [188]).

El futuro de los biosensores apunta hacia una mayor miniaturizacioén, portabilidad y
accesibilidad. En este sentido, la nanotecnologia y la nanociencia han permitido grandes
avances en el desarrollo de biosensores mas sensibles y eficientes, con limites de deteccion
mas bajos, utilizando modificaciones del sustrato con materiales avanzados que interactuaran
con los biorreceptores. Los nanomateriales o materiales sensibles como los CPs tienen un
enorme potencial en el desarrollo de biosensores tal y como se introdujo en el apartado
anterior, debido a su potencial para amplificar sefiales electroquimicas, mejorando tanto la
sensibilidad como la selectividad. Ademas, de su capacidad para actuar como matrices de
inmovilizaciéon efectivas para los biorreceptores que pueden inducir caracteristicas de

rendimiento unicas en biosensores en términos de sensibilidad y especificidad [189] [190].

Otra opcidén que esta ganando interés en los ultimos afios como alternativa a los
biosensores buscando también sensores selectivos son los polimeros de impresion molecular
(MIPs). Los MIPs son materiales poliméricos disefiados y producidos con cavidades de
reconocimiento molecular incorporadas. El mecanismo de reconocimiento molecular de los
MIPs se basa en la complementariedad entre las cavidades formadas durante su sintesis y la
estructura del analito objetivo, lo que permite una unién especifica muy similar al mecanismo
de las enzimas, lo que da como resultado una elevada selectividad y sensibilidad [191]. A
diferencia de los biosensores, los MIPs son mas econémicos al ser mas faciles de producir,
tienen una mayor estabilidad quimica y son resistentes a condiciones extremas de
temperatura y presion. Ademas, su facilidad para adaptarse a diferentes analitos los convierte

en una tecnologia perfecta para incorporarla en multiples aplicaciones [192] [193] [194].

La implementacion de uno o mas biosensores en la elaboracion de lenguas electronicas
ha dado lugar al término de lengua bioelectrénica (BioET). Las lenguas bioelectrénicas
ofrecen un rendimiento superior al combinar las capacidades de las lenguas electrénicas para
extraer informaciéon de muestras complejas mediante selectividad cruzada con la alta

selectividad y especificidad de los biosensores. Al igual que los biosensores que las
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componen, las lenguas bioelectrénicas se han utilizado principalmente como método de
control sanitario y de calidad en alimentos [195] [196] [197]. Estas aplicaciones incluyen
biosensores para la detecciéon de patégenos capaces de producir cambios en la composicion
de productos alimentarios, asf como para la deteccion de aditivos. Otro ejemplo de aplicacion
es la industria vitivinicola, donde las lenguas bioelectrénicas se han utilizado para monitorear
el contenido de polifenoles en el vino, un indicador clave de la calidad del producto [198]
[199]. Las lenguas bioelectronicas buscan mejorar la baja especificidad de las lenguas
electronicas gracias al uso de los biorreceptores sin perder la elevada selectividad cruzada que

las caracteriza [200].
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2.5 Métodos quimiométricos

Las lenguas electronicas y bioelectronicas no estan formadas dnicamente por los
sensores que componen la red; para que estos sistemas sean considerados lenguas
electronicas, es necesario que estén conectados a un sistema de reconocimiento de patrones
o software, capaz de identificar, y clasificar las muestras analizadas. Por lo tanto, la aplicacion
de la quimiometria es el ultimo paso en el desarrollo de lenguas electrénicas, ya que
desempena un papel crucial en el analisis e interpretacion de los datos complejos generados
por los sensores y biosensores que las integran. Actualmente, existe una amplia variedad de
algoritmos matematicos y estadisticos capaces de encontrar soluciones a problemas
multivariantes complejos. De hecho, los métodos disponibles superan el centenar, lo que
hace imposible abordar cada uno de ellos en detalle. Por este motivo, en este apartado se
analizaran los métodos mas utilizados en el campo de las lenguas electrénicas, sin que esto
signifique subestimar la relevancia o el potencial de otros enfoques igualmente validos y utiles

en otros contextos especificos.

El primer paso en el andlisis de los datos registrados por una lengua electronica es el
pretratamiento de las sefales electroquimicas encargados de transformar matematicamente
las respuestas brutas en otro conjunto de respuestas. Por tanto, es fundamental
preprocesarlos adecuadamente, ya que las sefiales generadas por los sensores suelen estar
contaminadas con ruido y datos redundantes, lo que requiere corregir estas imperfecciones,
mejorar la calidad de los datos y facilitar su posterior analisis quimiométrico [201]. Existen
numerosos métodos de pretratamiento, y la eleccién del mas adecuado dependera del tipo
de sefial y de las caracteristicas especificas del problema a resolver. Entre los métodos mas
comunes se encuentran la normalizacion [202], la eliminacién de ruido mediante técnicas de
filtrado [203], la correccion de deriva [204] y la compensacion de efectos de matriz [205],
etc.... Los métodos mas utilizados en el preprocesado de datos de lenguas electronicas han
sido aquellas que permiten reducir la dimensionalidad de los datos utilizando una etapa previa

de extraccion [200].

A continuacién, detallaremos dos ejemplos del empleo de estas técnicas al
preprocesamiento de datos provenientes de técnicas como la voltametria ciclica o la
espectroscopia de impedancias, cuyas sefiales presentan una elevada complejidad y de
dimensionalidad. En el caso de las sefiales obtenidas por CV se emplean métodos de
reduccion de dimensionalidad como la transformacion wavelet (WT) [207] el modelo de
autoencoder [208] o la compresion de datos mediante kernels (KN) [209]. Por otro lado, para
la interpretacion cuantitativa de las sefiales de EIS, el preprocesado de los datos se lleva a
cabo mediante la aplicacién de circuitos eléctricos equivalentes (EEC), que describen los
procesos de transferencia electrénica en términos de elementos fisicos de un circuito
eléctrico: resistencias, capacitancias, impedancias de Warburg y elementos de fase constante
(CPE) entre otros [210] [211].
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Una vez que las sefiales han sido pretratadas adecuadamente, el siguiente paso en el
analisis quimiométrico es la aplicaciéon de métodos multivariantes, los cuales se dividen en
dos grandes categorias: supervisados y no supervisados [212] [213]. Los métodos no
supervisados, como el analisis de componentes principales (principal component analysis,
PCA) o el analisis de cluster jerarquicos (hierarchical cluster analysis, HCA) se utilizan cuando
no se posee ningun tipo de informacioén sobre las muestras. Estos métodos no solo permiten
la reduccién de la dimensionalidad de los datos originales, sino qué exploran la estructura
subyacente, identificando patrones y detectando grupos de muestras similares [214] [215].
Por otro lado, los métodos supervisados, como el analisis discriminante lineal (lineal
discriminant analysis, LDA), las maquinas de vectores de soporte (support vector machine
SVM) o las redes neuronales, se utilizan cuando se dispone de informacién previa de las
muestras. En estos casos, el objetivo no es descubrir patrones en la estructura de los datos
sino construir un modelo capaz de predecir la categoria a la que pertenece una muestra nueva
a partir de las caracteristicas extraidas de las seflales [216]. Ademads, los métodos
quimiométricos supervisados también permiten desarrollar modelos de regresion para la
prediccion de parametros como, por ejemplo, los analisis fisicoquimicos comerciales. Por
tanto, la seleccion del método quimiométrico a emplear dependera tanto del propésito del
analisis como de la disponibilidad de informacién previa. Existen numerosos métodos
quimiométricos, pero de entre ellos los mas utilizados suelen ser aquellos que se aplican en

tareas especificas de discriminacion, clasificacion o prediccion.

Entre las técnicas mas empleadas para la discriminacion de muestras se encuentran el
analisis por PCA y por LDA. El analisis de componentes principales convierte datos de alta
dimension en un espacio de menor dimension, conservando las estructuras y patrones clave
de los datos originales. Esta técnica tiene como objetivo encontrar las componentes
principales del sistema (PC), las combinaciones lineales ortogonales (no correlacionadas) de
las variables presentadas en los datos originales. Estas PC se organizan en una jerarquia clara,
en la que la primera PC captura la varianza mas alta de los datos, la segunda PC captura la
siguiente varianza inferior a la primera, y asi sucesivamente [217] [218]. Es posible representar
los datos en un espacio de dimension reducida eligiendo solo algunas de las CP principales,
lo que hace mas sencillo ver y analizar grandes conjuntos de datos al trazar los puntos de
datos en el espacio de dimension reducida en funcién de sus componentes principales, lo
que da forma al grafico de puntuaciones. Esta representaciéon proporciona una mejor
comprension de la estructura subyacente de los datos y ayuda a identificar grupos, valores

atfpicos o tendencias [219].

La PCA o analisis de componentes principales es, sin duda, una de las técnicas
multivariantes mas reconocidas y empleadas en practicamente todas las areas cientificas.
Ademas, se considera que es una de las técnicas mas antiguas dentro de este ambito. De
hecho, su origen se remonta a los trabajos de Pearson [220] o incluso a Cauchy [221]. Desde
entonces esta metodologia se ha utilizado en la discriminacién para el control de calidad de

las propiedades organolépticas de los productos alimenticios como el vino [222] o la leche
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[223], para discriminar biomarcadores organicos volatiles [224] o en la identificacién de

muestras de agua contaminadas con pesticidas [225].

La técnica LDA, por su parte, es una técnica supervisada cuyo objetivo es encontrar
una combinacién lineal que maximice la separacion entre las diferentes clases presentes en
un conjunto de datos [226]. Para ello, LDA asume que las distintas clases siguen una
distribucién gaussiana con una varianza idéntica, pero con medias distintas. El algoritmo
calcula las medias de las clases y las distribuciones conjuntas de las caracteristicas para estimar
una matriz de covarianza compartida. A partir de esta informacion, la técnica LDA proyecta
los datos en un espacio de menor dimensionalidad maximizando la distancia entre las clases
y minimizando la varianza dentro de ellas [227]. Esta técnica es ampliamente utilizada cuando
se presupone que la clasificacion de las muestras puede explicarse mediante un modelo lineal,
ya que, gracias a su capacidad para mejorar la interpretacion y la precision de los modelos,
particularmente en escenarios de alta dimensionalidad, permite la clasificacién de las muestras

con gran precision evitando el riesgo de sobre ajustar el sistema [228].

La técnica de maquina de vectores soporte (SVM) es uno de los algoritmos supervisados
de clasificacion y regresion mas potentes y robustos en multiples campos de aplicacion. Esta
técnica se basa en encontrar el hiperplano 6ptimo en el espacio que divide los puntos
correspondientes a datos de varias clases. Los hiperplanos corresponderan por tanto a una
linea en un espacio bidimensional, a un plano o a un hiperplano de dimensiones superiores
donde la distancia entre los datos mas cercanos de cada clase y el hiperplano se conoce como
margen. LLos vectores de soporte (SV) seran por tanto los puntos de los datos que definen el
margen y se encuentran mas cerca del hiperplano correspondiente a cada clase [229] [230].
Esta técnica funciona especialmente bien cuando se pretende categorizar los datos en funcion
de dos categorias en sistemas binarios gracias a la robustez del algoritmo ante valores atipicos
en la matriz original de datos, el cual no solo permite manejar relaciones lineales entre datos,
si no también relaciones no lineales mediante la aplicacién de diferentes algoritmos base

como port ejemplo la funcién radial base (radial basis funcién, RBF) [231] [232].

La técnica SVM también puede ser utilizada para resolver problemas de regresion. Los
modelos de regresion son elementos fundamentales en el procesamiento y analisis de datos
procedentes de redes de sensores. Su capacidad para identificar relaciones, hacer predicciones
y cuantificar efectos los convierte en una de las herramientas mas interesantes del analisis
quimiométrico. En el caso de la regresiéon con maquinas de soporte vectorial (SVMR, por
sus siglas en inglés) es un algoritmo de aprendizaje supervisado para resolver problemas de
regresion que, a diferencia de la regresion lineal convencional, busca identificar una funcién
no lineal que capture con precision los patrones subyacentes en los datos [233]. El objetivo
de la técnica SVMR es encontrar el hiperplano en un espacio de mayor dimensionalidad que
mejor represente la relacién entre los factores predictores y la variable de respuesta continua.
El hiperplano, que optimiza la distancia entre los puntos de datos y el hiperplano mismo,

esta sujeto a una tolerancia definida por el usuario conocida como e (épsilon). Este “tubo €”
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alrededor del hiperplano contiene la mayoria de los puntos de datos, y los puntos fuera de

este tubo incurren en una penalizacidén proporcional a su distancia del hiperplano [234].

Dentro de las técnicas predictivas, la técnica de regresion multivariante mas
ampliamente aplicada en lenguas electronicas es el analisis por minimos cuadrados parciales
(PLS). El analisis por PLS combina aspectos de la técnica de PCA y de la regresion lineal
para modelar la relacion entre un conjunto de variables predictoras y las variables de
respuesta. FEsta técnica es especialmente util cuando se trabaja con datos que presentan una
colinealidad entre las variables predictoras, un suceso comun en los datos generados por
lenguas electrénicas. El modelo predictivo se consigue extrayendo de las variables predictivas
un conjunto de factores ortogonales llamados variables latentes, las cuales son una
combinacién lineal de los predictores originales, construida de manera que maximice la
varianza explicada tanto en los predictores como en la variable de respuesta [235] [2306]. Estas
variables latentes pueden utilizarse para crear representaciones similares a las visualizaciones
del analisis de componentes principales, facilitando la discriminacién de muestras, al mismo

tiempo que se genera el modelo de regresion para la prediccion de futuras muestras [237]

La técnica PLS ha sido utilizada con éxito en la prediccion de propiedades
fisicoquimicas de muestras complejas, como la determinacién de perfiles volatiles [238] o la
prediccion de la calidad de productos como el vino [239], la cerveza [240], la leche [241] o la
miel [242] en funcién de sus caracteristicas sensoriales. Uno de los problemas mas comunes
en el uso y aplicacién de sensores en la industria es el nimero limitado de muestras que se
pueden utilizar para entrenar los sistemas de reconocimiento; sin embargo, la técnica PLS
puede funcionar bien incluso cuando el tamafio de la muestra es menor que el nimero de
variables predictoras. Un ejemplo de su capacidad para manejar un gran nimero de variables
fue su aplicacién por Fitzgerald et al., donde sefiales obtenidas de 64 sensores poliméricos se
utilizaron para determinar perfiles volatiles y fueron transformadas en un patrén de respuesta

mediante regresion por minimos cuadrados [243].

Sin importar el método quimiométrico utilizado, un aspecto fundamental para asegurar
la fiabilidad de los resultados es la adecuada validacién de estos modelos matematicos. La
validacién cruzada es el método mas comunmente empleado para este proposito, del cual
existen varias versiones en funcion del conjunto de datos con el que se trabaja [244]. Uno de
los métodos mas eficaces para evitar el sobreajuste es la validacion “leave one out”, en la cual
se entrena el modelo con todas las muestras menos una, y se utiliza la muestra excluida para
evaluar el desempefio del modelo repitiendo el proceso hasta que todas las muestras hayan
servido como prueba una vez [245]. Otra opcion es utilizar la validacion cruzada “k-fold”,
una alternativa mas eficiente, en la cual los datos se dividen en “k” subconjuntos en los cuales
el modelo se entrena y evalia “k” veces, cada vez utilizando un subconjunto diferente como
prueba [2406].

