UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

APLICACION DE LA LENGUA
ELECTRONICA VOLTAMETRICA A
ALIMENTOS LiQUIDOS

TESIS DOCTORAL

Presentada por:

Esteban Fuentes Pérez

Directores académicos:
Raul Grau Meld

José Manuel Barat Baviera

Junio de 2017






Agradecimientos

A mis Tutores Raul Grau y José Manuel Barat por todas las horas dedicadas,
por la ayuda, guia y ensefianzas, por su paciencia y entera disponibilidad, por
la confianza depositada en mi y estar al pendiente siempre del avance de las
diferentes fases desarrollo de la tesis, por la calidez en el trato y la sensacion

de cercania.

A Miguel Alcaiiiz por ayudarnos a encontrar la luz al final de tunel clarificando
conceptos y por la gestion para el uso de equipos durante la fase

experimental.

A los que conforman el grupo de Investigacién por el ambiente de
camaraderia, a Samu, Francisco y Rafa, por hacer cada dia mas llevadero en
el laboratorio, por todas las historias que quedaron y por las risas, a Cristina

y Maria por las palabras de aliento en la recta final para concluir esta etapa.

A Eli por acompafiarme y motivarme para seguir adelante, por tenerme
paciencia. A mi familia, en especial a mis padres por ser ejemplo de vida, por
apostarse el todo por el todo cuando de mi se trata, por la confianza, por el
soporte y el vinculo afectivo incluso con toda la distancia y el tiempo fuera

de casa... por siempre estar ahi.

Atodos los que han compartido momentos conmigo a lo largo de todos estos
afios, en especial a mis amigos de pedales con los que disfruto tanto de la
montaia, gratitud con todas las personas que de una u otra manera han

formado parte de este proyecto de vida.






INDICE GENERAL
CONTENIDO
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
RESUMEN
INTRODUCCION
Tipos de lenguas electrénicas
Lenguas electrdnicas potenciométricas
Lenguas electrdnicas impedimétricas
Lenguas electrdnicas voltamétrica
Tipos de Voltametria
Tratamiento de datos y Analisis estadistico
Analisis de componentes Principales
Regresion de minimos cuadrados parciales
REFERENCIAS
OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS ESPECIFICOS
CAPITULO I:
INFLUENCIA DE LA AMPLITUD DEL POTENCIAL EN UNA
SECUENCIA (TREN) DE PULSOS DE LENGUA ELECTRONICA
VOLTAMETRICA (VET) APLICADA A EVALUAR LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE ALISO
RESUMEN
INTRODUCCION
MATERIALES Y METODOS
Preparacion de muestras
Lengua electrénica Voltamétrica
Secuencia de Pulsos
Analisis estadistico
RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacidn de las configuraciones de pontenciales
Prediccién de la capacidad antioxidante del aliso usando modelos
Trolox
CONCLUSION
REFERENCIAS
APENDICE
CAPITULO LI:

Pagina

17
20
20
21
21
23
25
26
26
29
33
35
35

37

39
39
44
44
45
46
48
50
50
58

62

64
69

69



ESTUDIO DE LA SIMILITUD ENTRE DOS CONFIGURACIONES DE
PULSOS DE SIMILAR POTENCIAL PERO DE DIFERENTE NUMERO
DE PULSOS TOTALES

INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras

Analisis Voltamétrico

Analisis Estadistico

RESULTADOS Y DISCUSION

CONSLUSIONES

REFERENCIAS

CAPITULO II:

ESTUDIO DE LA APLICACION DE LA LENGUA ELECTRONICA
VOLTAMETRICA AL ANALISIS SENSORIAL

RESUMEN

INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras

Determinaciones electrdnicas. Voltametria de pulsos por medio
de lengua electroénica

Analisis estadistico

Estudio de la respuesta voltamétrica para las mediciones
realizadas en los 4 sabores basicos

Evaluacién de la respuesta voltamétrica en funcién del
compuesto

Evaluacidn de las caracteristicas de sabor de las frutas y café
RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la respuesta voltamétrica para las mediciones
realizadas en los 4 sabores basicos

Evaluacién de la respuesta voltamétrica en funcién de la
concentracion

Evaluacién de la respuesta voltamétrica en funcién del
compuesto

Evaluacién de las caracteristicas de sabor de fruta y café
CONCLUSION

REFERENCIAS

CAPITULO III:

APLICACION DEL EQUIPO DE LEV COMO HERRAMIENTA EN LA
PRE CARACTERIZACION DE CAFE

RESUMEN

71
71
71
72
72
72
74
75

77
79
79
82
82

84
84

85
87

87
88

88
88

98

100

108
110

113
115



INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Muestras

Preparacion de muestras

Métodos

Analisis sensorial

Determinacion de Color

Determinacion de pH

Determinacion de Fenoles Totales (FT)

Determinacién de sélidos solubles. indice de refraccion (IR)
Determinacidn de la capacidad antioxidante

Analisis Voltamétrico por medio de LEV. Caracterizacion de las
respuestas voltamétricas obtenidas

Analisis Estadistico

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis Sensorial

Analisis fisicoquimicos

Andlisis voltamétrico por medio de LEV/VET

CONCLUSION

REFERENCIAS

CAPITULO IV:

MONITORIZACION DE LA ESTABILIDAD DE ZUMO DE NARANJA
PASTEURIZADO MEDIANTE LENGUA ELECTRONICA
VOLTAMETRICA

RESUMEN

INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Preparacion de las muestras

Determinaciones microbiolégicos

Determinaciones Fisico quimicas

Determinacion del pH

Determinacion de los grados Brix

Determinacion de acidez total

Determinacion de la concentracion de acido ascorbico
Determinaciones Voltamétricas (lengua electrénica)
Analisis Estadistico

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinaciones microbioldgicas y fisico quimicas

116
120
120
120
121
122
122
122
122
122
123
123

124
125
126
126
128
132
140
140

149

151
152
156
156
156
157
157
158
158
158
158
159
159
161
161



Determinaciones voltamétricas
CONCLUSION

REFERENCIAS

CONCLUSIONES GENERALES

165
174
175
179



INDICE DE FIGURAS

FIGURA

Figura I. 1. Matriz de electrodos metdlicos: cables de Ir,
Rh, Pt and Au

Figural. 2. Sefiales aplicadas a los electrodos de trabajo
de la LEV.

Figura I. 3. Respuestas obtenidas por voltametria ciclica
de Trolox y Aliso a través de los electrodos
de Ir, Rh, Pt and Au.

Figura I. 4. Respuesta voltamétrica, para las secuencias
de pulsos 50+, 3+, y 4+, sobre los electrodos
de Ir y Rh cuando se aplica el pulso de 800
mV y sobre los electrodos de Au y Pt cuando
es de 500 mV, en las disoluciones de aliso.

Figura I. 5. Respuesta voltamétrica a los 20 ms durante
el pulso de 500 mV para el electrodo de Au
sobre la muestra de aliso.

Figura I. 6. Equivalentes Trolox (mL) observados vs.
Predichos para las muestras de Trolox y aliso
empleando un modelo de prediccién
matematica basado en la informacion
voltamétrica de los electrodos nobles o del
electrodo de oro

Figura I. 7. Valores de Q residuales para los modelos
LWR, empleando la secuencia de pulsos 4+.

Figura LI. 1. Comparacion de las respuestas
voltamétricas obtenidas mediante el tren de
pulsos denominado 4+ (0, 200, 500, 800 mV)
y el primer segmento de cuatro pulsos
obtenido de un tren de pulsos genérico de 22
pulsos.

Figura L.I. 2. Comparacién de las sefiales voltamétricas
obtenidas para las configuraciones de pulsos
4+ y 3+ sobre las concentraciones de los
analitos sujetos de estudio.

Figura Il. 1. Representacion grafica de la componente
principal 1 (PC1) frente a la componente
principal 2 (PC2) para el estudio de

1

Pagina
46

48

52

56

57

60

62

73

74

89



componentes principales (PCA) de las
lecturas voltamétricas realizadas sobre las
disoluciones de NacCl.

Figura ll. 2. Representacién del analisis VIP para el sabor
salado y de unos de los electrodos mas
influyentes.

Figura Il. 3. Representacidn del anadlisis VIP para el sabor
dulce y de unos de los electrodos mas
influyentes

Figura ll. 4. Representacidn del andlisis VIP para el sabor
acido y de unos de los electrodos mas
influyente

Figura Il. 5. Representacidn del andlisis VIP para el sabor
amargo y de uno de los electrodos mas
influyente.

Figura Il. 6. Seial extraida del andlisis de NaCl durante
el pulso de 500mV en el electrodo de Plata.

Figura Il. 7. Representacion grafica de la componente
principal 1 frente a la componente principal
2 para el estudio de componentes
principales de las lecturas voltamétricas, de
los segmentos VIP, realizadas sobre las
disoluciones de NacCl.

Figura Il. 8. PCA de los 4 sabores bdsicos utilizando
todos los datos.

Figura Il. 9. Representacidn grafica de la componente
principal 1 frente a la componente principal
2 para el estudio de componentes
principales de las lecturas voltamétricas
realizadas sobre los patrones y frutas.

Figura Il. 10. Representacion grafica de la componente
principal 2 frente a la componente principal
3 para el estudio de componentes
principales de las lecturas voltamétricas
realizadas sobre los patrones y frutas.

Figura Il. 11. Representacion grafica de la componente
principal 1 frente a la componente principal
2 vy PC2 frente a PC3 para el estudio de
componentes principales de las lecturas

2

93

93

94

95

95

97

100

101

102

103



voltamétricas realizadas sobre los patronesy
frutas

Figura Il. 12. Representacion del analisis VIP para el
sabor dulce y las frutas camu camu y kiwi.

Figura Il. 13. Representacion grafica de la componente
principal 1 frente a la componente principal
2 y PC2 frente a PC3 para el estudio de
componentes principales realizado solo con
las lecturas voltamétricas seleccionadas en
los segmentos VIP, realizadas sobre los
patrones y frutas.

Figura Il. 14. Representacion grafica de la componente
principal 1 frente a la componente principal
2, PC2 frente a PC3 y PC3 vs PC4 , para el
estudio de componentes principales
realizado solo con las lecturas voltamétricas
seleccionadas en los segmentos VIP,
realizadas sobre los patrones y frutas.

Figura Il. 15. Representacion del andlisis VIP para el
sabor salado y el café.

Figura lll. 1. Biplot parametros organolépticos.

Figura Ill. 2. Biplot parametros fisicoquimicos.

Figura Ill.3. Andlisis de componentes principales de las
lecturas voltamétricas para todas las
muestras de café.

Figura Ill. 4. Caracterizacion de los cafés en los cuatro
sabores bdsicos a partir de la informacion
obtenida en el Capitulo 2.

Figura lll. 5. Representacién grafica de los valores
medidos de pH, capacidad antioxidante,
uniformidad y puntuacién total frente a los
predichos al aplicar los modelos
matematicos desarrollados mediante el PLS.

Figura lll. 6. Representacion del andlisis VIP para las
variables pH y capacidad antioxidante, asi
como del tren de pulso aplicado.

Figura IV. 1. Curva de crecimiento microbiano para la
mezcla de Alicyclobacillus acidoterrestris y

104

105

107

108

128
132

133

135

139

139

162



Alicyclobacillus hesperidum en zumo de
naranja incubado a 50°C durante 25 dias.

Figura IV. 2. Evolucién de la concentracién de acido
ascérbico expresada en gramos/100mL de
zumo de naranja, y de la concentracién de
acido citrico expresada en gramos/100mL de
zumo de naranja.

Figura IV. 3. Resultado de los Q-residuals para el estudio
del dia de analisis.

Figura IV. 4. Ajuste lineal de los valores de crecimiento
microbiano (log UFC/mL de zumo) medidos
vs predichos por el modelo PLS.

Figura IV. 5. Ajuste lineal de los valores de acido
ascorbico medidos vs predichos por el
modelo PLS.

Figura IV. 6. Q-Residuals del andlisis MSPC para los dias
1y 2 de andlisis

164

166

169

170

173



INDICE DE TABLAS
TABLA

Tabla I. 1. Resultados de los modelos generados mediante
la regresion localmente ponderada (LWR) para
la prediccién de aliso, cuando se ha empleado
la respuesta voltamétrica de cada uno de los
electrodos y la del conjunto de ellos.

Tabla Il. 1 Propiedades Fisico quimicas de Kiwi y Camu
Camu

Tabla Il. 2. Resultados obtenidos para el estudio de PCA
realizado sobre las lecturas voltamétricas
realizadas sobre los 4 sabores basicos.

Tabla Il. 3. Resultados de los estudios de PLS realizados con
la totalidad de la informacidn voltamétrica y
los obtenidos para el realizado solo con los
datos provenientes de la seleccién VIP del
primer PLS.

Tabla Il. 4. Resultados obtenidos del andlisis de
componentes principales de la matriz de datos
correspondiente a los 4 sabores analizados
utilizando la seleccién de datos del segmento
VIP.

Tabla Il. 5. Resultados PCA de todos los sabores basicos
utilizando todo el voltagrama o solo la
informacidn procedente de los VIP’s.

Tabla lll. 1. Resultados de los atributos de las muestras de
café evaluados sensorialmente por un panel de
cata conformado por expertos.
Fragancia/aroma (F/A), sabor (S), sabor
residual (SR), acidez (A), cuerpo (C),
uniformidad (U), balance (B), taza limpia (TL),
dulzor (D) y puntaje del catador (PC).

Tabla Ill. 2. Resultados andlisis fisicoquimicos realizados a
las muestras. Parametros de color (L*, a*, b*,
Cy h), fenoles totales (FT) (mg acido galico / g
de café molido), pH, indice de refraccién (IR),

Pagina

59

83

89

91

96

99

127

131



densidad (D) (g/mL) y capacidad antioxidante
(CA) (Eqg. Trolox (mM)).

Tabla Ill. 3. Valores de correlacién PLS obtenidos para los
modelos de prediccion de las variables
fisicoquimicas y sensoriales a partir de Ia 138
respuesta  voltamétrica de la lengua
electrénica.

Tabla IV. 1. Resultados de la validacién del modelo PLS para
el modelo matemadtico de prediccion del
crecimiento microbiano, de la concentracion 168
en acidos totales y la de dcido ascérbico.



PROLOGO

La importancia de la alimentacidn alrededor del mundo y por consiguiente la
produccién y procesamiento de alimentos de calidad a ser ofrecidos a los
consumidores demanda cada vez mads técnicas y métodos de analisis que se
caractericen por su eficacia y efectividad. Por esta razén en los Ultimos anos
el desarrollo de nuevas técnicas de analisis de alimentos ha dado como
resultado el desarrollo de nuevos protocolos de analisis de alimentos. En la
presente tesis se busca aplicar el equipo de Lengua electrdénica voltamétrica
de pulsos a diferentes campos de la industria alimentaria donde puede ser
de muchisima utilidad debido a la simplicidad del equipo, facilidad de uso y
capacidad de deteccién. La tesis se ha estructurado en una introduccién
donde se explica el fundamento de las lenguas electréonicas y su
funcionamiento, ademds de las herramientas estadisticas requeridas para el
respectivo analisis de datos, los objetivos generales y especificos que forman
los cuatro capitulos en los que se han estructurados los resultados
experimentales y que a continuacidn se enumeran, asi como una conclusidn

general que resume las descritas en cada uno de los capitulos.

Capitulo 1. Muestras de Aliso (Alnus acuminata) a diferentes concentraciones
y un patron quimico antioxidante fueron analizados por medio de
voltametria ciclica y varias configuraciones de voltametria de pulsos, se
buscd determinar la capacidad antioxidante total de las muestras de aliso en

base a modelos de prediccion a partir del andlisis Voltamétrico del trolox.

Apéndice Capitulol. Puesto a que en el capitulo 1 se estudian diferentes
configuraciones de pulsos (potencial y duracién), en este apéndice se realizé

la comparacién entre pulsos con iguales potenciales y duracion, pero que

7



provenian de diferentes configuraciones de pulsos, para conocer si existe un

efecto en la respuesta voltamétrica obtenida.

Capitulo 2. Muestras correspondientes a los cuatro sabores basicos fueron
testadas por medio de voltametria de pulsos, se caracterizaron sus
respectivas sefales y posteriormente se analizaron muestras de café y frutas,
con la finalidad de encontrar alguna correspondencia entre los sabores y la
respuesta electroquimica obtenida y asi pre clasificar las muestras de

acuerdo a su tipo.

Capitulo 3. Continuando con el analisis sensorial, se realizé una comparacion
entre los datos obtenidos del analisis sensorial y fisico quimico de 6 muestras
diferentes de café y las respuestas voltamétricas obtenidas mediante el
equipo de lengua electrdnica, la finalidad de este estudio fue hacer una pre

seleccidn de las muestras en base a sus atributos organolépticos.

Capitulo 4. Una nueva version del equipo de lengua electrdnica voltamétrica
en el que se implementa un proceso de limpieza electroquimica semi
automatizado fue empleado para determinar alteracién en la vida util de
zumos de naranja producidos por las bacterias Alicyclobacillus acidoterrestris

y Alicyclobacillus hesperidum.
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Resumen

RESUMEN

En la actualidad la industria alimentaria se ha convertido en una de las mas
importantes del mundo, pero no solamente debido a la generaciéon de
empleos ni a la contribucidn del desarrollo de la economia y los mercados
internacionales, sino porque es la industria gestora de un producto de

primera necesidad para el ser humano.

El Desarrollo de nuevas tecnologias, la publicacion de nuevos hallazgos,
implementaciéon de nuevos métodos en la industria alimentaria exigen
procesos mas rapidos, métodos y técnicas de analisis mas precisas, versatiles
y que en lo posible no demanden de mano de obra especializada que puede

ser empleada en tareas mas importantes.

Es por ello que se implican campos de la ciencia que pese a no estar
directamente relacionada con la naturaleza de nuestra area del
conocimiento, nos permite trabajar en sinergia, en este sentido, en la
presente tesis Doctoral se ha planteado como objetivo general estudiar la
aplicacion de la Lengua electrénica voltamétrica en la caracterizacion de

alimentos en estado liquido.

Su desarrollo se realizd por medio de cuatro apartados; Uno inicial en el que
se evalud la posible influencia de la amplitud del potencial en una secuencia
de pulsos aplicada a la evaluacién de la capacidad antioxidante total en
extractos de aliso. Un segundo en el que se evalud la capacidad de la lengua
electrénica para su utilizacién en andlisis sensorial, mds concretamente como
equipo capaz de ser usado en un cribado inicial de muestras, previamente a

la evaluacién por un panel de catas. Para ello se realizaron estudios sobre
11



Resumen

muestras de los 4 sabores basicos, asi como sobre muestras de café y fruta.
Un tercero en el que se evaludé la capacidad de la lengua electrdnica
voltamétrica como herramienta para una primera caracterizaciéon de cafés
procedentes de Colombia y un cuarto capitulo en el que se evalué la
capacidad de la lengua electrénica voltametria de pulsos, para el control
durante los primeros estadios, de la calidad de zumo de naranja pasteurizado

en los que puede existir un riesgo de desarrollo de bacterias esporuladas.

Los ensayos se realizaron a través de un equipo disefiado y desarrollado por
el IDM de la Universidad Politécnica de Valencia y que consta de un software,
un potenciostato y la configuracién a 3 electrodos (un electrodo de
referencia un contra electrodo y un electrodo de trabajo que podria ser de
Ir, Rh, Pt, Au. Ah. Co, Cu o Ni), las configuraciones de pulsos empleadas

fueron diferentes en algunos casos dependiendo de lo que se queria obtener

Los resultados obtenidos han sido satisfactorios permitiéndonos aplicar el
equipo de lengua electrdnica voltamétrica en la caracterizacién de alimentos
liquidos. Asi se evalud la capacidad antioxidante de muestras de aliso, se
caracterizd, en base a sus principales atributos sensoriales, muestras de fruta
como el camu camu y el kiwi y muestras de café. Ademas también se aplicd
en la caracterizacion de muestras de café procedente de Colombia y se

detectd el desarrollo de bacterias esporuladas en zumos pasteurizados.
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Abstract

ABSTRACT

Nowadays Food Industry has become in one of the most important around
the world, but not only due to the contribution to the development of the
economy and the international markets or the work place generation, but
also because is the industry which manages a first necessity product for the

human being.