En los ultimos afios, el desarrollo de técnicas de analisis multivariante avanzadas ha

permitido abordar problemas mas complejos asociados a muestras reales como la
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colinealidad entre las variables, el desbalance de clases, el sobreajuste de los modelos o la
presencia de ruido. Entre estas técnicas destacan los algoritmos genéticos, (genetic
algorithms, GAs) [247] las redes neuronales (neural networks, NNs) [248] o los métodos de
ensamble (ensemble methods, EM) [249].

En primer lugar, los algoritmos genéticos, inspirados en los principios de la evolucion
biolégica, pueden ser aplicados para determinar la mejor combinaciéon de caracteristicas o
parametros de un modelo mediante procesos de selecciéon, mutacion y recombinacion, los
cuales permiten explorar de manera eficiente grandes matrices de datos y encontrar
soluciones 6ptimas para la optimizacion, en nuestro caso, de modelos quimiométricos [250].
En el contexto de lenguas electronicas, los algoritmos genéticos se han utilizado para la
seleccion de variables y la mejora de la metodologia experimental, mejorando asi la precision
y la fiabilidad de los modelos [247]. Un ejemplo de su aplicacién fue el trabajo realizado por
Morais et al., donde se utilizaron algoritmos genéticos para seleccionar las variables con
mayor varianza a partir de datos voltamétricos permitiendo mejorar los modelos de LDA,
facilitando la deteccién y cuantificacién de adulteraciones en muestras de café mediante un

sensor voltamétrico de bajo costo [251].

Por otra parte, los sistemas basados en redes neuronales estan ganando popularidad en
el analisis de datos, gracias a su capacidad para modelar relaciones no lineales y manejar datos
de alta dimensionalidad. Las redes neuronales artificiales (ANNs) simulan el funcionamiento
del cerebro humano mediante capas de neuronas (nodos) interconectadas, que procesan la
informacién de manera distribuida y paralela [252]. Por lo general, las ANNs contienen una
capa de nodos de entrada, una capa de nodos de salida y una serie de “capas ocultas” entre
las dos (Figura 2.4). Para la mayorfa de las tareas, las ANN transmiten informacién hacia
adelante conformando lo que se conoce como una red neuronal de propagacion, lo que
significa que la informacién de cada nodo de la capa anterior se transmite a cada nodo de la
siguiente capa, se transforma y se transmite hacia la siguiente [253]. Cada capa de una ANN
puede contener cualquier numero de nodos; sin embargo, el numero de nodos que se
encuentra dentro de la capa de salida generalmente corresponde al nimero de clases que se
predicen, por ejemplo, un solo nodo con una activacioén sigmoidea para la clasificacion

binaria o una funcién de activacién lineal si el objetivo es la regresion [254] [255].
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Figura 2.4. Estructura de una red neuronal multicapa de propagacion hacia adelante.

Finalmente, los métodos de ensamblado son procedimientos de aprendizaje estadistico
y computacional que se basan en el comportamiento de aprendizaje social humano buscando
varias opiniones antes de tomar una decision crucial. Algunos ejemplos de estas técnicas son
los bosques aleatorios conocidos como “Random Forest”, o las metodologias de “Bagging”,
“Boosting” y “Stacking”, que utilizan varios modelos individuales los cuales trabajan en
conjunto al promediar, ponderar o apilar los resultados, logrando una mayor robustez frente
a los nuevos datos que se introduzcan en el sistema al reflejar mejor la variabilidad presente
en las muestras [256] [257]. Hoy en dfa, los métodos de ensamblado representan una de las
principales lineas de investigacién actuales en machine learning. Los estudios empiricos han
demostrado que, tanto en problemas de clasificacion como de regresion, las clasificaciones y

predicciones mejoran respecto de los métodos multivariantes individuales [258] [259] [260].

En resumen, el uso de técnicas quimiométricas es esencial en el analisis de datos
generados por lenguas electronicas y bioelectronicas. Desde el pretratamiento de las sefiales
hasta la validacién y optimizacion de los modelos, el analisis multivariante ofrece un conjunto
de herramientas poderosas para extraer informacion relevante de los datos complejos y
garantizar la precision y fiabilidad de los resultados mejorando el rendimiento de las lenguas

electronicas en aplicaciones cada vez mas sofisticadas.
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2.6 Aplicacion de lenguas electronicas en la industria lactea

La industria lactea es un sector clave tanto a nivel mundial como nacional debido a su
importancia en la dieta diaria de millones de personas por el alto valor nutricional de la leche.
A nivel global, el mercado de los productos lacteos ha mostrado un crecimiento estable en
los dltimos afios, con un aumento significativo en la producciéon y consumo, especialmente
en economias emergentes como China e India [261] [262]. En Espafia, la industria lactea
representa una parte importante del sector agroalimentario, tanto en términos de produccion
como de exportacion, con un enfoque particular en productos como la leche, el queso y los
yogures. Sin embargo, con el incremento de la produccion y la globalizacion de los mercados,
también han aumentado los desafios relacionados con el control de calidad en la industria
lactea [263] [264].

La leche se define como “la secrecién mamaria natural de los mamiferos, producida
para satisfacer las necesidades nutricionales de sus crfas”. En términos generales, la leche es
un liquido altamente nutritivo que contiene una mezcla compleja de macronutrientes y
micronutrientes esenciales. La leche de vaca, la mas consumida a nivel mundial, esta
compuesta aproximadamente por un 87% de agua, 3-4% de grasa, 3-3.5% de proteinas
principalmente caseina y proteinas del suero, 4.8% de carbohidratos en su mayoria lactosa, y
alrededor de 0.7% de minerales, como el fésforo, el calcio y el magnesio. Ademas, la leche
contiene vitaminas liposolubles e hidrosolubles como la vitamina A, la B2, la B12, la vitamina
D, y la E, ademas de enzimas y hormonas en pequefias cantidades[265] [266]. Esta

composicion la convierte en uno de los liquidos mas complejos de la industria alimentaria.

Ademas, la leche es un producto altamente susceptible a la contaminacién microbiana
y a la adulteracion, lo que hace que sea un reto significativo garantizar la seguridad
alimentaria. El control de calidad lechero se basa en la determinaciéon de una serie de
parametros fisicoquimicos que garantizan su idoneidad para el consumo y su procesamiento
industrial. Entre las técnicas mas comunes para evaluar estos parametros se incluyen el
analisis de la composicion de grasa, proteinas y lactosa mediante métodos como la
espectroscopia infrarroja, el analisis de acidez titulable para determinar su frescura, y la
densidad mediante equipos de densimetria conocidos como lactémetros. Por otra parte,
también se utiliza la crioscopia para detectar la presencia de agua afiadida, y la conductividad
eléctrica para estimar la cantidad de sales y determinar la calidad higiénica del producto.
Mientras que la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la espectrometria de masas
(MS) se utilizan para la deteccion de adulteraciones y contaminantes especificos, como los
antibidticos y otros residuos quimicos [267] [268]. Estos procedimientos suelen ser lentos,
costosos y, en muchos casos, requieren que las muestras sean enviadas a laboratorios para
analisis off-line. Ademas, debido a la naturaleza perecedera de la leche, existe el riesgo de que
las muestras se deterioren o alteren durante el transporte, comprometiendo los resultados de

los analisis.
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En este contexto, las lenguas electrénicas han surgido como una tecnologia innovadora
pensada para mejorar significativamente el control de calidad en la industria lictea. Tal y
como se ha presentado anteriormente, estos dispositivos a diferencia de los métodos
tradicionales permiten analizar mas de un parametro a la vez incluso en tiempo real,
ofreciendo una solucién mucho mas eficiente para detectar cambios en la composicion global
de las muestras, bien sea por envejecimiento, adulteraciones o contaminaciones. Ademas,
estas tecnologfas son capaces de procesar grandes volumenes de datos y pueden integrarse
facilmente en las lineas de produccion para el monitoreo continuo, lo que representa un gran

avance para la modernizacién de los sistemas de control de calidad en la industria [241].

Las primeras aplicaciones de lenguas electrénicas en el control de calidad lechero datan
de la década de los noventa. En 1995, Toko y colaboradores demostraron que un sensor
electrénico podia correlacionar con gran precision las propiedades organolépticas de la leche
con los procesos de degradacion proteica, algo solo conseguido hasta entonces por paneles
de catadores expertos [269]. Posteriormente, en 1996, el mismo dispositivo fue utilizado para
discriminar muestras de leche sometidas a distintos tratamientos de calentamiento,
permitiendo diferenciar con éxito entre diferentes tiempos de procesado imperceptibles para
los paneles humanos [270]. Otro avance importante fue logrado por Yamada en 1997, al
demostrar que la lengua electrénica que diseflaron era capaz de detectar ligeras variaciones
en la leche inducidas por la homogenizacién de los glébulos de grasa segun los cambios de
presion a los que eran sometidas las muestras. un proceso en el que los cambios en la presion
afectan a la distribucion del tamafo de los glébulos de grasa [271]. Estos estudios pioneros
marcaron un hito en la aplicaciéon de sistemas basados en lenguas electronicas en la industria

alimenticia, abriendo el camino para su uso en el control de calidad moderno.

Desde entonces, diferentes tipos de lenguas electronicas han sido desarrolladas para el
analisis de productos lacteos (Tabla 2.2). Winquist et al. Presentaron en 1998 la que es
considerada la primera lengua electronica voltamperométrica; la cual permitia en funcién de
las técnicas y electrodos utilizados obtener informacién sobre diferentes aspectos de la
muestra como el deterioro de la calidad de la leche durante su almacenamiento a temperatura
ambiente debido al crecimiento microbiano [272]. Otro ejemplo de aplicacion de una lengua
electronica voltamétrica en la identificacion y clasificaciéon de muestras de leche segun su
tiempo de almacenamiento fue el sistema desarrollado por Wei y colaboradores, quienes
utilizaron electrodos y voltametria de pulso rectangular multifrecuencia (MRPV) y de pulso
escalonado (MSPV), en el analisis de las muestras llegando a predecir el recuento bacteriano

y la viscosidad mediante técnicas avanzadas como SVM [273]
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Tabla 2.2: Lenguas electronicas aplicadas en la industria lactea.

Sensor Quimiometria Aplicacion Referencia
Potenciometria ~ Membranas PCA Descripcion cuantitativa [270]
lipidicas del sabor de la leche.
Membranas PCA Discriminaciéon de leches [271]
lipidicas segun proceso de
homogenizacion.
ISEs PCA, ANN Clasificacion de las leches [274]
segiin marca y origen.
ISEs flujo PCA, SVM Clasificacion de leches [275]
continuo segun contenido graso y
origen.
Electrodos de PLS Discriminacion entre [2706]
estado solido tiempos de fermentacion y
prediccion de moléculas
volatiles.
ISEs PCA, SIMCA, Discriminacion entre [277]
LDA leches de vacas sanas y
afectadas con mastitis.
Transistor de PLS, PCA Estimacion del sabor [278]
Efecto de amargo de hidrolizados de
Campo proteinas lacteas
Cristales de PCA Discriminacién de quesos [279]
cuarzo elaborados a partir de
leche entera, cruda y
pasteurizada
Membranas PCA,LDA  Determinacién de mezclas [280]
poliméricas de leche bovina y caprina
lipidicas
Electrodos de PCA, PLS Discriminacion del [281]
estado sélido envejecimiento y la
relacion proteina-grasa en
el queso Cheddar
Membranas PCA, LDA, Discriminacién de [282]
poliméricas productos lacteos segun el

lipidicas

tipo de leche.
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Voltametria Au, It, Pd, Pt PCA, PLS, Monitoreo del deterioro [283]
y Rh ANN de la calidad de la leche en
el tiempo.
Auy Pt Wavelets, PCA  Monitoreo del crecimiento [284]
bacteriolégico
Au, Pt, Ag, Pd PCA, PLS,LS-  Deteccién de residuos de [285]
y Ti SVM antibiéticos en leche
bovina
Au, Pty Rh PCA Discriminacion entre [280]
leche desnatada y leche en
polvo desnatada
Au, Ag, Pty  PCA, PLS,LS-  Monitoreo de la calidad y [273]
Pd SVM tiempo de
almacenamiento de leche
pasteurizada.
Au, Ag, Pty ANOVA, Monitoreo de los procesos [287]
Pd PCA, SMV, de fermentacién y
PLS almacenamiento de yogur
Au, Agy Pt~ PCA, PLS-DA Clasificacion de leche [288]
seglin su marca comercial.
Polipirrol PCA Discriminar muestras de [289]
(PPy) leche adulterada con agua
Polipirrole PCA Discriminacion de la leche [290]
(PPy) adulterada con sacarosa
Auy azul de PCA Discriminacion en funcion [291]
Prusia del procesado o
adulteraciones.
Impedancia Quitosano ML Diagnosticar mastitis [291]
bovina a partir de
muestras de leche
Nanofibras PCA Deteccion de tetraciclina [292]

conductoras

en leche.
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Los sensores potenciométricos también se han utilizado para monitorizar procesos de
envejecimiento de muestras de leche pasteurizada y UHT. Se desarrollé una red de sensores
capaces de discriminar de forma fiable entre leche fresca y estropeada, asi como de seguir el
deterioro de la calidad de la leche cuando esta se almacena a temperatura ambiente [293]. Por
otro lado, los sistemas potenciométricos también han demostrado ser efectivos para la
clasificacion de la leche segtin su contenido graso y/o su origen. Un caso relevante fue el uso
de una red miniaturizada de sensores potenciométricos de estado solido en la determinacion
de diferencias entre muestras de leche segun su marca comercial y su contenido graso [294].
En este estudio, las sefiales de la lengua electronica fueron analizadas utilizando un modelo
de red neuronal de maquina de vectores de soporte sin etapa de preprocesamiento, logrando

una tasa de clasificacion superior al 97%.

Por otra parte, los sistemas impedimétricos han sido los menos utilizados en los
controles de calidad de los productos lacteos, siendo sus principales aplicaciones la deteccion
de contaminantes microbiolégicos [81]. Un ejemplo de aplicacién de este tipo de lengua
electronica es la deteccion de bacterias en la leche donde se determiné como los cambios de
impedancia dependian directamente de la cantidad de microorganismos presentes en la
muestra, permitiendo monitorizar de forma precisa la proliferaciéon bacteriana, un aspecto
particularmente importante para evitar la distribucién de productos que podrian haberse

malogrado durante el almacenamiento o el transporte [295].

Si hablamos de las principales aplicaciones de estos sistemas en la industria lactea, es
importante destacar su eficacia en la detecciéon de contaminaciones y adulteraciones en
muestras de leche, uno de los problemas recurrentes del sector. Los agentes antimicrobianos
como los antibidticos se administran rutinariamente a los animales tanto por razones
terapéuticas como profilacticas. Sin embargo, el paso de antibiéticos a la leche de animales
medicados influye en la calidad de la leche cruda y dichos residuos constituyen un riesgo
potencial para el consumidor, causando alergias y creando una posible resistencia de los
microorganismos a los antibidticos introducidos [296] [297]. En este sentido se desarroll6
una lengua electrénica voltamperométrica para detectar seis residuos de antibiéticos en la
leche bovina: eritromicina, cloranfenicol, sulfato de neomicina, sulfato de kanamicina,
clorhidrato de tetraciclina y sulfato de estreptomicina. Las muestras enriquecidas en estos
residuos no solo fueron clasificadas mediante PCA, sino que se desarrollaron modelos de
regresion para futuras muestras [285]. Otros trabajos utilizaron la técnica de EIS en
microelectrodos interdigitados modificados con nanofibras de poliamida 6/polianilina
(PAG/PANI) para detectar residuos de tetraciclina (TC) en muestras de leche entera y
desnatada [292].