The development of new technologies, publishing of new findings,
implementation of new methods at the food industry, demands faster
processes, more accurate methods and techniques, versatile and if possible
with no need to be operated by qualified personnel, which can be employed

in more important tasks.

Is for this reason that even fields of science which are not related to the
nature of our area of knowledge are employed, allowing to us a synergic
work, in this sense, at the present Doctoral Thesis, It has been proposed as a
general objective to study the application of voltammetric electronic

language in the characterization of foods in a liquid state.

It was developed in four chapters; a beginning where the influence of the
potential amplitude on a pulse sequence was evaluated, applied to the
measurement of the total antioxidant capacity of aliso extracts. A second
where the capacity of the voltammetric electronic tongue to distinguish

between four basic flavours was evaluated, besides coffee and fruit samples.

A third study where the capacity of the electronic tongue was tested as a tool
to pre characterize different coffee samples coming from Colombia, and
compared with physic chemical and organoleptic analysis, and a last study
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where the electronic tongues were employed to analyze alteration on orange

juices at early states, produced by sporulated bacteria.

All the essays were done through an equipment designed and developed by
the IDM of que Polytechnic University of Valencia and which includes a
software, a potentiostat, and a 3 electrode configuration (a reference
electrode, a counter electrode and a working electrode that could be of Ir,
Rh, Pt, Au, Ag, Co, Cu o Ni depending of the configuration of the equipment),
The pulse setting configuration employed was different in some cases

according to the data which was looked for.

The results obtained have been satisfactory allowing us to apply the
voltammetric electronic tongue equipment in the characterization of liquid
foods. Thus, the antioxidant capacity of aliso samples was evaluated. Fruit
samples such as camu camu and kiwi and coffee samples were characterized
based on their main sensory attributes. It was also applied in the
characterization of samples of coffee from Colombia and the equipment was

able to detect the development of bacteria sporulated in pasteurized juices.
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Resum

RESUM

En l'actualitat la industria alimentaria s'ha convertit en una de les més
importants del mén, pero no sols degut a la generacié d'ocupacions ni a la
contribucié del desenrotllament de I'economia i els mercats internacionals,
sind perque és la industria gestora d'un producte de primera necessitat per
al ser huma.

El Desenrotllament de noves tecnologies, la publicacié de noves troballes,
implementacié de nous metodes en la industria alimentaria exigixen
processos més rapids, metodes i técniques d'analisi més precises, versatils i
gue en la mesura que es puga no demanden de ma d'obra especialitzada que
pot ser empleada en tasques més importants.

Es per aixo que s'impliquen camps de la ciéncia que a pesar de no estar
directament relacionada amb la naturalesa de la nostra area del
coneixement, ens permet treballar en sinergia, en este sentit, en la present
tesi Doctoral s'ha plantejat com a objectiu general estudiar I'aplicacié de la
Llengua electronica voltamétrica en la caracteritzacié d'aliments en estat
liquid.

El seu desenrotllament es va realitzar per mitja de quatre estudis. Un inicial
en que es va avaluar la possible influencia de I'amplitud del potencial en una
seqiencia de polsos aplicada a I'avaluacié de la capacitat antioxidant total en
extractes de vern. Un segon en qué es va avaluar la capacitat de la llengua
electronica per a la seua utilitzacié en analisi sensorial, més concretament
com a equip capa¢ de ser usat en un garbellament inicial de mostres,
préviament a |'avaluacié per un panell de tastos. Per a aixd es van realitzar
estudis sobre mostres dels 4 sabors basics, aixi com sobre mostres de café i
fruita. Un tercer en que es va avaluar la capacitat de la llengua electronica
voltamétrica com a ferramenta per a una primera caracteritzacié de cafés
procedents de Colombia i un quart capitol en que es va avaluar la capacitat
de la llengua electronica voltametria de polsos, per al control durant els
primers estadis, de la qualitat de suc de taronja pasteuritzat en els que pot
existir un risc de desenrotllament de bacteris esporuladas.
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Els assajos es van realitzar a través d'un equip dissenyat i desenrotllat per
I''DM de la Universitat Politecnica de Valéncia i que consta d'un programari,
un potenciostato i la configuracié a 3 eléctrodes (un eléctrode de referencia
un contra eléctrode i un eléctrode de treball que podria ser d'Anar, Rh, Pt,
Au. Ah. Co, Cu o Ni).

Els resultats obtinguts han sigut satisfactoris podent-se aplicar en la
caracteritzacié d'aliments liquids. Aixi es va avaluar la capacitat antioxidant
de mostres de vern, es va caracteritzar, basant-se en els seus principals
atributs sensorials, mostres de fruita com el camu camu i el kiwi i mostres de
café. A més també es va aplicar en la caracteritzacid de mostres de café
procedent de Colombia i es va detectar el desenrotllament de bacteris
esporuladas en sucs pasteuritzats.
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Introduccion

En los udltimos afios, el desarrollo cientifico y tecnolégico ha permitido el
disefio de nuevos métodos y técnicas de andlisis no invasivas, no

destructivas, fiables, versatiles y que no requieran personal cualificado.

Entre estos nuevos métodos de anadlisis destacan los sensores
electroquimicos (potenciométricos, voltamétricos e impedimétricos). Estas
herramientas en muchos casos buscan la simulacién de los sentidos del ser
humano por medio de equipos o aparatos de visidn artificial, dispositivos
auditivos, instrumentos para la deteccién de olores o sabores. Este ultimo
tipo de sensores, también conocidos como Lenguas Electrdnicas, son capaces
de reconocer diferencias entre sabores mediante un mecanismo totalmente
diferente a como trabaja el sentido del gusto. En el ser humano el sentido
del gusto es el producto del reconocimiento de los compuestos presentes en
el alimento por parte de quimiorreceptores de distinta naturaleza, los cuales
envian una sefial que posteriormente es procesada por el cerebro, en
cambio, las lenguas electrdnicas procesan las sefiales recibidas a través de
electrodos por medio de herramientas de analisis de datos (quimiometria)
con la finalidad de identificar o cuantificar compuestos o determinadas

propiedades presentes en una muestra.

Una lengua electrénica puede definirse como un sistema basado en la
interaccion de multiples sensores de baja sensibilidad, que junto a
herramientas de reconocimiento de patrones o de anadlisis multivariante,
permite la clasificacion de muestras o en algunos casos la cuantificaciéon de
pardmetros fisicoquimicos (Gutés, Céspedes, & del Valle, 2007). Estos
dispositivos no se aplican Unicamente como sensores del gusto o sabor, sino

que ademas pueden ser utilizados en otros campos que incluyen el area
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industrial, ambiental, clinica y alimentaria entre otras (Vlasov, Legin, &

Rudnitskaya, 2002).

Tipos de lenguas electrénicas

Existen diferentes tipos de lenguas electrdonicas dependiendo de su
fundamento; como las lenguas potenciométricas basadas en matrices de
sensores tipo ISE (lon Selective Electrode/ electrodo selectivo de iones) o
ISFETs (ion-sensitive field-effect transistor/ transistor de efecto campo
sensible aiones); y las lenguas voltamétricas o amperométricas, en las cuales
un grupo de sensores (no especificos) genera informacién multidimensional,
producto de su interaccion con las muestras, la informacién obtenida debido
a su compleja naturaleza requiere ser analizada por medio de herramientas
que permitan sacar provecho de la multidimensionalidad de la informacién
obtenida de las muestras, por medio de selectividad cruzada (del Valle,

2010).
Lenguas electronicas potenciométricas

Las lenguas electrénicas potenciométricas se basan en la medida del
potencial que se establece entre dos electrodos cuando son sumergidos en
una disolucidn. En este tipo de dispositivos no hay circulacién de corriente
eléctrica, sino que consiste en la diferencia de potencial entre ambos
electrodos. En condiciones de corriente nula, el potencial de cada electrodo
viene dado por la ecuacion de Nernst, la cual establece que el potencial
externo medido depende de diferentes factores como el material del que
estd compuesto el electrodo, la naturaleza y actividad de las especies

presentes en la disolucién o de la temperatura. De este modo, es posible
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relacionar el potencial medido con la actividad o concentracién de soluto en
una disolucién simple, no existiendo una dependencia directa de contacto

entre el electrodo y la disolucién (Wilson, Abbas, Radwan, & del Valle, 2011).

Lenguas electronicas impedimétricas

El fundamento de las lenguas electrdnicas impedimétricas se basa en los
cambios de impedancia en la sefial de partida. El analisis de las frecuencias
de conductividad o capacitancia, ya sea mediante el uso completo de las
distintas frecuencias o de un numero de valores discretos seleccionados,
junto con el uso de herramientas estadisticas como el analisis de
componentes principales, permite la identificacién de las muestras, incluso a
niveles de concentraciones traza. (Grieshaber, MacKenzie, Vords, &

Reimhult, 2008).

Lenguas electrénicas voltamétrica

En este tipo de lenguas se aplica un potencial determinado al electrodo de
trabajo y se mide la corriente resultante obtenida cuando las especies redox
activas se oxidan o reducen en la superficie del electrodo. Las lenguas
voltamétricas presentan una mayor sensibilidad, versatilidad, simplicidad y
robustez que las lenguas potenciométricas, ya que se encuentran menos
influenciadas por las perturbaciones eléctricas. Ademas, con este tipo de
lenguas se pueden emplear diferentes técnicas analiticas como son la

voltametria ciclica o la de pulsos.

La primera lengua electrénica voltamétrica fue descrita por Winquist y
colaboradores en 1997, la cual estaba formada por electrodos de trabajo de

Pt y Au, un electrodo auxiliar y uno electrodo de referencia. Este sistema
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incluia configuraciones de pulsos de gran amplitud (LAPV) y de corta
amplitud (SAPV) combinado con herramientas de andlisis multivariante,

obteniendo buenos resultados de separacion entre muestras.