De la misma manera, la calidad de la leche que se introduce en la planta lechera debe
ser controlada desde un punto de vista microbiolégico. La mastitis bovina, una enfermedad
infecciosa que afecta a la glandula mamaria, es una de las mayores preocupaciones de

producciéon en la industria lechera, debido al alto costo asociado con la pérdida de
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rendimiento y la leche descartada. La leche con mastitis contiene tanto patdégenos como
toxinas bacterianas; por lo tanto, su consumo aumenta el riesgo de ingestion y transmision

de patdgenos e ingestion de toxinas [298] [299].

En los sistemas de ordefio robodtico, la deteccidon de mastitis se realiza actualmente
mediante una combinacién de inspeccion humana de los animales, conductividad eléctrica y
analisis de los cambios en la producciéon de leche [300]. Sin embargo, Coatrini-Soares y
colaboradores fueron capaces de aplicar una lengua electrénica basada en espectroscopia de
impedancia para el diagndstico de mastitis bovina en muestras de leche, el sistema fue capaz
de distinguir entre la leche de una vaca infectada, una vaca en tratamiento y una vaca sana
con una precision del 100 %; para ello se utilizaron sensores optimizados con peliculas
nanoestructuradas demostrando la eficacia de estos sistemas en resolver problemas reales de

la industria lactea [301].

La adulteracién de 1a leche de cabra con leche de vaca también es bastante frecuente,
debido a las fluctuaciones estacionales de la produccion de leche de cabra y a su mayor precio.
Por lo tanto, es importante establecer y validar metodologias faciles y confiables que puedan
usarse para detectar este tipo de adulteraciones. Aunque en los tltimos afios se han propuesto
diferentes métodos como HPLC o ensayos inmunoldgicos para detectar este tipo de
practicas, estos analisis requieren mucho tiempo, equipo especializado y personal calificado
[280] [302]. Por este motivo, desarrollar lenguas electrénicas que se puedan utilizar de una
manera simple, rapida y econémica es de gran importancia. En algunos trabajos se han
aplicado redes de electrodos potenciométricos en la determinacién de adulteraciones de leche
caprina mezclada con bovina [280]. El modelo de analisis discriminante lineal (LDA) aplicado
pudo discriminar entre grupos de leche cruda descremada (vaca, cabra y cabra/vaca) con una
especificidad y sensibilidad generales del 97% y el 93 %, en cada caso. En otros trabajos, se
utilizaron técnicas de preprocesamiento de datos avanzadas, como el analisis de
componentes principales por kernels (KPCA) y “extreme learning machine” (ELM), para la

determinacion cuantitativa de adulteracién de leche caprina [303].

No obstante, el método mas comun para adulterar la leche es, sin duda, su dilucién con
agua. Posteriormente, se aflade urea para incrementar el indice de sélidos no grasos (SNF) y
darle un aspecto mas concentrado. Dependiendo de la cantidad de agua afiadida, se ajusta la
concentracién de urea para que la gravedad especifica de la leche adulterada sea similar a la
de la leche natural, de manera que el lactémetro no detecte ninguna diferencia. En muchos
casos, los productores afiaden agua a la leche para aumentar su volumen, lo que diluye su
valor nutricional y por otra parte, compromete la seguridad del producto dado que
concentraciones excesivas de urea en la leche pueden resultar toxicas [304] [305]. Varios
estudios han afrontado el reto de aplicar sistemas de redes de sensores a la cuantificacion de
urea en leche mediante la utilizaciéon de sistemas de espectroscopia de impedancias
combinado con LDA [300], sistemas voltamétricos basados en microbalanzas de cristal de

cuarzo [307] o el desarrollo de modelos de clasificacion a partir de senales voltamétricas
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mediante analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (NPLS-DA) [308] entre

otros.

La discriminacién y clasificacion de la leche segtn su origen y tipo comercial son otras
de las areas de aplicacién en las cuales las lenguas electrénicas han demostrado un gran
potencial. Debido a las variaciones en la composicién nutricional de la leche entre distintas
razas de vaca, asi como a las diferencias en los procesos de produccion y almacenamiento, es
posible que dos muestras de leches comercializadas bajo el mismo nombre presenten

diferencias significativas en sabor, textura y composicion nutricional [309].

En un estudio, se utilizé una lengua electrénica potenciométrica basada en electrodos
selectivos (ISE) para el andlisis cualitativo de muestras procedentes de varias marcas de leche,
utilizando productos con diferentes fechas de comercializacion. Los valores de potencial
obtenidos de estos sensores potenciométricos se procesaron mediante PCA y posteriormente
redes neuronales artificiales (ANN), permitiendo una clasificacién de elevada precision [275].
Otros enfoques de lenguas electronicas potenciométricas y su aplicacion en la clasificacion
de productos lacteos segun el tipo de leche utilizada en su produccién emplearon redes
integradas de electrodos de estado sélido basados en membranas de PVC, y sensores
preparados mediante diferentes tipos de membranas poliméricas lipidicas acoplados a un
software de procesado de datos basado en microcontroladores y un procedimiento de

transformacion ortogonal, para reconocer productos lacteos segin sus marcas [310].

Por otra parte, existen muy pocos ejemplos de lenguas bioelectronicas especificamente
dedicadas al analisis de la leche en la literatura cientifica. Aunque se han estudiado numerosos
tipos de biosensores individuales aplicados en la determinacién de compuestos de interés
como la lactosa, glucosa y galactosa, utilizando enzimas como la B-galactosidasa (3-Gal)
[188], la galactosa oxidasa (GaOx) [312] y la glucosa oxidasa (GOx) [311], la inmovilizacién
de multiples enzimas en un unico soporte que mantengan su capacidad electrocatalitica
todavia se mantiene como un desafio, limitando el desarrollo de lenguas bioelectrénicas en
la industria lactea. Sin embargo, el uso de nanomateriales podria ofrecer una solucién a este
problema, facilitando las reacciones electrocataliticas de las enzimas y permitiendo su
correcta inmovilizaciéon en la superficie de electrodos con propiedades electroquimicas
mejoradas [313].

Algunos ejemplos de lenguas bioelectrénicas modificadas con nanomateriales aplicadas
a la industria lactea incluyen sistemas basados en sensores voltamétricos modificados con
peliculas nanoestructuradas [314] y nanohilos de plata [315], una lengua potenciométrica con
sensores modificados con nanoparticulas y ftalocianinas [316], o lenguas impedimétricas que
emplean nanofibras electro hiladas [317] o nanofibras de polimeros conductores depositadas
sobre electrodos interdigitados para detectar tetraciclina en muestras de leche [292]. Estas
innovaciones subrayan el potencial de los nanomateriales para mejorar la capacidad de

deteccion y funcionalidad de las lenguas bioelectronicas en este sector.
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En conclusion, las lenguas electréonicas proponen un nuevo método para el control de
calidad en la industria lactea capaz de proporcionar medidas rapidas y precisas para detectar
una amplia gama de contaminantes, adulterantes y variaciones en la composiciéon de los
productos lacteos. A medida que la tecnologia continda avanzando, con mejoras en la
miniaturizacion de los dispositivos, el uso de nanomateriales para aumentar la sensibilidad y
la integracion de técnicas de “machine learning” para el analisis de datos, se espera que las
lenguas electrénicas jueguen un papel cada vez mas importante en la mejora de la seguridad

alimenticia y la calidad de los productos lacteos a nivel global.
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Capitulo 3

Resultados

En este capitulo se presentan cinco articulos, resultado del trabajo de investigacion
realizado durante esta tesis doctoral, enfocados en el desarrollo de lenguas electronicas para
el analisis de la calidad de la leche. A lo largo de estos estudios se abordan temas
fundamentales para la industria lactea, como la preservacion de las muestras, la deteccion de
adulteraciones y la caracterizacion nutricional. Los trabajos incluyen desde sistemas sencillos
basados en electrodos comerciales hasta dispositivos avanzados que combinan sensores
electroquimicos modificados con nanomateriales y enzimas, mostrando cémo la aplicacion
de técnicas quimiométricas y el procesamiento de datos multivariantes permiten mejorar la

precision y sensibilidad en el control de calidad lactea.

This chapter presents five articles resulting from the research conducted during this
doctoral thesis, focused on the development of electronic tongues for milk quality analysis.
Throughout these studies, key issues for the dairy industry are addressed, such as sample
preservation, adulteration detection, and nutritional characterization. These works cover
from simple systems based on commercial electrodes to advanced devices that combine
electrochemical sensors modified with nanomaterials and enzymes, demonstrating how the
use of chemometric techniques and multivariate data processing enhances precision and

sensitivity in dairy quality control.
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Introduccidon

En este capitulo se presenta una selecciéon de articulos publicados en revistas
internacionales como resultado del trabajo de investigacion realizado durante los estudios de
doctorado dentro del grupo UVaSens en la Universidad de Valladolid. Los articulos aparecen

en el siguiente orden:

Articulo 1 “Impact of milk preservation in the classification and

prediction capabilities of a voltammetric electronic tongue”

Articulo 2 “Analysis of milk adulteration by means of a potentiometric

electronic tongue”

Articulo 3 “Analysis of Milk Using a Portable Potentiometric Electronic

Tongue Based on Five Polymeric Membrane Sensors”

Articulo 4 “Bioelectronic tongue dedicated to the analysis of milk using
enzymes linked to carboxylated-PVC membranes modified

with gold nanoparticles”

Articulo 5 “A new data analysis approach for an AgNPs-modified

impedimetric bioelectronic tongue for dairy analysis”

A lo largo de los cinco articulos presentados, se explora el desarrollo y evolucion de
sensores electroquimicos para el analisis de la calidad de la leche, abordando desde la
utilizacién de sistemas sencillos formados por redes de electrodos comerciales hasta la
implementaciéon de dispositivos de elevada complejidad en los que se emplean sensores
electroquimicos modificados con nanomateriales y enzimas, combinados con métodos
avanzados de estadistica multivariante para el procesamiento de los datos generados. Estos
trabajos comienzan con la necesidad de establecer protocolos fiables de conservacion de las
muestras de leche para su posterior analisis con lenguas electronicas, abarcando desde la
deteccion de adulteraciones hasta la caracterizacion detallada de la composicién nutricional
de muestras comerciales, utilizando sistemas de creciente complejidad técnica y analitica en

cada uno de los estudios presentados.

El primer trabajo que se presenta aborda un aspecto crucial para la industria lactea: la
preservacion y almacenamiento de la leche, un tema vital para garantizar la reproducibilidad
y precision en los analisis electroquimicos. Este estudio se centra en la evaluacion del impacto
que tienen las técnicas de preservacion en la capacidad predictiva del sistema, utilizando una
lengua electrénica voltamétrica formada por tres electrodos serigrafiados comerciales (C-
SPE, PB-SPE, NiO-SPE) para evaluar los efectos de diferentes métodos de almacenamiento
y preservacion de la leche, como la congelacién, el uso de azidiol, un compuesto
bacteriostatico ampliamente utilizado en la industria lactea; asi como la manipulacién de las

muestras mediante sonicacion y dilucién en agua de forma previa a su analisis con la lengua




RESULTADOS | 49

electronica. Este trabajo presenta una primera aproximacion en el desarrollo de un sistema
multisensor de analisis electroquimico aplicado en leche, destacando la importancia de

estandarizar los protocolos de almacenamiento para asegurar la calidad de los resultados.

El segundo articulo se enfoca en el desarrollo de un sistema para la deteccion de
adulteraciones en leche, una problematica relevante en la industria lactea. En este trabajo se
emplea una lengua electrénica potenciométrica basada en sensores de membrana polimérica,
disenados para detectar variacion de la composiciéon global de la leche y discriminar entre
muestras puras y adulterada. Las adulteraciones estudiadas incluyen la dilucién con agua, la
mezcla de leche caprina con bovina, y la presencia de residuos de medicamentos utilizados

en el tratamiento de la mastitis bovina.

La lengua electrénica utilizada se compuso de 20 sensores potenciométricos cuyas
membranas contienen plastificantes y aditivos que permiten aumentar la sensibilidad frente
a pequefias variaciones en la disolucion. Los valores de potencial de los sensores se analizaron
mediante PCA y regresion por PLS, permitiendo correlacionar las respuestas de los sensores
con parametros fisicoquimicos medidos por métodos tradicionales como el contenido graso,
proteico o de lactosa. Este trabajo destaca la capacidad de los sensores de estado sélido
basados en membranas poliméricas para realizar un andlisis rapido de adulteraciones en leche,
lo cual tiene un gran potencial para aplicaciones industriales debido a su bajo coste y

simplicidad operativa.

En el tercer articulo, se plantea el desafio de miniaturizar y simplificar el sistema de
veinte sensores utilizados en el articulo anterior, sin comprometer su capacidad para evaluar
parametros nutricionales y de calidad en la leche. Para ello se aplicaron algoritmos genéticos
combinados con un analisis por minimos cuadrados parciales, para seleccionar aquellos
sensores que aportaban mas informacién en la discriminacion de cambios en la composicion
de las muestras. Asi mismo, se analiza la capacidad de cada uno de los sensores para predecir
diferentes parametros fisicoquimicos teniendo en cuenta los valores determinados por
técnicas tradicionales. Igualmente se trata de disminuirla redundancia de informacién y
facilitar su implementacion en entornos industriales. Una vez elegidos los sensores que
conformarfan la red final, se utilizaron técnicas de reducciéon de dimensionalidad y analisis

multivariante, como PCA y SVM, para garantizar el correcto funcionamiento del sistema.

El cuarto articulo introduce un salto en complejidad técnica, presentando un sistema de
lengua bioclectronica que combina biosensores enzimaticos con nanomateriales,
especificamente nanoparticulas de oro, para mejorar la selectividad y sensibilidad en la
deteccion de compuestos nutricionales clave en la leche. Las enzimas utilizadas incluyen
galactosa oxidasa, lactato deshidrogenasa y ureasa, todas inmovilizadas en membranas de
PVC modificadas con nanoparticulas de oro, lo que aumenta significativamente la eficiencia
de deteccion electroquimica de compuestos como la galactosa, acido lactico y urea. Ademas,
se utilizaron modelos avanzados de procesamiento de datos, como SVM y metodologias de

ensamble, para optimizar la clasificaciéon de las muestras segiin su denominacion comercial,
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as{ como para establecer modelos de prediccion de los principales parametros fisicoquimicos
del control de calidad lechero. Este enfoque no solo mejor6 la precision de los anilisis,
permitiendo la discriminacién de hasta doce tipos de leche con distintas composiciones
nutricionales, sino que demostré la capacidad de los métodos de ensemble de mejorar los

resultados de clasificacion y prediccion obtenidos con lenguas electronicas.

Finalmente, el quinto estudio continda con la progresion en el desarrollo de sistemas
multisensores de mayor complejidad, introduciendo una lengua bioelectronica impedimétrica
mejorada con AgNPs y enzimas especificas, disefiada para la caracterizaciéon de muestras de
leche. A diferencia de los métodos electroquimicos anteriores, esta técnica permite medir
tanto especies electroactivas como no electroactivas en la leche, lo que amplia su capacidad
de deteccion. Los sensores se basaron en microelectrodos interdigitados (IDE) sobre los
cuales se inmovilizaron por adsorcion fisica y crosslinking AgNPs y enzimas (glucosa
oxidasa, galactosa oxidasa y ureasa) para mejorar la transferencia de electrones en la superficie
del transductor y aumentar la especificad del sistema hacia moléculas de interés
respectivamente. Ademads, los datos de espectroscopia de impedancias fueron analizados
mediante el sistema de circuitos equivalentes. Los valores de capacitancia y resistencia a la
transferencia as{ obtenidos se utilizaron como informacién para realizar analisis por PCA y
SVM, permitiendo la clasificaciéon de las muestras y la prediccion precisa de valores

nutricionales como el contenido proteico, graso y de lactosa.