La corriente resultante de la oxidacién o reduccidn de un analito objetivo se
considera una medida de su concentracién, por lo que cuando una especie
redox activa se reduce en la superficie del electrodo, la reacciéon seria la

siguiente:
Ox + ne~ —» Red™ Ec.1

Donde Ox es la forma oxidada del analito y Red" es su forma reducida. En
condiciones normales de presidn y temperatura, esta reaccion redox tiene
un potencial normal E°, el potencial del electrodo en el equilibrio, Eepec se
puede utilizar para establecer una correlacidn entre la concentracién de la
especie oxidada (c,) y de la forma reducida (Cg) del analito, de acuerdo con
la ecuacidn de Nernst:

Co
Cr

Eetec = E” +22In 22 Ec.2

Cuando un electrodo metdlico se sumerge en una solucion electrolitica se
producen una serie de procesos entre los que destaca la formacion de la
doble capa eléctrica o de Hemholtz, formada a su vez por la Capa rigida de
Helmholtz y la denominada Capa difusa propuesta por Gouy Chapman
(Campos Sanchez, 2013). La seial de la corriente obtenida por un pulso
tiende a comportarse de forma exponencial, siendo determinada por la
contribucion de la corriente no faradica (producto de la reorganizacion de las

cargas en la doble capa eléctrica) y de la corriente faradica (correspondiente

22



Introduccion

a las reacciones de oxidacion —reduccién que ocurren en la interfaz electrodo
— disolucién). En el caso de que la amplitud de potencial (pulso aplicado) no
fuese suficiente para provocar reacciones redox, la corriente vendria dada
Unicamente por la componente no faradica; mientras que cuando existen
reacciones redox, la corriente obtenida es la suma de las dos componentes.
Ambas componentes estan relacionadas con la naturaleza del electrodo y la
concentracién de las especies en la disolucidon, por lo que el estudio de la
evolucidn de la respuesta electroquimica a través del tiempo nos permite
obtener informacién sobre la composicidon quimica de la muestra objeto de

estudio (Bard et al., 1993; Ivanistsev, Kirchner, Kirchner, & Fedorov, 2015).

Tipos de Voltametria.

La respuesta electroquimica depende directamente de la técnica

electroquimica utilizada. En este sentido, existen diferentes técnicas:

e Voltametria de barrido Lineal (Linear sweep voltammetry, LSV).El
potencial del electrodo de trabajo aumenta de modo lineal y a una
velocidad aproximada entre 10 mV/s y 10 V/s. Se mide la corriente
resultante y se representa su evolucion en funcién del potencial.
Cuando una de las especies presentes en la disolucién alcanza su
potencial de reaccidon se produce un aumento significativo en la
corriente, al mismo tiempo que la concentracion de la especie
disminuye. Esto hace que la corriente decaiga, permitiendo asi que
se forme un pico de corriente en el voltagrama que permite la
identificacion del potencial de reaccidn.

e Voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry, CV). Esta técnica es similar a

la voltametria de barrido lineal, con la diferencia de que cuando
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alcanza el potencial maximo se lleva a cabo un barrido en sentido
contrario hasta volver al potencial inicial.

Voltametria de redisolucidn (Strypping voltammetry, SV). En este
tipo de voltametria el analito se deposita en la superficie del
electrodo por una oxidacion o reduccién al aplicar un potencial
constante. Durante el proceso se realiza una agitacién o se hace girar
el electrodo, y tras una etapa de reposo y un barrido lineal se
produce la reaccidn inversa.

Voltametria de Pulsos. Este tipo de voltametria se clasifica en base a
su configuracidn en: voltametria de pulsos de corta amplitud (Short
amplitude pulse voltammetry, SAPV), voltametria de escalera
cuando la tension aplicada al electrodo se incrementa en pequefiios
escalones (Staircase Voltammetry, SV) o la generacién de pequefios
pulsos que en los que se incrementa el potencial de forma simétrica
formando una especie de onda cuadrada (Square Wave
Voltammetry, SWV y voltametria de pulso diferencial o (Differential
Pulse Voltammetry, DPV) al tiempo que se mide la corriente
resultante. Como ejemplo de este tipo de técnicas se pueden citar la
voltametria de pulsos normal (Normal Pulse Voltammetry, NPV) y la
cronoamperometria (Dias, Meirinho, Veloso, Rodrigues, & Peres,

2016).

Son varios centros de investigacién los que apuestan a este tipo de técnicas

no destructivas, en nuestro caso, El Instituto Interuniversitario de

Reconocimiento Molecular y Desarrollo Tecnolégico de la UPV-UV (IDM)

disefid y desarrollé un sistema de Lengua electronica voltamétrica que

consta de un software para la configuracion de las secuencias de pulsos, la
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generacion de ficheros de datos y el ajuste del sistema de electrodos. Este
equipo es capaz de trabajar Unicamente con el electrodo de referencia (ER)
y el electrodo de trabajo (ET) o bien trabajar con una configuracion a 3
electrodos, incluyendo ademas un contra electrodo (CE). El ER estad formado
por un electrodo Ag/AgCl, que le confiere una gran estabilidad ante cambios
de concentracién, lo que permite mantener una corriente constante a lo
largo del ensayo. El ET estd formado por cuatro metales nobles: Ir, Rh, Pty
Au; y por cuatro metales no nobles: Ag, Cu, Co y Ni. Estos se encuentran
contenidos en dos cilindros de acero inoxidable grado 316L, que funcionan
como CE. La configuracién de la secuencia de pulsos usada por el equipo es
genérica, y estd constituida por 22 pulsos que van desde -1000 mV hasta
+1000 mV con una duracién de 20 ms/pulso. Los resultados de cada ensayo
se presentan en forma de matrices de datos muy extensas que requieren el
tratamiento estadistico de los resultados mediante herramientas de andlisis

multivariante (Alcafiiz Fillol, 2011).
Tratamiento de datos y Andlisis estadistico.

Entre las herramientas mas importantes para el analisis estadistico de los
datos obtenidos mediante este tipo de sensores destacan el Anadlisis de
Componentes Principales (PCA), Regresion de minimos cuadrados parciales

(PLS) y el Proceso de control estadistico multivariante (MSPC).
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Andlisis de componentes Principales.

El Analisis de Componentes Principales (PCA) se emplea principalmente
cuando existen mas de 3 variables independientes. Esta técnica descompone
la matriz de datos primarios en 2D (ejes X, Y), estableciendo una nueva base
de coordenadas formada por direcciones ortogonales con una variacién
maxima de datos. Como resultado de este proceso se obtienen grupos
conformados aleatoriamente en base a la mayor varianza obtenida entre
muestras. Esta herramienta puede ser muy util para definir
comportamientos atipicos en los valores obtenidos y eliminarlos antes del

tratamiento de datos (Chamorro, 2015).
Regresion de minimos cuadrados parciales.

La Regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) se utiliza para encontrar
las relaciones fundamentales entre dos matrices (X e Y). Esta herramienta se
basa en un enfoque de variable latente para modelar la estructura de
covarianza en estos dos espacios. Un modelo de PLS trata de encontrar el
sentido multidimensional en el espacio de X que explica la direccién de la
maxima varianza multidimensional en el espacio Y. El PLS es especialmente
adecuado cuando la matriz de predictores tiene mas variables que
observaciones, y cuando hay multi colinealidad entre los valores de X. Por el
contrario, de no usarse este modelo se producird un error estandar de la
regresion. A lo largo de esta tesis se utilizé esta herramienta con el objetivo
de correlacionar las medidas voltamétricas obtenidas mediante la lengua
electrénica y los parametros fisicoquimicos analizados a través de métodos
analiticos convencionales. A partir de los resultados obtenidos se

construyeron modelos de prediccién de los pardmetros fisicoquimicos, asi
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como modelos de reconocimiento por medio de validacién cruzada
(mediante validacién por Venetian Blinds). Ademas, con la finalidad de
obtener modelos de prediccién mas precisos se utilizd en algunos casos el
tratamiento de loadings por medio del estudio de la Importancia de Ia
variable en la Proyeccidn (VIP). Este tratamiento estima la importancia de
cada variable en la proyecciéon usada en un modelo PLS, las variables a
tomarse en cuenta posterior al analisis VIP seran aquellas que sean iguales o

mayor que 1y todas las demas se excluyen del modelo. (Chong & Jun, 2005)

Por ultimo, el Proceso de control estadistico multivariante (MSPC) se lo
utilizo debido a la gran cantidad de variables involucradas en el estudio de
estabilidad de zumos de naranja. Este tipo de ensayo es utilizado
frecuentemente en industrias alimentarias con la finalidad de asegurar la
calidad de sus productos, se suelen construir conjuntos de datos
homogéneos, que posteriormente con la ayuda de graficas de control de
Shewhart permiten identificar variables fuera de control, contribuyendo de
forma directa en la deteccion de efectos anormales en el proceso de

produccidn.

Si bien es cierto existe una variedad de estudios con respecto a la aplicacidn
de las lenguas electrénicas voltamétricas existe un sinfin de variables que
afectan a los andlisis, algunas de ellas se pueden controlar y otras es algo mas
complejo como por ejemplo las interacciones de los compuestos presentes
en una soluciéon, con respecto a los ensayos que se mencionan a
continuacién, por lo general suelen trabajar con diferentes tipos de
electrodos o a su vez se basan en técnicas potenciométricas o

impedimétricas como por ejemplo, Wei y colaboradores, quienes
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compararon los resultados de clasificacion y prediccion del origen de
diferentes muestras de miel que fueron analizadas tanto por una lengua
electrdénica potenciométrica como por una lengua electrdnica voltamétrica
(Wei & Wang, 2014), las dos técnicas mostraron afinidad en la prediccion del
origen floral y geogréfico de las muestras, o a su vez Ivarsson y colaboradores
en 2001 (lvarsson, Holmin, Hojer, Krantz-Rilcker, & Winquist, 2001)
emplearon una lengua electrénica voltamétrica desarrollada en |la
Universidad de Linkdping, compuesta de tres electrodos de trabajo
construidos por diferentes metales, y que se usaron en combinacién con una
configuracién de pulsos con la finalidad de diferenciar entre nueve muestras
de té, de entre todas las configuraciones voltamétricas que se empled, la que
permitié observar un PCA con mejor agrupamiento fue la resultante de la
configuraciéon de voltametria de pulsos de larga amplitud, discriminacion de
muestras de aceites vegetales (Rodriguez-Méndez, Apetrei, & De Saja, 2010)
analizados por medio de electrodos modificados, se llegd a la conclusiéon de
que definitivamente el sabor no guarda relacién directa con los valores

obtenidos en este caso.

Ensayos de andlisis sensorial como el de Ceté (Cetd, Gonzalez-Calabuig,
Capdevila, Puig-Pujol, & Del Valle, 2015), confirman que si que puede haber
una cierta correlacion entre los valores obtenidos por un panel sensorial
conformado por catadores expertos y una lengua voltamétrica usada como
herramienta para estandarizar la cata de vinos, como una forma de alcanzar
una Denominacion de origen diferente relacionada con la regién geogréfica
y para asegurar altos estandares de calidad, pardmetros como volumen de
alcohol, acidez volatil, pH o la cantidad de azlcar y otras fueron analizadas y

asi asegurarse de la concordancia con los datos requeridos por la
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denominacion de origen, el analisis se aplicé a un total de 71 vinos de
diferentes productores, y para el ensayo se empled un dispositivo con 6
electrodos, que consistian de dos electrodos metalicos como el Auy el Pty
otros electrodos a base de aleaciones como por ejemplo electrodos de
grafito, asi como otros tres electrodos usando particulas de Cu, Pt y Co, los
datos obtenidos por medio del andlisis Voltamétrico se confirmé por medio
del andlisis sensorial. Otro campo en el que las lenguas electrénicas
voltamétricas han sido de gran utilidad es en el andlisis de aguas, donde ya
han sido consideradas como una poderosa herramienta de vigilancia
(Winquist, Olsson, & Eriksson, 2011), especialmente en el caso del agua
potable, ya que permiten detectar anomalias e incluso identificar posibles
contaminantes con los que el sistema ha sido previamente entrenado

(Eriksson et al., 2011).
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Objetivos

OBIJETIVO GENERAL

El objetivo general planteado en la presente tesis doctoral es estudiar la
aplicacion de la Lengua electrdnica voltamétrica en la caracterizacion de
alimentos en estado liquido. Para su desarrollo se han definido cuatro
objetivos especificos que conforman los cuatro capitulos que componen esta
tesis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I. Evaluar la influencia de la amplitud del potencial en una secuencia
(tren) de pulsos de Lengua Electrénica Voltamétrica (VET) aplicada a evaluar
la capacidad antioxidante total en aliso.

Capitulo Il. Evaluar la capacidad de la lengua electrdnica para su utilizacidn
en andlisis sensorial, mas concretamente como equipo capaz de ser usado en
un cribado inicial de muestras, previamente a la evaluacién por un panel de
catas.

Capitulo IIl. Evaluar la capacidad de la lengua electrdnica voltamétrica como
herramienta para una primera caracterizacion de cafés.

Capitulo IV. Evaluar la capacidad de la lengua electrénica (voltametria de
pulsos), para el control durante los primeros estadios, de la calidad de zumo
de naranja pasteurizado en los que puede existir un riesgo de desarrollo de
bacterias esporuladas.
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Capitulo 1. Influencia de la amplitud de potencial

RESUMEN

Cuatro secuencias de pulsos han sido estudiadas, dos de ellas conformadas
por pequenos incrementos de potencial y dos con mayores incrementos. Las
sefales de corriente mas altas se obtuvieron cuando se utilizé6 un mayor
incremento o cambio de potencial, aunque el mejor resultado se obtuvo
cuando se incluyé un pulso intermedio previo al pulso mas influyente que
conforma la secuencia del tren de pulsos. Un modelo matemadtico basado en
el patron antioxidante Trolox se desarrollé para predecir la capacidad
antioxidante del aliso, empleando informaciéon obtenida de todos los
electrodos, incluso cuando el modelo de validacién se podia haber realizado

solamente empleando la informacién proveniente del electrodo de oro.

INTRODUCCION.

La popularidad de los compuestos antioxidantes se encuentra relacionada
con su capacidad para disminuir o incluso neutralizar la interaccién de
radicales libres o especies reactivas con el oxigeno, que pudiesen ocasionar
diferentes tipos de patologias y enfermedades (Halliwell, 1994). Regiones
andinas como el Perd, poseen un gran numero de especies endémicas y
variedades de plantas con propiedades Unicas y funcionales (Bussmann &

Sharon, 2009).

Entre otras plantas, el Aliso (Alnusacuminata) posee una importante
caracteristica antioxidante, dada principalmente por su contenido en
compuestos polifendlicos como las catequinas (Chirinos, Pedreschi, Rogez,
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Larondelle, & Campos, 2013). Su consumo es principalmente en infusién,
como si fuese una bolsa de té, por lo que un método rapido y de bajo costo
que evaluase la capacidad antioxidante de estas infusiones podria ser de gran

interés.

Varios estudios sugieren el uso de técnicas voltamétricas para la
determinacidn de la capacidad antioxidante. Estos métodos electroquimicos
son ampliamente utilizados en quimica analitica gracias a su sensibilidad,
versatilidad, simplicidad y robustez. La voltametria se basa en la medicién del
flujo de corriente que pasa a través de un electrodo de trabajo cuando se le
aplica una variaciéon de potencial. Los principales contribuyentes para la
generacidn de esta corriente son los intercambios de carga idnica debido a
las reacciones quimicas que ocurren en la interfaz electrodo de trabajo
(procesos faradicos) y la reorganizaciéon de las cargas en la doble capa
electroquimica ocasionada por los cambios de potencial en el electrodo
(procesos no faradicos). El tipo de secuencia de pulsos aplicados al electrodo
de trabajo, varia de acuerdo a técnica voltamétrica a emplearse (Bard &

Faulkner, 2002).

En voltametria de barrido lineal y voltametria ciclica, un potencial lineal de
barrido es aplicado al electrodo de trabajo mientras se mide la corriente. La
curva resultante i-E (voltagrama) proporciona informacion sobre los
procesos faradicos que ocurren en la interfaz del electrodo. Estos dos
métodos electroquimicos son una herramienta muy util para caracterizar
materiales de electrodos y para determinar las propiedades redox de
moléculas presentes en una solucidn. La voltametria ciclica ha sido empleada

para un amplio rango de aplicaciones sensoriales, andlisis de uvas (Medina-
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Plaza, de Saja, & Rodriguez-Mendez, 2014), clasificacidn de té (Bhattacharyya
et al., 2012), monitorizacion de la formacion de biofilms (Kang, Kim, Tak, Lee,
& Yoon, 2012), deteccion de insulina (Habibi, Omidinia, Heidari, & Fazli,
2016), determinacion de etanol y metanol (Pereira, Sousa, Munoz, & Richter,
2013), evaluacion de neurotransmisores (Singh, Sawarynski, Dabiri, Choi, &

Andrews, 2011), entre otros.

La cuantificacion de la capacidad antioxidante total en bebidas alcohdlicas
(G. Toro, Lopez, & Taipe, 2011), especias (Ziyatdinova & Budnikov, 2014),
fluidos corporales (Shlomit Chevion, Berry, Kitrossky, & Kohen, 1997,
Psotova, Zahalkova, Hrbac, Simanek, & Bartek, 2001), tejidos animales (S
Chevion, Or, & Berry, 1999) y frutas (Hoyle & Santos, 2010), también se ha

logrado por medio de voltametria ciclica.

En voltametria de pulsos, la sefial aplicada al electrodo es una secuencia de
diferentes potenciales. Las técnicas voltamétricas de pulsos mas relevantes
son la Voltametria de onda cuadrada (SWV), Voltametria diferencial de
pulsos (DPV) y la Voltametria de pulso normal (NPV). En todos estos
métodos, la corriente generalmente es muestreada al inicio o al final de cada
pulso obteniendo la curva i — E. La informacién obtenida es muy similar a la
obtenida por voltametria ciclica, pero estas técnicas permiten incrementar la
sensibilidad y reducir los tiempos de medicidn. La voltametria de pulsos es
una técnica extremadamente Util para medir compuestos tanto organicos
como inorgdnicos presentes en una muestra, incluso a concentraciones de
10%M (J. Wang, 2006). La voltametria de pulsos es un método muy viable
para determinar compuestos fendlicos y poli fendlicos, permitiendo la

evaluacion de la capacidad antioxidante total de las muestras analizadas,
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teniendo como gran ventaja que no requiere de grandes cantidades de
reactivos, materiales o equipos. Su alta selectividad puede permitir la
identificacion incluso de nuevos compuestos (Blasco, Gonzalez, & Escarpa,

2004).

Un enfoque diferente se emplea para la cronoamperometria, donde dos
potenciales de pulso son aplicados, y se recoge la corriente producto de la
evolucion a lo largo del tiempo. La ventaja de esta técnica es que la
informacidn obtenida se relaciona con los procesos faradicos y no faradicos.
Una versién modificada de la cronoamperometria es el uso de las lenguas
voltamétricas electrénicas (VET), donde una secuencia de pulsos con
amplitudes arbitrarias es aplicada a diferentes electrodos de trabajo y los
valores de la evolucion temporal de la corriente son procesados por
herramientas de andlisis multivariante para clasificar las muestras o para
cuantificar compuestos en una matriz compleja. Las aplicaciones de las VET
incluyen analisis de calidad para agua potable y aguas residuales (Campos,
Alcaiiz, Aguado, et al., 2012; Eriksson et al., 2011) , evaluacién de la
capacidad antioxidante de camu camu y tumbo (Baldedn et al., 2015) y la
cuantificacion de acidos organicos, malico, citrico y ascérbico (Escobar et al.,

2013).