En conjunto, estos estudios reflejan las aportaciones realizadas por esta tesis al avance
en el desarrollo de lenguas electronicas aplicadas a la industria lactea, desde el establecimiento
de protocolos de conservaciéon de muestras para su analisis electroquimico, la deteccién de
adulteraciones y la caracterizaciéon de su composicién nutricional, dos puntos criticos del
control lechero, hasta el desarrollo de dispositivos altamente especializados que combinan
materiales avanzados con biorreceptores de elevada especificidad. Los trabajos presentados
en estos cinco articulos no solo buscan mejorar la precision y sensibilidad de los diferentes
sensores electroquimicos desde la perspectiva de la ciencia basica, sino que también estan
concebidos desde un enfoque practico para su aplicacion en la industria lactea, lo que subraya

la relevancia de estos desarrollos para garantizar la calidad y seguridad en el sector.
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3.1 Articulo 1 “Impact of milk preservation in the
classification and prediction capabilities of a voltammetric

electronic tongue”

La preservacion y almacenamiento de la leche es un aspecto crucial en la industria lactea,
no solo para garantizar su calidad, sino también para asegurar que los métodos de analisis
empleados sean confiables y reproducibles. I.a leche es una matriz compleja compuesta por
grasas, proteinas y otros compuestos que tienden a degradarse con rapidez, especialmente
cuando no se almacenan adecuadamente. Este proceso de degradacion afecta directamente
la capacidad de los métodos electroquimicos, como las lenguas electronicas voltamétricas
para ofrecer resultados precisos y consistentes. Las lenguas electronicas han demostrado ser
herramientas prometedoras en la clasificacion y prediccion de los valores nutricionales de la
leche, sin embargo, las condiciones de almacenamiento previas a su analisis, como la
congelacion o el uso de conservantes, pueden modificar las propiedades electroquimicas de

la leche, afectando la precisién de los resultados obtenidos.

Por lo tanto, para poder implementar lenguas electrénicas en la industria lactea, es
necesario desarrollar protocolos de muestreo y almacenamiento que eviten cambios
significativos en la composiciéon de las muestras de leche y que al mismo tiempo no
interfieran con las mediciones electroquimicas. Por ejemplo, la congelacién de la leche es un
método comun para su almacenamiento, pero puede inducir la formacién de cristales de
hielo y la separacion de fases, lo que afecta la respuesta de los sensores. De igual forma, el
uso de conservantes como el azidiol es efectivo para prevenir el crecimiento microbiano,
pero no detiene completamente la actividad enzimatica, lo que lleva a cambios en la
composicion de la leche a lo largo del tiempo y puede producir también alteraciones de la

sefial electroquimica.

El objetivo de este estudio es investigar el impacto de los métodos de almacenamiento
y preservacion mas comunes en la industria lactea, en la capacidad de clasificacion y regresion
de un sistema voltamétrico de lengua electronica, optimizando y estandarizando los
protocolos que permitan una mayor reproducibilidad y precision de las medidas,
garantizando al mismo tiempo que la composicion original de la leche no se vea
significativamente alterada. Para ello se evaluaron los efectos de dos técnicas de preservacion,
la congelacién y el uso de azidiol, asi como el efecto de la dilucién y sonicacién de las

muestras, en las respuestas de los sensores voltamétricos.

La lengua electrénica utilizada en este trabajo consistié en tres sensores voltamétricos
serigrafiados comerciales, con diferentes materiales sensibles inmovilizados en su superficie.
Los materiales que componian los electrodos fueron: carbono (C-SPE), azul de Prusia (PB-
SPE) y nanoparticulas de 6xido de niquel (NiO-SPE), lo que aseguraba la selectividad

cruzada en la red de sensores al proporcionar distintas respuestas electroquimicas a los
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diferentes componentes de las muestras de leche. Se analizaron un total de 180 muestras de
leche cruda de 20 vacas individuales, cuya composicion se determindé mediante técnicas
tradicionales, evaluando parametros fisicoquimicos como el contenido de grasa, proteinas,
urea, acido B-hidroxibutirico (BHB) y el conteo de células somaticas (CCS). Antes de los
analisis, las muestras de leche se sometieron a distintos métodos de preservacion: congelacion
a -20°C, adicién de azidiol y almacenamiento a 4°C. Ademas, se determinaron los efectos de
la dilucién con agua y la sonicaciéon para reducir el ensuciamiento de la red debido a la
precipitacién de grasas y proteinas en la superficie de los electrodos. Todas las muestras

fueron analizadas en el momento de su entrega y tras siete dias de almacenamiento.

Los resultados obtenidos revelaron que la congelacion es el método mas eficiente para
preservar la leche destinada a su analisis mediante lenguas electrénicas voltamétricas. Las
muestras congeladas y luego descongeladas mostraron una pérdida minima en la definicién
de los picos electroquimicos, lo que permitié obtener respuestas reproducibles entre alicuotas
de la misma vaca. Las muestras preservadas con azidiol presentaron una mayor variabilidad
en las respuestas de los sensores, especialmente después de siete dias de almacenamiento. La
PCA mostré como las muestras de leche almacenadas bajo diferentes condiciones formaban
agrupaciones claras, lo que indica que los métodos de preservacion alteran la composicion
de la leche vy, por tanto, su senal electroquimica. En particular, las muestras congeladas y
luego sonicadas para resuspender las micelas de grasa mostraron una mayor homogeneidad
en su distribucién en comparaciéon con el resto de las metodologfas, sugiriendo un menor

impacto del almacenamiento en la sefial voltamétrica.

Ademas, se utiliz6 un modelo de regresion SVM para predecir los parimetros
fisicoquimicos de técnicas tradicionales en las muestras analizadas utilizando los datos
registrados con la lengua electrénica. El modelo mostrd una alta correlacion entre las sefiales
obtenidas por la red de sensores y los valores determinados mediante métodos tradicionales,
con coeficientes de correlaciéon por encima del 0.9 para la mayoria de los parametros
evaluados. Los bajos valores de los errores de prediccién indicaron que la lengua electronica
era capaz de proporcionar estimaciones precisas del contenido de grasa, proteinas, urea, CCS
y BHB en una sola medida. El contenido de grasa fue el parametro que se determiné con
mayor precision, lo que se atribuye a la influencia directa de los 4cidos grasos y la viscosidad

en la respuesta de los sensores.

Este estudio demuestra que la elecciéon del método de preservacion es crucial para
garantizar la precision de los resultados obtenidos mediante lenguas electronicas en el analisis
de muestras de leche. La congelacion y posterior sonicacion de las muestras se identifico
como el método mas eficiente para minimizar el ensuciamiento de los electrodos y preservar
la integridad de la leche. Por otro lado, aunque el uso de azidiol fue eficaz para prevenir el
crecimiento microbiano, no detuvo completamente los cambios en la composicién global de
la leche, lo que afecta las mediciones electroquimicas a largo plazo. Ademas, el uso de la

lengua electrénica permitié discriminar con precision muestras de leche de vacas individuales
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y predecir parametros fisicoquimicos, demostrando que la estandarizacion de los protocolos
de almacenamiento es clave para asegurar la reproducibilidad y precisién de estos sistemas

en su implementacion en la industria lactea.

Este articulo fue publicado en Sensors and Actuators B: Chemical, Volumen 393, C.
Salvo-Comino, C. Perez-Gonzalez, P. Martin-Bartolome, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-
Cabezon, M.L. Rodriguez-Mendez. Impact of milk preservation in the classification and
prediction  capabilities of a  voltammetric electronic  tongue, 134138, doi:
https://doi.org/10.1016/j.snb.2023.134138, Copyright Elsevier (2023).

This article was published in Sensors and Actuators B: Chemical, Volume 393, C. Salvo-
Comino, C. Perez-Gonzalez, P. Martin-Bartolome, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezon,
M.L. Rodriguez-Mendez. Impact of milk preservation in the classification and prediction
capabilities of a voltammetric electronic language, 134138,

https://doi.org/10.1016/j.snb.2023.134138, Copyright Elsevier (2023).
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3.2 Articulo 2 “Analysis of milk adulteration by means of

a potentiornetric electronic tongue”

La adulteracion de la leche es otro problema de gran relevancia en la industria lactea,
no solo por las implicaciones econémicas sino también por los riesgos que supone para la
salud publica. LLa manipulacion de la leche para aumentar sus volumenes mediante la adicion
de agua, o la mezcla de leches de diferentes especies, es una practica que puede alterar las
propiedades nutricionales del producto, poniendo en peligro la calidad de la dieta de los
consumidores. Este fenémeno ha sido documentado en numerosos estudios que sefnalan
que, en regiones donde la leche caprina es altamente valorada por sus propiedades
nutricionales, la mezcla con leche bovina es una practica comuin debido a las fluctuaciones
en la produccién de leche caprina y su mayor coste en el mercado. Por ejemplo, segin datos
recientes, la leche de cabra puede alcanzar precios hasta un 50% mas elevados que la leche
de vaca en ciertos mercados europeos, incentivando a algunos productores a adulterarla con
leche bovina de menor precio. A nivel mundial, se estima que entre un 10% y un 30% de los
productos lacteos pueden estar adulterados en alguna medida, lo que subraya la magnitud del

problema.

Otro aspecto critico de la adulteracion de muestras de leche es la presencia de posibles
residuos de medicamentos, especialmente en vacas lecheras tratadas por enfermedades como
la mastitis bovina, una inflamacién de las glandulas mamarias que afecta tanto a la cantidad
como a la seguridad de la leche producida. La mastitis es una de las enfermedades mas
comunes en las explotaciones lecheras, y su tratamiento involucra el uso de antibidticos,
cuyas trazas pueden acabar en la leche consumida. En paises como Espafa, un 25% de los
casos de mastitis clinica requieren tratamientos antibiéticos que generan residuos que, si no
son controlados adecuadamente, pueden suponer riesgos para la salud publica al favorecer
la aparicion de resistencias a antibiéticos. La aparicién restos de antibidticos y otros
medicamentos en la leche representa un desafio a nivel industrial importante, ya que los
métodos tradicionales para su deteccion son costosos y requieren equipos especializados, lo
que limita su aplicacion en tiempo real en entornos industriales. La creciente preocupacion
por la seguridad alimentaria y la necesidad de proteger la salud del consumidor han impulsado

la investigacién en tecnologias mas rapidas y econémicas para detectar estas adulteraciones.

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar y evaluar un dispositivo multisensor
formado por una red de sensores potenciométricos en la determinacién de adulteraciones en
muestras de leche, como la adulteracién con agua, la mezcla de leche caprina con bovina y la
deteccion de residuos de medicamentos en muestras procedentes de vacas tratadas por
mastitis. Para ello, se utilizé una lengua electronica potenciométrica compuesta por veinte
sensores con membranas basadas en matrices poliméricas. Estos sensores, formados por

distintos plastificantes combinados con diferentes aditivos e introducidos en una membrana
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de PVC, poseen diferentes propiedades electroquimicas, lo que incrementa su habilidad para

detectar pequenos cambios en la composicion de la leche adulterada.

La red de sensores se colocéd en contacto con la muestra de leche, registrando el cambio
en el potencial eléctrico generado por la interaccion de los iones y otros componentes, como
grasas, proteinas y azucares, con la superficie de la membrana del sensor. Este potencial esta
directamente relacionado con la composicién de la muestra, permitiendo detectar pequefias
variaciones en sus componentes. Los datos recopilados fueron procesados utilizando
técnicas de analisis multivariante, PCA, que permiti6 identificar patrones en las respuestas de
la red de sensores y agrupar las muestras segin su grado de adulteraciéon. Ademas, se aplico
la técnica de regresion por minimos cuadrados parciales para correlacionar las respuestas de
los sensores con parametros fisicoquimicos medidos por métodos tradicionales, como el
HPLC para la determinacién del contenido de lactosa, y la gravimetria para el contenido de

grasa.

Los resultados mostraron que la lengua electronica desarrollada fue capaz de diferenciar
eficazmente entre distintas variedades de leche, como la leche cruda y pasteurizada, asi como
detectar adulteraciones con agua y la mezcla de leche caprina con bovina. El analisis por PCA
permiti6 una clara diferenciacion entre las muestras no adulteradas y aquellas adulteradas con
agua, incluso en niveles de adulteraciéon del 25% dificiles de detectar mediante técnicas
tradicionales. Ademas, el dispositivo fue capaz de identificar residuos de medicamentos en
leche de vacas tratadas con mastitis, una ventaja crucial en el control lechero. Por otro lado,
el modelo de regresion PLS mostr6 una fuerte correlacion entre los datos potenciométricos
y los parametros fisicoquimicos, con coeficientes de correlacion (R?) por encima del 0.9 para

la mayoria de los componentes evaluados.

La lengua electrénica potenciométrica desarrollada en este estudio destaca por su
rapidez y eficiencia en comparacion con las técnicas tradicionales, que suelen requerir largos
tiempos de analisis y equipos costosos. Su capacidad para realizar multiples mediciones on
line, sin que sea necesario un pretratamiento exhaustivo de las muestras, la convierte en una
herramienta particularmente versatil para la deteccion de adulterantes en la leche,
especialmente en entornos industriales donde se manejan grandes volumenes y se necesita
una respuesta rapida y confiable. Esta tecnologia ofrece una soluciéon innovadora y eficaz
para discriminar entre diferentes tipos de leche y detectar adulteraciones comunes, como la
adicion de agua o la mezcla de leche caprina y bovina. Su fiabilidad en la correlacién de los
datos electroquimicos con parametros fisicoquimicos proporciona una evaluacion integral de
la calidad de la leche, contribuyendo significativamente a mejorar los controles de calidad, asi
como a garantizar la transparencia y seguridad en el proceso de producciéon de los productos

lacteos.
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Este articulo fue publicado en Journal of Dairy Science, C. Perez-Gonzalez, C. Garcia-
Hernandez, C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-Mendez, L.Dias, , F. Martin-Pedrosa.
Analysis of milk adulteration by means of a potentiometric electronic tongue,
https://doi.org/10.3168/jds.2024-25140, Copyright Elsevier (2024).

This article was published in Journal of Dairy Science, C. Perez-Gonzalez, C. Garcia-
Hernandez, C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-Mendez, L.Dias, , F. Martin-Pedrosa.
Analysis of milk adulteration by means of a potentiometric electronic tongue,

https://doi.org/10.3168/jds.2024-25140, Copyright Elsevier (2024).
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3.3 Articulo 3 “Analysis of Milk Using a Portable
Potentiometric Electronic Tongue Based on Five

Polymeric Membrane Sensors”

La preservacion y almacenamiento de la leche es un aspecto crucial en la industria lactea,
no solo para garantizar su calidad, sino también para asegurar que los métodos de analisis
empleados sean confiables y reproducibles. I.a leche es una matriz compleja compuesta por
grasas, proteinas y otros compuestos que tienden a degradarse con rapidez, especialmente
cuando no se almacenan adecuadamente. Este proceso de degradacion afecta directamente
la capacidad de los métodos electroquimicos, como las lenguas electronicas voltamétricas
para ofrecer resultados precisos y consistentes. Las lenguas electronicas han demostrado ser
herramientas prometedoras en la clasificacion y prediccion de la composicion de la leche, sin
embargo, las forma de almacenarlas previo a su analisis, como la congelacién o el uso de
conservantes, pueden modificar las propiedades electroquimicas de la leche, afectando la

precision de los resultados obtenidos.