Un factor muy importante a ser considerado en mediciones con Lenguas
electrénicas voltamétricas es el disefio de la secuencia o tren de pulsos
(lvarsson, Holmin, Hojer, Krantz-Rilcker, & Winquist, 2001). Algunos autores
han estudiado la optimizacidon de los modelos de clasificacion y prediccion
obtenidos por medio de las LEV a través de un tren de pulsos personalizado

o especifico. En algunos casos, el disefo de la secuencia de pulsos se basa en

42



Capitulo 1. Influencia de la amplitud de potencial

un estudio previo de los procesos electroquimicos que ocurren a lo largo de
la medicion (Campos, Alcafiiz, Masot, et al., 2012). En otros casos, la
capacidad de discriminacién de los modelos de clasificaciéon es mejorada por
medio de la modificacién en el ancho de los pulsos (Tian, Deng, & Chen,
2007). La importancia de cada pulso en la secuencia de pulsos también ha
sido estudiada. Por ejemplo, la importancia de las puntuaciones de las
variables en la proyeccién (VIP), han sido utilizadas para identificar pulsos y
han proporcionado informacién mas relevante en el andlisis de extractos de
camu camu a través de LEV (Baldedn et al., 2015). Una posible aplicacién a
este enfoque seria la disminucién del ndmero de pulsos, incluyendo
solamente los pulsos influyentes seleccionados en la secuencia del tren de
pulsos. De todas formas, se necesita de investigacion adicional para
determinar si la eliminacion de algunos pulsos de la secuencia podria afectar

la informacion obtenida en los pulsos relevantes.

En base a lo expuesto se planted como objetivo de este estudio evaluar la
influencia de la amplitud del potencial en una secuencia (tren) de pulsos de
Lengua Electrénica Voltamétrica (VET) aplicada a evaluar la capacidad

antioxidante en aliso.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras

Las muestras de Aliso (Alnusacuminate) se obtuvieron en un mercado local
en Huancayo (Junin, Pert). Las hojas se lavaron y secaron a través de aire
caliente a 60°C por 3 horas hasta peso constante. Luego del proceso de
secado, las hojas fueron trituradas hasta alcanzar un tamafio similar al de las
hojas en las bolsas de té comerciales. El proceso de extraccion se basé en el
procedimiento doméstico para hacer té empleando bolsas de té comerciales
(Almajano, Carbd, Jiménez, & Gordon, 2008; Chan, Lim, Chong, Tan, & Wong,
2010; Samaniego-Sanchez et al., 2011). Tres gramos de hojas se mezclaron
con 300mL de agua a 85°C por 5 minutos con agitacién constante, filtrandose

posteriormente.

Para obtener la respuesta voltamétrica del aliso, la infusién se preparé a
diferentes concentraciones 2.5%, 5%, 10% y 20% (v/v) con una solucién
electrolitica (0.01M buffer fosfato), hecha de la mezcla de fosfato de potasio
(KH2PO4) y di hidrégeno fosfato tri hidratado de potasio (K;HPO4:3H,0)
ajustado a pH 7.4. Esta solucidn electrolitica es necesaria para mantener un

minimo de flujo de corriente cuando la muestra esta mas diluida.

Para comparar los comportamientos de las respuestas voltamétricas de las
infusiones de aliso con un patrén quimico antioxidante, también se midieron
diluciones de trolox (0.25, 0.5, 1.25, 2.5 y 5mM) en solucién fosfato. La
respuesta voltamétrica del trolox también se empled para desarrollar un
modelo matemadtico para ser empleado en la prediccion de la capacidad

antioxidante total de aliso, expresada en equivalentes trolox.
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Con la finalidad de comprobar la precisién de la prediccion de los valores de
capacidad antioxidante y compararlos con los valores reales, se empleé el
método quimico de referencia ABTS, con ligeras modificaciones, basado en
la metodologia de Re (Re et al., 1999), descrita por (Kuskoski, Asuero,
Troncoso, Mancini-Filho, & Fett, 2005)). Como resultado, la capacidad
antioxidante del aliso, expresada en equivalentes trolox, fue de 10.58 + 0.73
mM, los cuales fueron similares a los valores obtenidos por otros autores
(Chirinos et al., 2013). En base a este resultado los valores para las diluciones
dealiso (2.5, 5, 10, 50% v/v) fueron 0.26 mM, 0.53 mM, 1.058 MMy 2.12 mM

respectivamente.

El ensayo con diferentes concentraciones del analito, nos permitié no solo
conocer la capacidad del equipo para ordenar y caracterizar las muestras de
acuerdo a su respuesta voltamétrica, sino también la posibilidad de definir
comportamientos de los patrones de ciertos compuestos quimicos en la

solucién a ser analizada.

Lengua electronica Voltamétrica.
El sistema de medicidn utilizado en esta ocasién fue disefiado y desarrollado

por el Instituto de Reconocimiento Molecular y Desarrollo tecnolégico de la
Universidad Politécnica de Valencia en Espafia (Garcia-Breijo et al., 2013).
Consiste de un equipo electréonico conectado a un ordenador, una aplicacién
software que se ejecuta en un ordenador para poder interactuar con los
electrodos. La aplicacion informdtica permite la configuracién de las
mediciones (incluyendo la definicién de la sefial a ser aplicada sobre los
electrodos de trabajo). Una vez configurado el patrén de pulsos, la
informacidn correspondiente es enviada al equipo electrdnico, que recoge

las mediciones y transmite la evolucién temporal de los valores de la seial
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de corriente resultante hacia el computador. La informacién recogida se
almacena en el ordenador para el posterior procesamiento a través de

herramientas de analisis multivariante.

Cuatro electrodos de trabajo, a partir de metales nobles (Ir, Rh, Pt y Au) con
un 99.9% de pureza y 1mm de didmetro, fueron utilizados en el estudio. Los
electrodos nobles se alojaron en cilindros de acero inoxidable usados al
mismo tiempo como cuerpo del sistema de lengua electrénica voltamétrica
asi como también como contra electrodo (area de superficie de 11.86 cm?,
cuando el electrodo se encuentra sumergido 2 cm en la muestra) (Figura 1.1).

Un electrodo estandar Ag/AgCl se usé como electrodo de referencia.

Conector

Contra
electrodo

N
/N

Epoxi

Electrodos de
Trabajo

Figura I. 1. Matriz de electrodos metdlicos: cables de Ir, Rh, Pt and Au
moldeados en resina dental fueron utilizados como electrodos de trabajo. El
cuerpo de acero inoxidable fue usado como contra electrodo.

Secuencia de pulsos. Estudiando de la influencia de la amplitud de potencial

de un pulso en el orden de la secuencia.
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Con el fin de evaluar como el potencial de la sefial aplicada a un electrodo de
trabajo de la Lengua electréonica voltamétrica afecta a la respuesta
voltamétrica, cuatro sefiales diferentes fueron estudiadas. La primera seial
evaluada fue un barrido de potencial lineal, usada frecuentemente en
voltametria ciclica (Figura 1.2a) con un potencial mdximo y minimo de 1000
mV y -1000 mV respectivamente, y una velocidad de barrido de 250 mV/s.
Debido al proceso de digitalizacién que ocurre en el equipo de medicién, esta
sefial comprendid micro pulsos con una amplitud de 8 mV y una duracién o
ancho de pulso de 32 ms. La segunda sefial (Figura 1.2b) estuvo conformada
por 50 micro pulsos (50+) con un incremento de potencial entre pulsos de 18
mV, empezando a 0 mV y alcanzando un potencial maximo de 800 mV. La
tercera secuencia (4+) incluyé cuatro pulsos de 0 mV, 200 mV, 500 mV y 800
mV (Figura I.2c) mientras la cuarta secuencia (3+) consistia en tres pulsos a
0, 500 mV, y 800 mV, siendo el ancho o duracién del pulso para las ultimas

de secuencias de 100 ms.

47



Capitulo 1. Influencia de la amplitud de potencial

vV (mV) a
800

vV (mV) a

000 == pmmmmmmmm e —

4 f\lz/l
T/} U VA

a)
vV (mV) a

800 ————— e _ \ (m\Q)OA_ ________ -

B Iy B 500 ———p——d - —— — —

20— ——qo4oeoo-"-J>

0 } : I I »
100 200 300 400 t(ms 0 o e progn (rﬁs)

c) d)

Figura I. 2. Sefiales aplicadas a los electrodos de trabajo de la LEV. a)
Potencial lineal de barrido con un voltaje maximo de 1,000 mV, un voltaje
minimo de -1,000 mV una velocidad de barrido de 250 mV/s; b) 50 micro
pulsos con un incremento de potencial de 18 mV entre pulsos, desde 0 mV
hasta 800 mV; c) cuatro pulsos de 0 mV, 200 mV, 500 mV y 800 mV; d) tres
pulsos de 0 mV, 500 mV y 800 mV. Para las sefiales b), c) y d), el ancho o
duracidn del pulso fue de 100 ms.

Anadlisis Estadistico

El efecto de la concentracidn de las muestras sobre la respuesta voltamétrica
con diferentes amplitudes de pulso (tiempo de aplicacién de un pulso) fue

sujeto a un estudio de varianza (ANOVA).
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Para obtener el modelo de prediccién para la determinacién de la capacidad
antioxidante, se utilizd la regresién local ponderada (LWR). LWR calcula un
modelo de regresién local ponderada usando el nimero dado de la regresién
de componentes principales (PCR) ncomp para predecir una variable
dependiente y de un grupo de variables independientes x. Los modelos LWR
son muy Utiles para realizar predicciones cuando las variables dependientes
y tienen una relacion no linear con las variables independientes medidas x
(Centner & Massart, 1998; Cleveland & Devlin, 1988). Para realizar el analisis,
dos tercios del total de los datos disponibles fueron utilizados para
desarrollar los modelos, y los datos restantes se utilizaron para testarlos

(prediccion).

La bondad de la precisién de los modelos, y la prediccién de antioxidante, se
realizé6 mediante el error cuadrético medio relativo (RMSEP), bias y R?para la

regresion de la prediccidn.

La metodologia utilizada para el entrenamiento de los modelos fue Venetian
Blinds, donde cada conjunto de prueba (conjunto =5) se determina
seleccionando cada X objetos en el conjunto de datos, empezando con los

objetos enumerados 1 hasta llegar a X (X=5).

Los analisis estadisticos se realizaron por medio de la herramienta PLS
Toolbox 6.3 (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, Washington, USA), una
extensidon en el ambiente computacional R2012a (The Mathworks, Natick,

Massachusetts, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de las configuraciones de potenciales.

Los voltagramas obtenidos cuando se aplicé la sefial configurada para
voltametria ciclica mostraron una respuesta voltamétrica diferente tanto
para la respuesta del patrén quimico trolox como para las diluciones de aliso.
Para el trolox, los voltagramas de todos los electrodos nobles (Ir, Rh, Pt and
Au) mostraron un pico electroquimico caracteristico, cuyo valor se
incrementd de acuerdo a la concentracién de la dilucién. Las Figuras 1.3y 1.4
muestran los voltagramas ciclicos para el Ir Rhy el Pty el Au sobre trolox (A)
y aliso (B) respectivamente. Los voltagramas de trolox mostraron reacciones
redox casi reversibles con un marcado punto méximo anddico alrededor de
750 mV para el Ir, 650 mV para el Rh, 550 mV para el Pt y alrededor de 480
mV para Au. Otros autores han observado un comportamiento
electroquimico similar para el trolox (Gulaboski, Mirceski, & Mitrev, 2013;
Pekec, Feketefoldi, Ribitsch, Ortner, & Kalcher, 2013; Pohanka et al., 2011),
en los que se obtuvieron reacciones redox irreversibles alrededor de +0.4 V
por medio de electrodos de trabajo de carbdn cristalizado o a 670 mV,
cuando los electrodos fueron de Pt. En nuestro caso, y de acuerdo a los
potenciales maximos observados (480 mV y 750 mV), el intervalo de

potenciales establecido fue desde 0 mV hasta 800 mV.

En las muestras de aliso, este comportamiento electroquimico solo fue
replicado por el electrodo de oro, obteniéndose una respuesta atenuada a
los 400 mV. Ningun otro electrodo mostrd reacciones electroquimicas

caracteristicas para las muestras de aliso a los potenciales en los que se
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obtuvieron picos representativos para las muestras de trolox. En
consecuencia, el uso de voltametria ciclica con los electrodos de Pt, Ir o Rh,
no permitieron ninguna discriminacion entre las diferentes concentraciones
de aliso testadas. El hecho de que la respuesta voltamétrica observada para
trolox se haya atenuado, o en algunos casos incluso desaparecido, cuando se
analizan muestras de aliso, puede ser debid a la absorcidn de una variedad
de compuestos sobre la superficie del electrodo, ademas de los compuestos
fendlicos y poli fendlicos, aceites esenciales y otros componentes presentes
en el aliso (Gonzalez, Suarez, Garcés de Granada, & Orozco de Amezquita,

2011).
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Figura I. 3. Respuestas obtenidas por voltametria ciclica de Trolox (A) y Aliso
(B) a través de los electrodos de Ir, Rh, Pt and Au.
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La figura 1.4 muestra los valores de la evolucidon temporal de la corriente
medida cuando se aplicd, sobre diluciones de aliso, un pulso de 800 mV a los
electrodos de Ir y Rh y de 500 mV a los electrodos de Pt y Au, para las
configuraciones de pulsos 50+ (A), 3+ (B), y 4+ (C). Con la finalidad de
simplificar un poco el analisis de las respuestas electroquimicas, solamente
cinco puntos a lo largo de la corriente recogida por el pulso (20, 40, 60, 80 y
100 ms) se extrajeron, mostrandose el promedio y error estdndar de cada
repeticion. La seleccién de los pulsos, de cada electrodo, para ser analizados
se basd en la respuesta voltamétrica observada durante la medicion del

trolox por voltametria ciclica (Figura 1.3).

De acuerdo a los resultados, una configuracion diferente de pulsos produce
distintas respuestas electroquimicas, las cuales pueden ser capaces o no de
reconocer y discriminar entre muestras y concentraciones (lvarsson et al.,
2001). Asi, la configuracion de pulsos 50+ no pudo discriminar entre las
diferentes concentraciones de aliso, para ninguno de los electrodos (Figura
I.4a). La sefial de la voltametria ciclica y la generada por la secuencia de
pulsos 50+ fueron sorprendentemente parecidas, asi como el resultado de la

respuesta a corrientes de 500 mVy 800 mV.

Para todos los electrodos, los valores de corriente medida por medio de las
secuencias de pulsos 3+ y 4+ fueron mucho mas altas que las obtenidas con
voltametria ciclica y con la secuencia de pulsos 50+. De acuerdo a estos
resultados, un incremento en la diferencia de potencial entre dos pulsos
consecutivos, en la secuencia de pulsos, aumentaria la corriente medida.

Parte de esta corriente fue de origen faradico, mientras que la otra parte de
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la corriente fue debido a procesos no faradicos (doble capa electroquimica)

(Winquist, 2008).

La secuencia de pulsos 4+ mostré un buen nivel de discriminacidn entre las
diluciones de aliso para los electrodos de Pt y Au y un nivel moderado de
discriminacién para los electrodos de Ir y Rh, mientras que para la secuencia
de pulsos 3+ solamente el electrodo de Au presentd un nivel aceptable de
discriminacidn entre muestras. La desviacion estandar de los datos obtenidos
por medio de la secuencia de pulsos 3+ fue mayor que la obtenida mediante
la secuencia 4+. La causa de estas diferencias podria estar ocasionada por la
importancia de los procesos no faradicos para cada secuencia de pulsos. La
transicién entre 0 V y 500 mV, en la secuencia de pulsos 3+, se hizo en un
solo paso, mientras que un pulso intermedio de 200 mV se introdujo en Ila
secuencia de pulsos 4+. La corriente no faradica estuvo relacionada con la
reorganizaciéon de cargas en la superficie de los electrodos cuando el
potencial aplicado fue modificado. Cuando el potencial cambio en un solo
paso, el proceso de reorganizacion de las cargas se torné mas importante,
produciendo una mayor corriente no farddica. Cuando el cambio de
potencial se alcanzé en dos pasos, la corriente no faradica generada cuando
el potencial requerido fue alcanzado fue mas baja. Para la secuencia de
pulsos 3+ la componente no faradica de la corriente medida fue mayor que
para la secuencia de pulsos 4+. Entonces a mayor incremento en la diferencia
de potencial entre dos pulsos consecutivos, los valores de corriente generada
son mayores, pero la presencia de un pulso intermedio antes del pulso
relevante incrementa incluso mas la diferencia de corriente. Por otra parte,
esto implica una mayor dispersidn en las medidas para la secuencia de pulsos

3+ ya que las corrientes no faradicas se vieron afectadas por algunos factores
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como por ejemplo, la forma de la celda electroquimica, conductividad de la
muestra y otras (Bataller, Gandia, Garcia-Breijo, Alcaiiiz, & Soto, 2015), por
consecuencia tuvieron baja reproducibilidad. Ademads, debido a que la
secuencia de pulsos 4+, presentd menores componentes no farddicas, la
principal contribucidn a la corriente medida vino de los procesos faradicos,
que para los electrodos de Au y Pt a 500 mV, estuvieron relacionados con la
capacidad antioxidante (Figura 1.4). La mejor sefial farddica, que es capaz de
discriminar entre concentraciones, también se generd a los 20 ms. Otros
autores, que trabajaron con patrones quimicos puros y celdas
electroquimicas similares a las usadas en este estudio, reportaron que la
informacidon proveniente de los procesos farddicos son mds relevantes

después de los primeros 10 ms (Campos, Alcafiiz, Masot, et al., 2012).
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Figura l. 4. Respuesta voltamétrica, para las secuencias de pulsos 50+ (A), 3+
(B), y 4+ (C), sobre los electrodos de Ir y Rh cuando se aplica el pulso de 800
mV y sobre los electrodos de Auy Pt cuando es de 500 mV, en las disoluciones
de aliso.
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La Figura 1.5 muestra los valores de corriente para todas las concentraciones
de aliso a los 20 ms de aplicar el pulso de 500 mV para las tres secuencias de
pulsos (50+, 4+ y 3+) y para un valor de corriente obtenida a 500 mV en los

voltagramas de voltametria ciclica.

Tal como se esperaba, la voltametria ciclica y la secuencia de pulsos 50+ no
permitieron ninguna discriminacion entre las diluciones de aliso. Los valores
de corriente medidos a 20 ms durante el pulso de 500 mV para la secuencias
3+ y 4+ presentaron una relacién lineal con la concentracién de aliso. Una
vez mas los resultados obtenidos por 3+ presentaron mayor dispersién y baja

selectividad que los obtenidos por medio de la secuencia de pulsos 4+.
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Figura I. 5. Respuesta voltamétrica a los 20 ms durante el pulso de 500 mV
para el electrodo de Au sobre la muestra de aliso.
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Prediccion de la capacidad antioxidante del aliso usando modelos trolox.

Dado que el tren de pulsos 4+ (0, 200, 500 y 800 mV) mostré los mayores
niveles de discriminacidon para la respuesta electroquimica de aliso, esta
secuencia de pulsos fue utilizada para desarrollar un modelo de prediccion

para la capacidad antioxidante del aliso.

La metodologia aplicada para construir estos modelos fue similar a la usada
en trabajos previos con camu camu (Baldedn et al., 2015), pero en este caso
se empled LWR, y no el procedimiento del analisis PLS. Los modelos fueron
construidos y validados con los datos de trolox y posteriormente aplicados a
la prediccion de las mediciones de aliso. Con la finalidad de evaluar la
factibilidad cuando se utilizan todos los electrodos que forman parte de Ia
lengua electronica voltamétrica o solo los electrodos con los mejores
resultados por separado o individualmente, se construyeron varios modelos:
uno para cada electrodo noble y otro para la informacién de todos los
metales. En la Tabla I.1 se muestran los resultados de los modelos de trolox
por medio de LWR. El modelo mas robusto fue el obtenido por medio de los
datos del electrodo de Au, mientras los modelos obtenidos para los otros
electrodos (Ir, Rh y Pt) presentaron valores mas bajos de R%?y mas altos de
RMSEP y Bias. El modelo obtenido para todos los electrodos mostré un buen
comportamiento, probablemente debido a que el algoritmo del LWR otorgd
mayor peso a los datos provenientes del electrodo de Au. De acuerdo con
estos resultados, las respuestas voltamétricas obtenidas por medio del
electrodo de Au serian suficientes para obtener excelentes modelos de

prediccidn para muestras de trolox.
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Cross-Validacion Prediccion

Electrodos RMSECV | CV Bias | RZCV | RMSEP Bias R2
Au 0.116 | -0.004 | 0.996 | 0.101 | 0.002 |o0.998
Pt 0426 | -0.059 | 0.942 | 0578 | -0.011 |o0.891
'\gf(jce’i(o Rh 0705 | 0029 |0837| 13 | 0372 |o0.497
Ir 1.187 | -0.194 | 0545 | 0.617 | -0.076 | 0.878
Metales Nobles | 0.134 | -0.007 | 0.994 | 0.129 | -0.035 | 0.996
Au 0.158 | -0.013 | 0.992 | 0.641 | -0.508 |0.951
Pt 0384 | -0.065 | 0.953 | 0.671 | -0.065 |0.528
Presliizgié” Rh 0.606 | 0.041 | 0.879 | 0635 | -0.197 |0.546
Ir 1.057 | -0.249 | 065 | 1.032 | -0.159 | 0.024
Metales Nobles | 0309 | -0.014 | 097 | 0.117 | -0.013 | 0.968

Tabla I. 1. Resultados de los modelos generados mediante la regresion
localmente ponderada (LWR) para la prediccion de aliso, cuando se ha
empleado la respuesta voltamétrica de cada uno de los electrodos y la del
conjunto de ellos.