El objetivo principal de este estudio fue desarrollar una lengua electronica portatil y
simplificada que, utilizando un conjunto optimizado de sensores, mantenga la capacidad de
evaluar con precision la composicion de la leche. En lugar de ampliar el nimero de sensores,
como se hizo en investigaciones anteriores para aumentar la capacidad de discriminacion,
este enfoque se centra en la miniaturizacion y optimizaciéon mediante algoritmos de seleccion
de sensores. De esta manera, se asegura que los sistemas portatiles no solo sean mas faciles
de integrar en procesos industriales, sino que también mantengan la fiabilidad en la deteccion

de parametros clave sin comprometer la calidad del analisis

La metodologfa empleada en este trabajo comenzo6 con la fabricaciéon del conjunto
original de 20 sensores potenciométricos basados en membranas poliméricas, disefiados para
detectar diferentes compuestos presentes en la leche, como sales, aztucares y acidos organicos.
Tras caracterizar los sensores y evaluar sus sensibilidades frente a disoluciones patrén, se
realizaron mediciones de 13 muestras de leche con distintos porcentajes de grasa y
enriquecimientos nutricionales, como calcio y acido félico, las cuales habfan sido
previamente analizadas mediante métodos tradicionales. Para optimizar el sistema y reducir
el nimero de sensores, se emplearon algoritmos genéticos, seleccionando un conjunto
optimo de cinco sensores que ofrecieran la mayor cantidad de informacién relevante y
permitieran predecir con alta precision los parametros fisicoquimicos de las muestras,

minimizando la redundancia en los datos.

Este proceso de optimizacién se basé en la correlacion entre las respuestas de los
sensores seleccionados y los parametros fisicoquimicos de la leche, como la acidez, la
densidad, y los contenidos de proteinas, lactosa y grasa. Los modelos de regresion mediante

SVM fueron utilizados para validar el rendimiento predictivo del sistema simplificado,
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demostrando su capacidad para predecir con precision estos parametros clave. Ademas, el
sistema fue probado para monitorear el deterioro de la leche no sellada, evaluando cambios
en su composicion a lo largo del tiempo mediante PCA y SVM, confirmando su eficacia para
detectar y predecir el aumento de la acidez, caracteristico de los procesos de envejecimiento

de productos lacteos.

Los resultados de este estudio pusieron de manifiesto como el sistema de lengua
electronica simplificado, con solo cinco sensores, era capaz de discriminar eficazmente
distintos variedades de leche comercial, clasificandolos segun su contenido graso y
caracteristicas nutricionales. Ademas, el sistema mostré un rendimiento comparable al de
redes de sensores mas complejas, logrando una correlacién significativa con parametros
fisicoquimicos tradicionales, principalmente la acidez y el contenido de lactosa. En cuanto a
la deteccion del deterioro de muestras, el sistema fue capaz de identificar cambios en la acidez
de la leche no sellada, validando su potencial para el monitoreo de frescura en productos

lacteos.

La conclusion final de este estudio es la viabilidad de utilizar lenguas electronicas
simplificadas y portatiles en el control de calidad en la industria lactea, marcando un avance
importante hacia la miniaturizacién y optimizacion de las tecnologias de deteccioén en este
sector. Este sistema fue capaz de ofrecer una solucion rapida y eficiente para evaluar la
calidad de productos lacteos, gracias a su capacidad para discriminar entre distintos tipos de
leche y predecir con precision parametros clave, demostrando una vez mas su potencial como

una herramienta practica capaz de asegurar la seguridad y calidad de los productos lacteos.

Este articulo fue publicado en Frontiers in Chemistry, Volumen 9, C. Perez-Gonzalez,
C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, L. Dias, M.A. Rodriguez-Perez, C. Garcia-Cabezon,
M.L. Rodriguez-Mendez. Analysis of Milk Using a Portable Potentiometric Electronic
Tongue Based on Five Polymeric Membrane Sensors, 706460,
https://doi.org/10.3389/fchem.2021.706460, Copyright Frontiers (2021).

This article was published in Frontiers in Chemistry, Volume 9, C. Perez-Gonzalez, C.
Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, L. Dias, M.A. Rodriguez-Perez, C. Garcia-Cabezon, M.L.
Rodriguez-Mendez. Analysis of Milk Using a Portable Potentiometric Electronic Tongue
Based on Five Polymeric Membrane Sensorts, 706460,
https://doi.org/10.3389/fchem.2021.706460, Copyright Frontiers (2021).
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3.4 Articulo 4 “Bioelectronic tongue dedicated to the
analysis of milk using enzymes linked to carboxylated-PVC

membranes modified with gold nanoparticles”

En el trabajo anterior, se desarrollé una lengua electronica potenciométrica simplificada
y compacta, que demostré su capacidad para discriminar diferentes tipos de leche con
distintos contenidos nutricionales, detectar el envejecimiento de estos productos y predecir
parametros fisicoquimicos clave. Aunque este sistema resulté eficaz, nos planteamos seguir
mejorando la sensibilidad y selectividad del sistema para detectar con mayor precision
compuestos especificos en la leche, como la lactosa o el acido lactico. El estudio presentado
en este articulo busca modificar la tecnologia desarrollada hasta ahora, incorporando
nanomateriales y enzimas para potenciar el rendimiento del sistema y optimizar su capacidad

de analisis en el control de calidad de productos lacteos.

La utilizacién de nanomateriales metalicos y enzimas en la fabricaciéon de biosensores
ha demostrado ser una estrategia eficaz para mejorar el rendimiento de las lenguas
electronicas, al potenciar la deteccién de compuestos clave. Por otro lado, el analisis de datos
generado por estas lenguas electronicas también puede beneficiarse de metodologias
avanzadas, como los algoritmos de aprendizaje automatico y los enfoques de ensamble, para
mejorar la precision en la clasificacion y la prediccion de parametros fisicoquimicos. Este
trabajo se enmarca en este enfoque innovador, proponiendo el desarrollo de una lengua
bioelectrénica que combina nanoparticulas de oro y biosensores enzimaticos para mejorar la
sensibilidad y especificidad del sistema. Al integrar nanoparticulas de oro y enzimas en las
membranas de los sensores, se esperaba mejorar significativamente la capacidad de
discriminacion entre diferentes composiciones de leche y aumentar la precision en la
prediccion de parametros fisicoquimicos, superando las limitaciones de los dispositivos
desarrollados hasta el momento optimizando tanto los sensores como el procesado de sus

respuestas gracias a la implementacion de metodologias de ensamble.

Para ello se prepararon membranas poliméricas basadas en PVC carboxilado dopado
con nanoparticulas de oro coloidal, un 20% de plastificante en masa y un 3% de aditivo.
Sobre esta superficie se procedi6 a la inmovilizacion de las enzimas como galactosa oxidasa,
lactato deshidrogenasa y ureasa mediante el método de la carbodiimida asegurando un anclaje
estable en el tiempo del biorreceptor. Los sensores contienen por tanto un plastificante para
mejorar la flexibilidad, un aditivo para la selectividad i6nica, nanomateriales metalicos para
potenciar las propiedades electroquimicas y enzimas que aseguran una alta especificidad del
sensor hacia compuestos de interés en la muestra. LLa combinacion de plastificante, aditivo,
nanoparticulas y enzimas dio lugar a una red de nueve sensores que se empleé en el analisis
de soluciones patrén de los compuestos a analizar, asi como en muestras de leche comerciales

con distintas composiciones nutricionales.
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Los datos obtenidos mediante la red de sensores en disoluciones patrén confirmaron
el efecto sinérgico de las enzimas combinadas con las nanoparticulas de oro, aumentando la
sensibilidad frente a moléculas de interés como el 4cido lactico, la urea o la lactosa,
disminuyendo los limites de detecciéon en hasta un orden de magnitud respecto a los mismos
sensores que presentaban una o ninguna de estas modificaciones, confirmando el éxito de la
inmovilizacién enzimatica y el efecto sinérgico de las nanoparticulas y el enzima. Ademas,
los datos de potencial obtenidos se procesan mediante analisis de componentes principales
para evaluar la capacidad del sistema de discriminar entre disoluciones patrén antes de
proceder al analisis de muestras de leche comerciales consiguiendo un 82% de varianza

explicada en sus dos primeras componentes.

En el caso de las muestras de leche, no solo se consiguié una clara discriminaciéon en
funcién de la composicién nutricional de las doce muestras de leche analizadas (clasica, sin
lactosa, con calcio y con acido folico) sino que ademas fue posible establecer un modelo de
regresion por SVM para la prediccion de los principales parametros fisicoquimicos del
control lechero con coeficientes de correlacion por encima del 0.95 en todos los casos tanto
para la calibracion como la validacién del sistema. Es mas, para mejorar la precision del
sistema en la predicciéon parametros fisicoquimicos en futuras muestras, se emplearon
modelos de metodologia de ensamble que combina los resultados de distintos algoritmos de
clasificaciéon para optimizar la precisiéon global. En concreto, se aplicé el método de
"Stochastic Gradient Boosting" para combinar los resultados de los algoritmos SVM, redes
neuronales cuasi-recurrentes y modelos de regresion Cubist. Esta estrategia permitié mejorar
las correlaciones entre los valores de potencial obtenidos con la lengua bioelectrénica y los
parametros fisicoquimicos tradicionales de calidad de la leche obteniendo valores de

correlacion por encima del 0.99 en todos los casos.

En este trabajo se demuestra, por tanto, como el sistema de lengua bioelectrénica
desarrollado permitié6 mejorar significativamente la capacidad de analisis de la composicion
de la leche, tanto en términos de precision como de discriminacion entre distintas categorias
de productos lacteos, gracias al efecto sinérgico entre las nanoparticulas de oro y las enzimas.
Ademas, se hizo una primera aproximacion a la implementacién de técnicas avanzadas de
procesamiento de datos, como un modelo de ensamble, el cual ha demostrado mejorar
notablemente la prediccion de los parametros fisicoquimicos, lo que asegurarfa un control de
calidad mas eficiente en la industria lactea. Este enfoque representa un avance significativo
hacia el desarrollo de sistemas portatiles analiticos de alta precision que puedan integrarse en

los procesos de control de calidad lactea.
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Este articulo fue publicado en Food Control, Volumen 145, C. Perez-Gonzalez, C.
Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-Mendez.
Bioelectronic tongue dedicated to the analysis of milk using enzymes linked to carboxylated-
PVC membranes modified with gold nanoparticles, 109425,
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2022.109425, Copyright Elsevier (2022).

This article was published in Frontiers in Food Control, Volume 145, C. Perez-
Gonzalez, C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezon, M.L. Rodriguez-
Mendez. Bioelectronic tongue dedicated to the analysis of milk using enzymes linked to
carboxylated-PVC ~ membranes modified with gold nanoparticles, 109425,
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2022.109425, Copyright Elsevier (2022).
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3.5 Articulo 5 “A new data analysis approach for an
AgNPs-modified impedimetric bioelectronic tongue for

dairy analysis”

Tras el éxito logrado en la mejora de la sensibilidad y especificidad de lenguas
bioelectrénicas potenciométricas mediante la incorporacion de nanomateriales y enzimas,
resulta de gran interés estudiar la eficacia de dichas modificaciones en otros tipos de sensores
como es el caso de los sensores impedimétricos. Este tipo de sensores ofrecen una ventaja
significativa ya que permiten detectar tanto especies electroactivas como no electroactivas
presentes en la leche, ampliando el rango de compuestos que pueden ser analizados. Al
transferir las técnicas de modificacion con nanoparticulas y enzimas a este tipo de
transductor, es posible no solo mejorar la precision y sensibilidad del sistema, sino también
estudiar en mayor profundidad el efecto electrocatalitico de los nanomateriales utilizados en

la modificacién de los sensores.

El objetivo que se persigue en este trabajo fue el desarrollo de una lengua bioelectrénica
impedimétrica, que combinara AgNPs y enzimas, para su posterior aplicaciéon en la
caracterizacion de muestras de leche. Para lograrlo, se optimiza un conjunto de biosensores
basados en microelectrodos interdigitados (IDE), los cuales se modifican con AgNPs para
aumentar la sensibilidad del sistema. Ademads, se inmovilizan enzimas como la beta-
galactosidasa, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, lipasa y ureasa sobre la superficie de los
sensores para mejorar la selectividad hacia compuestos especificos presentes en la leche.
Posteriormente, los datos obtenidos mediante espectroscopia de impedancia electroquimica
se analizan utilizando técnicas de reduccion de dimensionalidad y métodos de clasificacion
supervisados, como el analisis de componentes principales y las maquinas de soporte
vectorial, lo que garantiza una clasificaciéon y prediccion mas precisa de los parametros

fisicoquimicos clave.

El uso de esta nueva tecnologia se centra en el uso combinado de AgNPs con enzimas
para favorecer la transferencia electronica y la actividad catalitica de los sensores, ampliando
asi la capacidad de deteccion y discriminacion entre los diferentes componentes de la leche.
Este enfoque no solo mejora la sensibilidad y selectividad del sistema, sino que también
permite realizar ensayos directamente relacionados con transferencia electronica en la
supetficie del electrodo aportando informacién mas concisa sobre las posibles interacciones
que tienen lugar entre la matriz lactea y la superficie del sensor donde se han inmovilizado

estos materiales.

Para explorar a fondo el rendimiento del sistema bioelectronico desarrollado, fue
esencial la correcta optimizacién del sistema para establecer las mejores condiciones de
funcionamiento. LLos electrodos de oro IDE sitvieron como sustrato base sobre el cual se

depositaron suspensiones de nanoparticulas de plata mediante “drop-casting”. La variacion




64

en las concentraciones de nanoparticulas, entre 20 y 40 pl, permitié maximizar la superficie
activa de los sensores, asegurando una mayor interaccion con los compuestos de interés.
Posteriormente, se inmovilizaron las enzimas galactosa oxidasa, glucosa oxidasa y lipasa
sobre la superficie de los electrodos. La aplicacion de una capa de Nafion, una membrana de
intercambio de protones, aseguré una inmovilizacién estable por atrapamiento del
biorreceptor preservando la actividad enzimatica a largo plazo y evitando su difusion al

medio durante el analisis de muestras.

Una vez los sensores fueron preparados, se procedié a determinar su capacidad para
caracterizar muestras de leche comercial. Los ensayos de EIS electroquimica fueron llevados
a cabo dentro de un amplio rango de frecuencias (0.1 Hz a 100 kHz) con el fin de obtener
una representacion detallada de las interacciones electroquimicas en los sensores. Los datos
recolectados se presentaron en diagramas de Nyquist, donde se evaluaron variables criticas
como la resistencia a la transferencia electronica (Rct) y la capacitancia en la interfaz
electrodo-electrolito, parametros clave para medir la eficiencia de los sensores. Las
comparaciones entre los biosensores modificados con AgNPs y aquellos no modificados
revelaron el impacto positivo de combinar AgNPs y enzimas en la sensibilidad del sistema,
permitiendo la discriminacién entre distintos tipos de leche comercial segtin su composicion

nutricional (clasica, enriquecida con calcio y sin lactosa).

Para optimizar el analisis de los datos impedimétricos obtenidos, se procedié al
preprocesado de las sefiales de impedancia mediante circuitos equivalentes. Este proceso
permiti6é simplificar las sefiales complejas en modelos mas sencillos, reduciendo el nimero
de variables sin disminuir la informacién obtenida durante los ensayos. A partir de los datos
ajustados y los datos impedimétricos originales, se emplearon técnicas de quimiometria para
comparar la eficacia de ambos enfoques. El andlisis de PCA mostré una varianza explicada
del 85% en sus dos primeras componentes, lo que refleja la capacidad del sistema para
discriminar entre leches clasicas, enriquecidas con calcio y sin lactosa. Por otro lado, los
modelos SVM alcanzaron una precision del 100% en la clasificacion de las muestras de leche
durante la fase de entrenamiento, y una precision de 95% durante la validacién cruzada en el
modelo de circuitos equivales superior al 92% obtenido con los datos originales de
impedancia. Posteriormente, las sefiales de ambos métodos de procesamiento de datos
fueron analizadas mediante SVM para establecer correlaciones precisas con los parametros
fisicoquimicos medidos tradicionalmente, como acidez, densidad, proteinas, grasa, lactosa y
urea. Los resultados mostraron que el enfoque basado en circuitos equivalentes proporciond
mejores predicciones con valores de R2 de hasta 0.96 en la fase de validacién, demostrando
ser la metodologia de procesamiento de datos mas adecuada para la lengua bioelectrénica

impedimétrica.

En resumen, este trabajo demuestra como la modificacién con nanoparticulas de plata
y enzimas de una plataforma impedimétrica permite mejorar significativamente la capacidad

de los sensores para analizar muestras complejas como la leche. La implementacién de
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circuitos equivalentes en el procesamiento de los datos ha permitido mejorar la precisiéon en
la prediccion de los parametros fisicoquimicos, consolidindose como la estrategia mas
adecuada de analisis. Con esta optimizacion tanto en el disefio de los sensores como en las
estrategias de analisis de datos, se logra un sistema robusto y eficiente aplicable en los
controles de calidad de la industria lactea, capaz de discriminar con alta precisiéon entre

distintas composiciones nutricionales.

Este articulo fue publicado en Food Control, Volumen 156, C. Perez-Gonzalez, C.
Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, M.L. Rodriguez-Mendez, C. Garcia-Cabezon. A new data
analysis approach for an AgNPs-modified impedimetric bioelectronic tongue for dairy
analysis, 110136, https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2023.110136, Copyright Elsevier
(2024).

This article was published in Frontiers Food Control, Volume 156, C. Perez-Gonzalez,
C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, M.L. Rodriguez-Mendez, C. Garcia-Cabezon. A new
data analysis approach for an AgNPs-modified impedimetric bioelectronic tongue for dairy
analysis, 110136, https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2023.110136, Copyright Elsevier
(2024).
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Capitulo 4

Conclusiones y Perspectivas Futuras

En este capitulo se presentan las principales conclusiones obtenidas en los trabajos
desarrollados a lo largo de esta tesis doctoral, tomando como referencia los objetivos
planteados en el capitulo 1 referentes a la creacion de lenguas electrénicas y bioelectrénicas
aplicadas al analisis de la leche en la industria lictea. Ademas, se exponen las perspectivas
futuras y los retos tecnolégicos de futuras investigaciones para la implementacion de estas

herramientas en entornos industriales.

This chapter presents the conclusions drawn from the work carried out throughout this
doctoral thesis, based on the objectives set for the development of electronic and
bioelectronic tongues applied to milk analysis in the dairy industry. Additionally, it outlines
future perspectives and technological challenges for upcoming research aimed at

implementing these tools in industrial environments.
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4.1 Conclusiones

A lo largo de los trabajos que componen la presente tesis doctoral, se ha conseguido
desarrollar multiples sistemas de lenguas electronicas basadas en sensores y biosensores
electroquimicos para su aplicacion en el control de calidad de la industria lactea. Estos
sistemas no solo han permitido mejorar la sensibilidad y reproducibilidad en la deteccion de
compuestos clave en leche de vaca, sino que también han facilitado la creacién de modelos
predictivos capaces de correlacionar estos resultados con técnicas analiticas tradicionales,

optimizando asi el control de calidad y la seguridad en la industria lactea.

A lo lardo de este capitulo se exponen las conclusiones derivadas de los resultados
experimentales que apoyan la consecuciéon de los objetivos de investigacion que se
propusieron en esta tesis relativos a la tecnologfa de lenguas electrénicas aplicada al analisis
de leche.

1. La aplicacion de una lengua electronica voltamétrica basada en sensores comerciales
permiti6 demostrar la gran influencia que el método de almacenamiento y el proceso de
conservacion de la leche tienen en los resultados electroquimicos. Se comprobd que la
congelacion a -20°C y posterior descongelacion en oscilacion orbital provocaban menos
cambios en la matriz lactea que la utilizacién de técnicas de preservacion como la adicion de
azidiol, facilitando su almacenaje durante largos periodos de tiempo. Cuestiéon esencial
cuando el analisis no puede realizarse in-situ. Del mismo modo se determiné que la dilucion
de la matriz seguida de sonicacion contribuia significativamente a disminuir el ensuciamiento
de los sensores mejorando la reproducibilidad de las senales electroquimicas. Aplicando las
condiciones de analisis optimizadas la lengua electréonica voltamétrica permitié la
discriminacién de leche procedente de vacas individuales en base a su composicién, llegando
a establecer modelos de correlaciéon con sus principales valores fisicoquimicos obtenidos

mediante técnicas convencionales.

2. Se ha desarrollado una lengua electrénica potenciométrica compuesta de 20 sensores
de membrana polimérica, compuestos de una combinacién de diferentes aditivos,
plastificantes y PVC, que permitieron la discriminacion de diferentes tipos de leche por su
origen y estado de tratamiento. Ademads, este sistema permitié la identificaciéon de
adulteraciones en leche cruda y pasteurizada, como la adicién de agua, la mezcla de leche
caprina con bovina y la contaminacién por tratamientos veterinarios. Los sensores mostraron
alta selectividad cruzada frente a los cambios de composicion de las muestras analizadas que
permitieron correlacionar las respuestas electroquimicas con parametros fisicoquimicos
clave, como el contenido de grasa, proteinas y lactosa. Estos resultados validaron el sistema
como una herramienta rapida y eficiente para la deteccién de adulteraciones, un paso crucial
del control lechero para garantizar la integridad y la calidad de los productos lacteos en la

industria alimentaria, salvaguardando la salud y la confianza de los consumidores.
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3. Se ha logrado la optimizacién del sistema de lengua electronica potenciométrica
disenada mediante la seleccion de los cinco sensores que aportaban mayor varianza al sistema
mediante la combinacién de algoritmos genéticos y analisis por PLS, reduciendo el numero
de sensores de veinte a un conjunto 6ptimo de cinco sensores sin comprometer la capacidad
del sistema para evaluar parametros nutricionales como la grasa, las proteinas y la lactosa. El
uso de técnicas como PCA y SVM garantiz6 que el sistema optimizado era capaz de mantener
su capacidad de discriminaciéon entre distintas variedades de leche comercial segin su
composicién y su correlacion con diferentes factores fisicoquimicos. Este logro representa
un paso crucial hacia la implementacioén de lenguas electronicas en entornos industriales, ya
que permite reducir la informacién redundante y facilitar la integracion de estos dispositivos

en procesos automatizados.

4. Se ha desarrollado un sistema de lengua bioelectronica con caracteristicas mejoradas,
la mejora en la especificidad del sistema permitié predecir las caracteristicas quimicas de la
leche con una precision de del 99%. Las nanoparticulas de oro, integradas en la matriz de
PVC, han demostrado mejorar sustancialmente la respuesta potenciométrica de los sensores
al aumentar el potencial de membrana incrementando la eficiencia de la deteccion del sistema.
Las concentraciones de AuNPs de hasta el 10% en masa produjeron las mejores respuestas
electroquimicas sin ninguna mejora adicional en los valores de sensibilidad al superar estos
valores. Estas nanoparticulas de oro actuaron como amplificadores de las sefiales
electroquimicas, favoreciendo la transferencia de electrones y potenciando la actividad
electrocatalitica de las enzimas inmovilizadas. Este efecto sinérgico entre las nanoparticulas
y las enzimas (Galactosa Oxidasa, Lactato Deshidrogenasa y Ureasa) fue claramente
demostrado por el aumento de la sensibilidad y la reduccion de los limites de deteccion en
aquellos sensores implementados con ambas modificaciones (AuNPs-Enzima), comparados
con los sensores con una (AuNPs/Enzima) o ninguna modificacion, para compuestos claves

presentes en la leche, como KCl, CaCl,, acido lactico, urea y galactosa.

El sistema de lengua bioelectrénica desarrollado también fue utilizado con éxito en la
discriminacion de dsitintos tipos de leche comercial aplicando analisis de componentes
principales segin su contenido nutricional, logrando una capacidad de clasificacion superior
al 95%. Ademas, el sistema permite puedo predecir la acidez, densidad, %oproteinas,
%lactosa, %ograsa y materia seca con bajos errores y altos coeficientes de correlacién por
encima del 0.99. Estos resultados demuestran que los modelos SVM construidos a partir de
la correlacion de los datos de la lengua bioelectréonica y los parametros fisicoquimicos tienen
potencial para su uso en la evaluaciéon simultanea de hasta ocho parametros fisicoquimicos
en una sola medida, reduciendo asi el tiempo de analisis. Ademas, se ha demostrado que la
aplicacién de metodologias de ensamble puede mejorar aun mas los valores de correlacion
obtenidos entre la lengua bioelectrénica y los parametros fisicoquimicos, esto supone un
adicional incremento en la eficiencia de los dispositivos lo que permitirfa la implementacion

exitosa de estos dispositivos en nuevas aplicaciones en la industria lactea.
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5. A partir de biosensores impedimétricos, se ha desarrollado una nueva lengua
bioelectrénica aplicada con éxito al analisis de muestras de leche. La modificacién de los
sensores interdigitados con nanoparticulas de plata (AgNPs) que mejoran significativamente
la transferencia de electrones en la superficie de los electrodos permite reducir la resistencia
a la transferencia de electrones; esto se reflej6 en una notable reduccién del médulo de
impedancias, lo que confirmé que las nanoparticulas inmovilizadas facilitaban el transporte
de electrones, mejorando la capacidad del sistema para detectar compuestos clave en las
muestras de leche. Ademas, se demostr6 que, una vez mas, la combinacién de nanoparticulas
metalicas y enzimas mejora notablemente la sensibilidad y especificidad del sistema hacia
compuestos de interés, como glucosa, galactosa, lactosa, urea y triglicéridos. La sinergia entre
las nanoparticulas y las enzimas indujo un aumento en la actividad catalitica, lo que se tradujo
en un descenso la resistencia a la transferencia electronica en la superficie de los sensores y

su médulo de impedancias.

La caracterizacién superficial de los sensores realizada por microscopia de fuerza
atémica (AFM) permitié constatar la distribucién homogénea de las nanoparticulas de plata
en la superficie de los sensores, asi como el aumento de rugosidad superficial tras realizar la
inmovilizaciéon enzimatica asegurando su presencia en la superficie del sensor durante los

analisis electroquimicos.

Por otra parte, se ha demostrado que el uso de circuitos equivalentes para el procesado
de datos de la lengua bioelectrénica impedimétrica disefiada supone una opcidén mas eficiente
al reducir la dimensionalidad de los datos sin perder capacidad de discriminacién o prediccion
en el proceso. Este nuevo enfoque proporcioné resultados mas precisos en el analisis
multivariante, el analisis de componentes principales (PCA) permitié discriminar entre
muestras de leche comercial (clasica, enriquecida con calcio y libre de lactosa) en funcién de
su composicion nutricional y desarrollar modelos de prediccion mediante SVM con
correlaciones superiores al 0.9 con los valores fisicoquimicos utilizados habitualmente en el
control lechero. Estos resultados confirmaron que el sistema de lengua bioelectrénica, junto
con el enfoque de procesamiento de datos basado en circuitos equivalentes, permiten obtener
una mayor capacidad predictiva a la vez que mejora la precision en el analisis de muestras de
leche comparandolo con otras aproximaciones comunmente utilizadas en la bibliografia, lo
que lo convierte en una herramienta prometedora para el analisis rutinario de productos

lacteos.

Las conclusiones finales de la presente tesis doctoral en funcién de los objetivos

planteados en esta tesis doctoral son las siguientes:

a) Las lenguas electronicas y bioelectronicas desarrolladas en estos trabajos han
demostrado ser alternativas validas y fiables en el analisis de productos lacteos. La
combinacién de sensores electroquimicos  (voltamétricos, potenciométricos o
impedimétricos) con técnicas avanzadas de analisis de datos ha permitido una caracterizacion

precisa de muestras de leche, validando su utilidad en el control de calidad industrial de estos
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productos desde la detecciéon de adulteraciones hasta la prediccion de parametros

fisicoquimicos cominmente utilizados en el analisis tradicional de este producto.

b) El empleo de nanomateriales, en particular nanoparticulas metalicas, ha permitido
optimizar la respuesta electrocatalitica de los sensores, incrementando la sensibilidad en la
determinacién de compuestos importantes en el control lechero. La integracion de
nanoparticulas de oro o plata ha resultado en un mayor rendimiento electroquimico,
obteniendo limites de deteccion mas bajos y respuestas mas estables gracias a su habilidad

para favorecer la transferencia electrénica en la superficie de los sensores.

¢) Se ha logrado implementar con éxito biosensores enzimaticos mediante la unién
covalente o el atrapamiento de enzimas en la superficie de los electrodos permitiendo
aumentar la especificidad de los sensores, detectando simultineamente azucares, acidos
organicos y bases presentes en leche liquida. Ademas, se ha demostrado el efecto sinérgico
de enzimas y nanomateriales metalicos, siendo estos ultimos capaces de favorecer la actividad

electrocatalitica de las enzimas.

d) La metodologia de trabajo desarrollada permitié analizar muestras de leche UHT,
pasteurizada y cruda, gracias al desarrollo de protocolos de trabajo que aseguran resultados
de elevada reproducibilidad, minimizando el efecto de la conservacion, tratamiento y
procesado de las muestras en el analisis electroquimico. La evaluacién de los limites de
deteccion, de la sensibilidad y de la estabilidad de los sensores, ha demostrado la capacidad

de los sistemas desarrollados para analizar especies de interés en la leche.

e) Se ha validado el uso de lenguas electronicas para detectar adulteraciones, como la
dilucién con agua o la mezcla de leche caprina y bovina, con alta precision a la vez que
detectar sustancias capaces de comprometer la seguridad alimentaria del producto. Los
sistemas desarrollados también permitieron evaluar parametros nutricionales como el
contenido de grasa, proteinas y lactosa, lo que confirma su aplicabilidad en la industria para

la verificacién de calidad y autenticidad de muestras de leche.

f) La utilizacion de técnicas quimiométricas, como la regresion por minimos cuadrados
parciales y la regresion de maquinas de soporte vectorial permitié una discriminacion efectiva
de las diferentes variedades de leche dependiendo de su composicion, su origen, frescura y
posibles adulteraciones, asi como la implementacion de modelos de regresion para la
prediccion de parametros fisicoquimicos clave en el control lechero. Ademas, se demostro
como la utilizaciéon de técnicas de analisis multivariante avanzadas, como los algoritmos
genéticos y los métodos de ensamble, han permitido optimizar el comportamiento de estas
lenguas electronicas mediante la selecciéon de sensores y la mejora de los modelos de

clasificacion o regresion respectivamente.
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4.1. Conclusions

Throughout this doctoral thesis, multiple electronic tongue systems based on
electrochemical sensors and biosensors have been developed for their application in the dairy
industry. These systems showed an improved capability to detect key compounds in liquid
milk in terms of sensitivity and reproducibility, they have also facilitated the creation of
predictive models capable of correlating these results with traditional analytical techniques,

thereby optimizing quality control and authenticity in the dairy industry.

This chapter presents the results from the experiments that demonstrate the
achievement of the research objectives proposed for this thesis concerning the use of

electronic tongue technology in milk analysis.

1. The application of a voltammetric electronic tongue demonstrated how storage and
preservation practices affect the precision of electrochemical data. It was found that freezing
at -20°C and subsequent thawing caused fewer changes in the milk matrix compared to
preservation techniques such as azidiol, allowing long-term storage. Additionally, dilution
followed by sonication significantly reduced sensor fouling, improving the reproducibility of
electrochemical signals. Under optimized analytical conditions, the voltammetric electronic
tongue was able to discriminate milks from individual cows based on their composition,

establishing correlation models with its main physicochemical values.

2. A potentiometric electronic tongue system was developed. This system was made of
twenty polymeric membrane sensors compose of a combination of various additives,
plasticizers, and PVC. The electronic tongue enabled the determination of possible
adulterations in raw and pasteurized milk, such as the addition of water, mixing of bovine
milk with caprine milk, and contamination from veterinary treatments. The sensors exhibited
high cross-selectivity to changes in sample composition, allowing the correlation of
electrochemical responses with key physicochemical parameters, such as protein, fat or
lactose content. These results validated the system as an efficient and fast tool for detecting
adulterations, a crucial step in dairy control to ensure the integrity and quality of dairy

products, safeguarding consumer health.

3. The optimization of the potentiometric electronic tongue was achieved by a
combination of genetic algorithms and PLS to select the sensors with the highest variance
contribution to the system. This reduced the number of sensors from twenty to an optimal
set of five sensors without compromising the systems ability to evaluate nutritional
parameters like fat, proteins, and lactose. Techniques such as PCA and SVM ensured that
the optimized system maintained its discrimination capacity, ensuring its ability to
differentiate between various types of commercial milk based on their composition and their
correlation with different physicochemical factors. This achievement represents a crucial step
toward the industrial implementation of electronic tongues, reducing data redundancy and

facilitating the integration of these devices into automated processes.
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4. A bioelectronic tongue system with enhanced features was developed to predict the
chemical properties of milk with previously unheard-of accuracy. Gold nanoparticles, mixed
into the PVC matrix, significantly improved the potentiometric response of the sensors by
increasing membrane potential and enhancing the systems detection efficiency. It was
determined that higher AuNP concentrations, up to 10% m/m, produced the best
electrochemical responses without further improvements in sensitivity beyond this
concentration. These gold nanoparticles acted as amplifiers of electrochemical signals,
promoting electron transfer and enhancing the electrocatalytic activity of immobilized
enzymes. The synergistic effect between nanoparticles and enzymes (Galactose Oxidase,
Lactate Dehydrogenase, and Urease) was clearly demonstrated by increased sensitivity and
reduced detection limits in sensors with both modifications (AuNPs-Enzyme), compared to
those with one (AuNPs/Enzyme) or no modifications, for key compounds in milk such as

CaCl,, KClI, urea, lactic acid, and galactose.

The bioelectronic tongue developed was also successfully used to distinguish between
different types of milk by principal component analysis (PCA) based on their nutritional
content, achieving a classification capability over 95%. Furthermore, the system was able to
predict density, acidity, %lactose, %oprotein, %ofat, and dry matter achieving high correlation
with coefficients above 0.99 and very low errors. The results show that SVM models
constructed using the electronic tongue and physicochemical characteristics can be used to
evaluate up to eight physicochemical factors at once, cutting down on analysis time.
Additionally, it was demonstrated that employing ensemble methodologies allow us to
enhance correlations between bioelectronic tongues original data and the physicochemical
parameters obtained by traditional methods, increasing the devices efficacy, which would
enable the successful implementation of these devices in new applications within the dairy

industry.

5. It was possible to combine impedimetric biosensors to develop a bioelectronic
tongue for milk sample analysis. Silver nanoparticles (AgNPs) significantly improved electron
transfer on the electrode surface by reducing electron transfer resistance decreasing the
impedance modulus. This behavior confirmed that immobilized nanoparticles facilitated
electron transport, improving the system ability to detect key compounds in milk samples.
Additionally, the combination of metal nanoparticles and enzymes once again showed
significantly improved sensitivity and specificity towards compounds of interest such as
glucose, galactose, lactose, urea, and triglycerides. The synergy between nanoparticles and
enzymes induced an increase in catalytic activity, resulting in a decrease in impedance

modulus and electron transfer resistance on sensotr surfaces.

Atomic force microscopy also demonstrated the homogeneous distribution of silver
nanoparticles on sensor surfaces, as well as increased surface roughness after enzyme
immobilization, ensuring their presence on the sensor surface during electrochemical

analyses.
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Furthermore, it has been demonstrated that the use of equivalent circuits in
bioelectronic tongue data processing is a more efficient option, reducing data dimensionality
without losing discrimination or predictive capabilities. This approach provided more
accurate results in multivariate analysis. PCA was able to discriminate between commercial
milk samples (classical, calcium-enriched, and lactose-free) based on their nutritional
composition and SVM predictive models had excellent correlations to commonly used
chemical parameters in milk quality control. These results confirmed that the bioelectronic
tongue system, along with the equivalent circuit-based data processing approach, provides
greater predictive capability and accuracy in milk sample analysis compared to other

approaches, making it a promising tool for routine dairy product analysis.

The final conclusions of this doctoral thesis, based on the objectives proposed, are as

follows:

a) The electronic and bioelectronic tongues developed in this work have proven to be
valid and reliable alternatives for milk sample analysis. The combination of electrochemical
sensors (voltammetric, potentiometric, and impedimetric) with advanced data analysis
techniques has enabled detailed milk characterization, validating their utility in industrial

quality control, from adulteration detection to the prediction of physicochemical parameters.

b) The use of nanomaterials, especially metallic nanoparticles, has been shown to
optimize the electrocatalytic response of the sensors, increasing sensitivity in detecting
compounds of interest in milk. The integration of gold and silver nanoparticles resulted in
improved electrochemical performance, achieving lower detection limits and more stable

responses due to their ability to promote electron transfer on sensor surfaces.

c) Enzymatic biosensors were successfully implemented by covalently binding or
entrapping enzymes on electrode surfaces, increasing the specificity of the sensors and
allowing simultaneous detection of sugars, organic acids, and bases present in liquid milk.
Moreover, the synergistic effect of enzymes and metallic nanomaterials was demonstrated,

enhancing the electrocatalytic activity of enzymes.

d) The developed methodology enabled the analysis of UHT, pasteurized, and raw milk
samples to establish analysis protocols that ensured highly reproducible results, minimizing
the effect of sample processing on electrochemical analysis. Detection limits, sensitivity, and
stability of the sensors were also evaluated, demonstrating the systems ability to analyze

relevant species in milk.

e) The use of electronic tongues for detecting adulterations, such as dilution with water
or mixing of goat and cow milk, was validated with high precision. The developed systems
also enabled the evaluation of nutritional parameters such as protein, fat or lactose content,
confirming their applicability in industries as a verifying technique of the authenticity and

quality in dairy products.
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f) Chemometric techniques, such as partial least squares regression, support vector
machine regression, and principal component analysis, allowed effective discrimination of
milk samples based on their nutritional composition, origin, freshness, and potential
adulterations, as well as the development of regression models for predicting key
physicochemical parameters in dairy control. Additionally, advanced multivariate analysis
techniques such as genetic algorithms and ensemble methods have been shown to optimize

electronic tongues by selecting sensors and improving classification or regression models.
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4.2 Perspectivas futuras

Las lenguas electrénicas representan una de las herramientas mas prometedoras para el
analisis de calidad en diversas industrias alimentarias, incluyendo la industria lactea, que
demanda soluciones cada vez mas precisas, fiables y rapidas en el control de sus productos.
A medida que esta tecnologia continia evolucionando, se prevé un futuro en el que sera
crucial el desarrollo de herramientas robustas, con capacidades analiticas cada vez mas

sofisticadas, que permitan realizar mediciones precisas de manera rapida y automatizada.

Uno de los principales retos que todavia hoy sigue vigente en el area de las lenguas
electronicas para su aplicacion a nivel industrial, es la necesidad de disponer de mayor
informacién sobre las interacciones entre los diferentes elementos que conforman estos
dispositivos. Las lenguas electronicas estin compuestas por sensores que comprenden
diferentes elementos sensibles de alta complejidad, que son los encargados de aportar
selectividad a distintos tipos de compuestos presentes en las muestras. LLos mecanismos de
interaccion entre estos elementos, sigue siendo un area que requiere investigacion intensiva,
ya que esta informacién es esencial para la optimizacién de estos componentes con objeto
de mejorar la selectividad, sensibilidad y tiempo de respuesta de los sensores. En particular,
una de las areas que demanda mayor atencion es el estudio de las interacciones que ocurren
dentro de las matrices poliméricas de los sensores potenciométricos, los cuales han
demostrado ser extremadamente utiles para la deteccion de una amplia gama de analitos en
la industria lictea. En este sentido, dentro del grupo UVaSens en el cual se enmarca el
desarrollo de esta tesis, se ha realizado un trabajo, actualmente en proceso de publicacion,
cuyo objetivo es determinar qué propiedades estructurales de los polimeros lipidicos
favorecen o no la sensibilidad de los sensores y su estabilidad a lo largo del tiempo. Este
estudio ha permitido identificar patrones estructurales que pueden ser aprovechados para
disefar sensores potenciométricos mas eficientes en la deteccion de compuestos especificos

presentes en la leche, con una mayor robustez y tiempos de vida util mas largos.

Por otra parte, existe un largo camino por recorrer en cuanto al uso de nanomateriales
en la fabricaciéon de sensores electroquimicos, lo que representa una de las areas mas
prometedoras en el desarrollo de sistemas multisensoriales. Los nanomateriales, debido a sus
propiedades unicas a nivel atbmico y molecular, han permitido mejorar significativamente la
sensibilidad y selectividad de sensores y biosensores. Ademas, su capacidad para interactuar
con los analitos a nivel nanoscépico ofrece nuevas oportunidades de deteccion de
compuestos en concentraciones extremadamente bajas, lo que es crucial en el control de los
parametros de la calidad de matrices complejas como la leche. A medida que la
nanotecnologia avance, se espera que su implementacién en la fabricacién de sensores
electroquimicos permita el desarrollo de dispositivos mas compactos, eficientes y
econémicos, capaces de ser integrados en lineas de produccién industriales para realizar

analisis in-situ y en tiempo real.
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El uso de biorreceptores de alta especificidad también esta ganando importancia en el
desarrollo de lenguas bioelectrénicas, especialmente en el caso de los aptameros, que
representan una de las innovaciones mas relevantes en el campo de la biosensoérica. Los
aptameros son secuencias cortas de ARN o ADN que pueden ser disefiadas para unirse a
moléculas especificas con una afinidad extraordinaria, su facilidad de sintesis y modificacion
permite adaptarlos a una multitud de aplicaciones, incluyendo la industria lactea. Durante el
primer periodo de estancia predoctoral de esta tesis doctoral realizado en la Sheffield Hallam
University, se desarrollé una primera aproximacion al disefio de biosensores impedimétricos
basados en aptameros para la cuantificacion de aflatoxina M1 en leche cruda. Este proyecto,
que actualmente se encuentra en su fase final de desarrollo, ha permitido abrir una nueva
linea de investigacion para el uso de aptameros como biorreceptores en el analisis de
contaminantes en la industria lactea, con resultados prometedores en términos de

sensibilidad y especificidad para su aplicacion en lenguas bioelectronicas impedimétricas.

Otra tendencia que esta ganando fuerza en el campo de las lenguas electronicas es el
desarrollo de sensores que emplean MIPs. Estos sensores ofrecen ventajas significativas para
su aplicacion en la industria, ya que permiten la creacion de cavidades especificas dentro de
la estructura del polimero, disefiadas para reconocer y captar selectivamente determinadas
moléculas. Los polimeros de impresion molecular tienen la capacidad de replicar las
propiedades de los anticuerpos y otros biorreceptores, pero con una mayor estabilidad y un
menor coste de produccion. Aunque el trabajo sobre polimeros de impresion molecular no
forma parte central de esta tesis, cabe indicar que se ha desarrollado un sensor
potenciométrico especifico y sensible para la deteccién de lactosa en muestras de leche,
utilizando polimeros de impresién molecular a base de polipirrol electropolimerizado. La
caracterizacion y aplicacion de este sensor han sido estudiadas en profundidad, y los
resultados, actualmente en fase de publicacion, abren nuevas posibilidades en la mejora de la

precision de los analisis de productos lacteos sin lactosa.

En este contexto, la presente tesis doctoral plantea el inicio de una investigacion todavia
mas amplia orientada a desarrollar soluciones que respondan a los multiples desafios todavia
vigentes hoy en dfa en la industria lactea. A través del desarrollo de nuevas tecnologias, el
estudio de las interacciones moleculares y el uso de materiales avanzados, se espera mejorar
la robustez, la selectividad y la durabilidad de las lenguas electrénicas y bioelectrénicas, lo
que permitira implementar estas herramientas de manera eficaz en entornos industriales.
Ademas, la incorporacién de nuevos biorreceptores y nanomateriales en el disefio de los
sensores ofrece un futuro prometedor, con la posibilidad de desarrollar dispositivos cada vez
mas especificos y sensibles. Aunque aun queda un largo camino por recorrer, el trabajo
realizado hasta el momento sugiere que las lenguas electrénicas tienen un potencial inmenso
para transformar el analisis de calidad en la industria lactea, proporcionando soluciones

rapidas, precisas y adaptadas a las necesidades cambiantes del mercado.
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4.2. Future perspectives

Electronic tongues represent one of the most promising tools for quality analysis in
various industries, including the dairy industry, which demands increasingly precise, fast, and
reliable solutions for product control. As this technology continues to evolve, a future is
envisioned where robust tools with increasingly sophisticated analytical capabilities will be

crucial, allowing for accurate measurements in a fast and automated manner.

One of the main challenges foreseen in the application of electronic tongues in industry
is the need to study in greater depth the interaction of the various elements that make up
these devices. Electronic tongues consist of sensors that contain different complex sensitive
elements, responsible for providing selectivity to different types of compounds present in
the samples. The interaction mechanisms between these elements remain an area requiring
intensive research, as optimizing these components is essential to improve the response time,
selectivity and sensitivity of the sensors. In particular, one area that demands more attention
is the study of interactions within the polymer matrices of potentiometric sensors, which
have proven extremely useful for detecting a wide range of analytes in the dairy industry. In
this regard, within the research group associated with this doctoral thesis, ongoing work is
currently in the publication process. This research aims to determine which structural
properties of lipid polymers favor or hinder the sensitivity and stability of sensors over time.
This study has identified structural patterns that can be leveraged to design more efficient
potentiometric sensors for detecting specific compounds in milk, with greater robustness

and longer operational lifespans.

Additionally, there is a long road ahead in terms of using nanomaterials in the
fabrication of electrochemical sensors, which represents one of the most promising areas in
the development of multisensor systems. Nanomaterials, due to their unique properties at
the atomic and molecular levels, have significantly improved the sensitivity and selectivity of
sensors and biosensors. Furthermore, their ability to interact with analytes at the nanoscale
opens up new opportunities for detecting compounds at extremely low concentrations,
which is crucial in quality analysis of complex matrices like milk. As nanomaterial technology
advances, it is expected that their implementation in the manufacture of electrochemical
sensors will lead to the development of more compact, efficient, and cost-effective devices,

capable of being integrated into industrial production lines for real-time analysis.

The use of highly specific bioreceptors is also gaining importance in the development
of bioelectronic tongues, particularly with the rise of aptamers, which represent one of the
most significant innovations in biosensing. Aptamers are short DNA or RNA sequences
designed to bind to specific molecules with extraordinary affinity. Their easy synthesis and
modification allow them to be adapted to a multitude of applications, including the dairy
industry. During the initial phase of this doctoral thesis at Sheffield Hallam University, an

initial approach was developed for designing impedimetric biosensors based on aptamers for
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quantifying aflatoxin M1 in milk samples. This project, currently in its final stages of
development, has opened a new line of research into the use of aptamers as bioreceptors in
the detection of contaminants for dairy industry, showing promising results in terms of

sensitivity and specificity for application in bioelectronic tongues.

Another growing trend in the field of electronic tongues is the development of sensors
employing MIPs. These sensors offer significant advantages for industrial applications, as
they allow the creation of specific cavities within the polymer structure, designed to
selectively recognize and capture certain molecules. Molecularly imprinted polymers have the
ability to replicate the properties of antibodies and other bioreceptors but with greater
stability and lower production costs. Although the work on molecularly imprinted polymers
is not a central focus of this thesis, it is important to note that a specific and sensitive
potentiometric sensor has been built for lactose determination in raw milk samples, using
electropolymerized polypyrrole-based molecularly imprinted polymers. The characterization
and application of this sensor have been thoroughly studied, and the results, currently in the

process of publication, open new possibilities for improving the accuracy of dairy analysis.

In this context, this doctoral thesis marks the beginning of even broader research aimed
at developing solutions to address the challenges of dairy industry. Through the application
of innovative technologies, the study of molecular interactions, and the utilization of
advanced materials, it is expected to improve the robustness, selectivity, and durability of
electronic and bioelectronic tongues, enabling the effective implementation of these tools in
industrial environments. Additionally, the incorporation of new bioreceptors and
nanomaterials into sensor design offers a promising future, with the potential to develop
devices that are increasingly specific and sensitive. Although there is still a long way to go,
the work carried out so far suggests that electronic tongues hold immense potential to
transform quality analysis in the dairy industry, providing faster, more accurate solutions that

are tailored to the ever-changing needs of the market.
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Anexos
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Nufiez Carrero; M.A. Rodriguez-Pérez, M.L. Rodrguez-Méndez. Impact of
Molecular Structure and Plasticization of PVC Membranes in the Response of
Solid-State Ion-Selective Electrodes (2024) Sensors and Actuators Reports,
UNDER REVIEW.

C. Garcia Cabezon, C. Pérez Gonzalez, C. Garcia Hernandez, M.L. Rodriguez
Mendez, L. Dias, F. Martin-Pedrosa. Advanced Characterization in Molecularly
Imprinted Polypyrrole for Potentiometric Lactose Sensing (2024) Sensors and
Actuator B Chemical, UNDER REVIEW.

S. Pettinelli, C. Salvo Comino, C. Pérez-Gonzalez, C. Garcia-Cabezén, F.
Martin-Pedrosa, E. Barajas Tola, A. Martin Baz, M.L. Rodriguez-Mendez. Using
multivariate techniques to evaluate the effect of cluster thinning in the wine
quality: a comprehensive analysis on Tempranillo variety (2024) LWT-Food
Science and Technologies, UNDER REVIEW.
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0.2 Contribuciones en jornadas y congresos nacionales e

internacionales

Jornadas

1. C. Pérez-Gonzalez, C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. GarciaCabezon, M.L.
Rodriguez-Méndez. Sensores interdigitados impedimetricos para el analisis de
productos lacteos (2022) VIII Jornadas de Investigadoras de Castilla y Leén: La
Aventura de la Ciencia y la Tecnologfa (ORAL).

2. C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezén, M.L.
Rodriguez-Méndez. Optimizing an electronic tongue for the dairy industry (2022)

II Encuentro de Jévenes Investigadores de la Universidad de Valladolid
(POSTER).

3. C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. GarcfaCabezén, M.1.
Rodriguez-Méndez. Efecto del uso de nanomateriales en el desarrollo de

biosensores impedimétricos (2023) IX Jornadas de Investigadoras de Castilla y
Leoén: La Aventura de la Ciencia y la Tecnologia. (POSTER).

4. C. Pérez-Gonzalez, S. Pettinelli, C. Salvo-Comino, A.J. Martin, C. Garcia-
Cabezoén, M.LL Rodriguez-Mendez. Enhancing Wine Quality: Analysis of Different
Harvest Approaches on Tempranillo Grapes (2024) X Jornadas de Investigadoras
de Castilla y Leon: La Aventura de la Ciencia y la Tecnologia (ORAL).

5. C. Pérez-Gonzalez, C. GarcfaCabezon, M.L. Rodriguez-Méndez. Aptasensores en
Leche: Espectroscopfa de Impedancias (2024) III Encuentro de Jévenes
Investigadores de la Universidad de Valladolid (POSTER).

Congresos Nacionales e Internacionales

1. C. Salvo-Comino, C. Pérez-Gonzilez, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezon and
Maria Luz Rodriguez-Mendez. Silver Nanomaterials as Electron Mediators in a Bio-
Electronic Tongue Dedicated to the Analysis of Milks. The Role of the Aspect Ratio
of Nanoparticles vs. Nanowires (2021) First International Electronic Conference
on Chemical Sensors and Analytical Chemistry (ONLINE-Proceedings).

2. C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezén, M1,
Rodriguez-Méndez. Development of a Bioelectronic Tongue Modified with Gold
Nanoparticles for Dairy Analysis (2021) First International Electronic Conference
on Chemical Sensors and Analytical Chemistry (ONLINE-Proceedings).

3. C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezon, M.1..

Rodriguez-Méndez. Development of a potentiometric bioelectronic tongue
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modified with gold nanoparticles for dairy industry (2021) 13th Spanish Conference
on Electron Devices (POSTER).

C. Pérez-Gonzalez, C. Salvo-Comino, J-L. Pura, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-
Cabezoén, M.L. Rodriguez-Méndez. Development of a bioelectronic tongue with

gold nanoparticles and enzymes dedicated to milk analysis (2021) X Franco-Spanish
Workshop CMC2 — IBERNAM (ORAL).

J.L. Pura, C. Salvo-Comino, C. Pérez-Gonzalez, C. Garcia-Cabezon,
M.L. Rodriguez-Mendez. AFM characterization of AgNWs modified electrodes by
LangmuirBlodgett: the effect of electrochemical measurements (2021) RSEQ
Symposium (POSTER).

C. Pérez-Gonzalez, C. Salvo-Comino, J-L. Pura, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-
Cabezén, M.L. Rodriguez-Méndez. Impedimetric bio-electronic tongue based on
silver nanoparticles for the analysis of milk (2022) The International Symposium on
Olfaction and Electronic Nose (ORAL).

C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, C. Garcia-Hernandez, F. Martin-Pedrosa, C.
Garcia-Cabezén, M.L. Rodriguez-Méndez. Lenguas electronicas: Una nueva
herramienta en el control de calidad de la industria lactea (2022) III Congreso
Nacional de Jévenes Investigadores en Ciencia, Ingenierfa y Tecnologia de los
Alimentos (ORAL)

C. Salvo-Comino, C. Pérez-Gonzalez, C. Garcfa-Cabezén, M.L. Rodriguez-
Mendez. Influence of storage and preservation of milk on the performance of a
voltammetric electronic tongue (2023) 243rd ECS Symposium (POSTER).

C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, C. Garcia-Hernandez, F. Martin-Pedrosa, C.
Garcia-Cabezén, M.L. Rodriguez-Méndez. Impedance Spectroscopy: A New Tool
For Dairy Analysis (2023) 243rd ECS Symposium (POSTER).

C. Pérez-Gonzailez, C. Salvo-Comino, F. Martin-Pedrosa, C. Garcia-Cabezén, M.L.
Rodriguez-Méndez. New approach on impedimetric bioelectronic tongue for dairy
characterization (2023) XI Franco-Spanish Workshop IBERNAM-
CMC2 (POSTER).

C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, P. Najera-Morales, F. Martin-Pedrosa, C.
Garcia-Cabezoén, M.L. Rodriguez-Méndez. Enhanced Impedimetric sensors for
food industry (2023) I Ibero-American Research Symposium: Opening, frontiers
through new materials (ORAL-Invited).

C. Campos-Machado, C. Salvo-Comino, C. Pérez-Gonzalez, L. Caseli, M.L.

Rodriguez-Méndez. Development of biosensors for phenol compounds utilizing
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Langmuir and Langmuir-Blodgett nano-organized films containing laccase (2024)
18th European Conference of Organized Films (POSTER).

13. C. Salvo-Comino, L.E. Alonso-Pastor, S. Pettinelli, C. Pérez-Gonzalez, M.A.
Rodriguez-Perez, M.L. Rodriguez-Méndez. Enhancing Potentiometric Sensor
Performance: Investigating Plasticizer and PVC Membrane Synergy (2024) XIX
Escuela Nacional de Materiales Moleculares-ENMM (POSTER).

14. C. Pérez-Gonzalez, C. Salvo-Comino, P. Najera-Morales, F. Martin-Pedrosa, M.L
Rodriguez Méndez, C. Garcfa-Cabezon. Differential pulse voltammetry as an
analytical tool for raw milk analysis using electrochemical biosensors (2024) 2nd

International Electronic Confernece on Chemical Sensors and Analytical Chemistry
(POSTER).

15. C. Pérez-Gonzilez, C. Salvo-Comino, S. Pettinelli, C. Garcia-Cabezon, M.L
Rodriguez-Mendez. Nano-Enhanced Flectrochemical Sensors: Introducing
Nanomaterials in Enzymatic Sensing and Prediction Modeling (2024) XIX Escuela
Nacional de Materiales Moleculares-ENMM (ORAL).
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0.3 Proyectos de investigacion y contratos con empresas

1. Proyectos I+D+i 2018. Agencia estatal de investigacion, Fondos FEDER.
Desarrollo de un sistema multisensor nanoestructurado portatil para analisis de
leche: en el camino hacia la industria 4.0. RT12018-097990-B-100.

2. Proyectos de Conocimiento-Investigacion Orientada 2021 Programa Estatal.
Agencia estatal de investigacion, Fondos FEDER. Prototipo de lengua electronica
portatil basada en nanosensores potenciométricos para el analisis de leche.
Validacion y correlacion con otras técnicas. P1ID2021-1223650B-100.

3. Proyectos POCTEP INTERREG VI A Espana-Portugal. Comision
europea, Fondos FEDER. Valorizaciéon vy caracterizacion de variedades

minoritarias de vid por métodos clasicos y nuevas tecnologias en el espacio
transfronterizo. 0039_MINORSENS 2 E

4. Contrato ART.60. Calidad Pascual SAU. Desarrollo de una red de sensores para el
analisis de leches provenientes de alimentacién de precisién del vacuno lechero
"ALIVAC".

5. Contrato ART.60. Fundacion CIDAUT, ABN Pipe systems SLU, Asientos De
Castilla Y Leon SL,INDEMAT SL, Aenium Engineering SL. Servicios de

caracterizaciéon de materiales y andlisis.

6. Contrato ART.60. Servicio Técnico Repetitivo. Servicios relativos al estudio y

caracterizacion de piezas metalicas en el ambito del comportamiento en servicio.
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6.4 Cursos de formacion

Nombre: Etica y buenas practicas en la investigacion.
Entidad organizadora: Universidad de Valladolid ESDUVA.

Pon en valor tu investigacion en Ciencias Experimentales. Primera edicion.
Entidad organizadora: Universidad de Valladolid ESDUVA.

A Happy PhD’: Productividad, bienestar y progreso del doctorando a tiempo parcial o
a distancia.
Entidad organizadora: Universidad de Valladolid ESDUVA.

Estadistica e Inteligencia Artificial con R.
Entidad organizadora: Universidad de Valladolid ESDUVA.

Proteccién del conocimiento: patentes, proteccion intelectual y derechos de autor.
Entidad organizadora: Universidad de Valladolid ESDUVA.

Curso de habilidades comunicativas aplicado al concurso 3mt el arte de ser
profesional.
Entidad organizadora: Universidad de Valladolid ESDUVA.

Soy competente digital: construye tu mejor version digital.
Entidad organizadora: Junta de Castilla y Ledn Plataforma de Formacién MOOC (CyL
Digital).

Advanced use of Atomic Force Microscope and electrochemical cell accessory.

Entidad organizadora: Oxford Instruments America.
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0.5 Estancias de investigacion

Sheffield Materialsand
Hallam _  Engineering
University Research Institute

CERTIFICADO DE ESTANCIA EN UNA INSTITUCION EXTRANJERA
CERTIFICATE OF STAY IN A FOREIGN INSTITUTION

1. Estudiante/ Student:

Nombre y apellidos/ Name and surname: Clara Pérez Gonzalez
D.N.l./ National Identity Card: 18460336F

2. Universidad o centro de investigacion de acogida /

Centro de estancia / Host institution: Hallam Sheffield University

Direccién / Address: Howard St, Sheffield City Centre, Sheffield ST TWB,

Pais / Country: Reino Unido
3. Investigador responsable en el centro de la estancia/ Academic supervisor in the Host
Institution

Nombre y apellidos / Name and surname: Alexei Nabok

Categoria académica / Position: Professor

Correo electronico / Email: a.nabok@shu.ac.uk

CERTIFICO:

que el estudiante arriba mencionado ha realizado una estancia de investigacion en este centro
bajo mi supervision en las siguientes fechas:

desde 30 /04 /2023 hasta 01 / 08/ 2023

THIS IS TO CERTIFY:

that the above mentioned student has performed a research stay in this Institution under my
supervision in the following dates:

From: 30 /04 /2023 To: 01 /08 /2023

4. Resumen de las actividades formativas/investigacion conectadas a la tesis doctoral
realizadas durante la estancia: / Summary of the training activities/research connected with the
thesis which have been carried out during the stay: B
During this doctoral internship, the participant aimed to acquire knowledge in aptamer technology for
the development of electrochemical aptamer-based sensors, specifically those utilizing impedance
spectroscopy, with the broader goal of advancing electronic tongue technologies. The participant
engaged in training that covered the design, fabrication, and optimization of aptasensors, leading to a
solid understanding of the principles behind electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and its
applications in detecting molecular interactions with high specificity and sensitivity. Additionally, the
internship provided valuable training in ellipsometry, a technique essential for characterizing surface
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modifications and confirming aptamer immobilization. Ellipsometry further enabled the study of aptamer
conformational states, allowing deeper insights into structural changes critical for sensor performance
and analyte recognition. This experience equipped the participant with comprehensive knowledge across
both theoretical and practical aspects of aptamer-based sensor technology and advanced surface
characterization techniques, ultimately contributing to innovations in the development of electronic

 tongue systems. /\;ﬁ:ﬁm
2 I

Lugar y fecha / City and date: §‘/

Firma y Sello / Signature & Stamp
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