Obtenidos los modelos de prediccion de trolox, estos fueron aplicados para
predecir la capacidad antioxidante de aliso y estas fueron comparadas con
las obtenidas mediante el método quimico ABTS (10.58+ 0.73 mM de
equivalentes trolox). Los resultados se muestran en la Tabla I.1. El valor de R?
obtenido para el electrodo de Au fue también bueno en este caso, pero los
valores de RMSEP y Bias fueron muy elevados. Ninguno de los otros tres
electrodos dieron resultados aceptables, pero, sorprendentemente, la
combinacion de los datos de todos los electrodos llevaron a una excelente

prediccidon de la capacidad antioxidante de Aliso.
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La Figura 1.6 muestra los equivalentes trolox tedricos (mM) del método
guimico ABTS, vs. los obtenidos mediante la prediccidon con los modelos LWR
desarrollados usando los electrodos de metales nobles (A) y solamente por
medio del electrodo de Au (B). Como se observa, la prediccion de trolox fue
muy buena en los dos casos. Sin embargo, cuando la capacidad antioxidante
de aliso fue predicha empleando solamente el electrodo de Au (Figura 1.6),
pese a que todos los puntos se agrupan muy cerca de la linea de regresion
(linea roja en la Figura 1.6) los valores predichos fueron mas bajos que
aquellos medidos, es por lo que los valores de RMSEP y bias fueron muy altos
(RMSEP=0.641 y Bias= 0.508). En cambio cuando se realiza la prediccion de
la capacidad antioxidante de aliso empleando todos los electrodos, la figura
resultante muestra todos los puntos practicamente alineados con la linea de

regresion, casi encajando con la linea 1:1.

Figura I. 6. Equivalentes Trolox (mL) observados vs. Predichos para las
muestras de Trolox y aliso empleando un modelo de prediccion matematica
basado en la informacién voltamétrica de los electrodos nobles (A) o del
electrodo de oro (B)
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La explicacién a estos resultados se encuentra en la propia definicion de
lengua electrdnica. Sensores selectivos son muy utiles en aplicaciones donde
la sefial generada por el sensor es casi exclusivamente relacionada con el
compuesto a ser evaluado. A pesar de esto, cuando un electrodo selectivo se
usa para cuantificar un compuesto en una cierta matriz compleja de
compuestos, su respuesta puede estar influenciada por la presencia de otros
compuestos (interferencias). Una lengua electrénica se describe como un
grupo de sensores no especificos que presentan una huella electroquimica
caracteristica para cada una de las especies en una muestra (sensibilidad
cruzada). La combinacidon de informacién proporcionada por todos los
sensores estd afectada por todas las especies presentes en una muestra. El
procesamiento de esta informacién con la correcta herramienta de analisis
multivariante puede llevarnos a la cuantificacion de uno o mas compuestos
por medio de compensacion de las interferencias de otras especies (Alcafiiz
etal., 2012). Por esta razdn, cuando los modelos trolox, obtenidos a partir de
la respuesta voltamétrica sobre el electrodo de oro, se aplicaron para evaluar
las muestras de aliso, se obtuvo una linealidad entre los valores medidos y
los predichos, debido a la similitud en la respuesta voltamétrica para las dos
soluciones (trolox y aliso). Sin embargo, las pequefias interferencias de los
componentes del aliso fueron suficiente para impedir una prediccién precisa.
En cambio, las pequefias interferencias podrian haber sido minimizadas
cuando se usé la informaciéon procedente de todos los electrodos, debido a
la cantidad de datos significativos. Esto fue confirmado por el analisis de Q
residuales. Los Q residuales, que expresan la falta de ajuste estadistico
calculado como la suma de los cuadrados de cada fila de muestras, fueron

bajos para los electrodos de Pt y Au a 500 mV y 800mV, lo que esta
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relacionado con la influencia de los datos obtenidos en estos
pulsos/electrodos en el modelo (Figura 1.7). Para Ir y Rh, los Q residuales
fueron mayores que para el Au y Pt, pero estos valores fueron

suficientemente bajos para influenciar ligeramente los modelos para 500 y

800mV.
2.25 300
Ir Rh Pt Au

2 — 800

1.75 700

15 600
3

L 135 500
>
T

4] 1 400
g

0.75 300

0.5 200

0.25 100

0o — 0
-4 96 196 706/ 196/ 496 596 696
Tiempo (ms)

Figura I. 7. Valores de Q residuales para los modelos LWR, empleando la
secuencia de pulsos 4+. Linea roja = secuencia de pulsos. Linea negra =
valores de Q residuales.

CONCLUSION

La capacidad antioxidante total de aliso ha sido evaluada empleando la
lengua electrdnica voltamétrica compuesta por sensores construidos a partir

de metales nobles (Ir, Rh, Pt, Au). Se ha establecido la importancia de la
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configuracion del potencial de un pulso para optimizar la respuesta

voltamétrica generada por los compuestos presentes en una muestra.

A pesar de que se obtuvo que valores altos de corriente se obtienen cuando
se aplica, entre dos pulsos consecutivos, una diferencia de potencial alta, la
mejor diferenciacidon entre concentraciones de muestra se obtuvo con la
secuencia de pulsos en la que un pulso intermedio (200mV) se introdujo
inmediatamente antes del pulso relevante (500 mV). El pulso intermedio en
una secuencia de pulsos permite una mejor reorganizacion de las cargas de
la doble capa electroquimica y evita una sobrecarga de la superficie de los
electrodos durante la medicién, pero siendo necesario aplicar suficiente

potencial para hacer reaccionar a los compuestos presentes en las muestras.

El pulso intermedio redujo la sefal proveniente de la componente no
farddica mientras se aplicaba el pulso relevante como consecuencia de

minimizar la reorganizacidn de las cargas en la superficie del electrodo.

El uso de estos potenciales ha permitido obtener dos modelos para predecir
la capacidad antioxidante: uno solo empleando el electrodo Au, mientras que
el otro empleando todos los electrodos. Cuando ambos modelos son
utilizados para predecir la capacidad antioxidante de trolox (validacién de
modelos), ambos son bastante precisos, pero sélo el modelo que incluye a
todos los electrodos es capaz de predecir correctamente la capacidad
antioxidante de las diluciones de aliso. Estos resultados confirmaron las
ventajas del uso de varios sensores de sensibilidad cruzada en aplicaciones
en las que el compuesto a cuantificar estd junto a otros compuestos

interferentes.
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CAPITULO I.I.

ESTUDIO DE LA SIMILITUD ENTRE DOS
CONFIGURACIONES DE PULSOS DE SIMILAR

POTENCIAL PERO DE DIFERENTE NUMERO DE
PULSOS TOTALES.







Apéndice Capitulo L.1. Similitud entre dos configuraciones de pulsos

INTRODUCCION

La respuesta voltamétrica generada por la interaccidn entre las sustancias
presentes en la disolucidon de una muestra vy la superficie de los electrodos se
da en funcién de la configuracién del tren de pulsos, pudiendo ser influyentes
no solo el potencial del pulso y su duracién (tiempo de pulso), sino también

el orden en el que los pulsos se ejecutan.

La lengua electrénica voltamétrica es un equipo disefiado por el IDM
(Instituto Interuniversitario de Investigacién de Reconocimiento Molecular y
Desarrollo Tecnoldgico), el cual es utilizado por diferentes grupos de trabajo,
no todos ellos ligados al area de alimentos. Este hecho hizo que se tuviera
que disefiar un tren de pulsos que fuese lo suficientemente amplio para que
diera cabida a los diferentes estudios que se estaban realizando, pero
también lo suficientemente valido para llevar a cabo cada uno de ellos. Asi,
en este apéndice se evalud la incidencia que podria tener el utilizar un tren
de pulsos mas amplio, pero en el que estuviera reflejado el tren de pulsos 4+,

estudiado en el capitulo anterior.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de muestras

Para la consecucion de este estudio se utilizaron dos tipos de muestras, una
de Sal (NaCl) diluida en una solucién electrolitica a pH 7.4 y una de Acido
ascorbico en solucidn electrolitica a pH 4.8. Las dos muestras se analizaron

en concentraciones de 10 mM, 5 mM, 2.5 mMy 1.25 mM.
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Andlisis Voltamétrico.

Se realizd por medio de dos configuraciones de pulsos; el tren de pulsos
utilizado en el capitulo anterior, denominado 4+ (0, 200, 500, 800 mV), con
una duracién de 20 ms, y un segundo genérico conformado inicialmente por
los 4 pulsos del 4+ y un total de 22 pulsos (0, 200, 500, 800, 900, 500, 300, O,
-50, -400, -450, -500, -600, -650, -800, -850, -650, -600, -550, -400, -200, 0

mV) también con una duracién de 20ms cada pulso.

Andlisis estadistico

El estudio de comparacién de los voltagramas se realizé extrayendo de las
respuestas voltamétricas obtenidas utilizando el tren de pulsos genérico,
aquella informacién procedente solamente de los cuatro primeros pulsos.
Esta informacién fue comparada con la obtenida utilizando el tren de pulsos

4+ mediante un analisis de componentes principales (Alcafiz Fillol, 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura I.I.1 muestra la respuesta voltamétrica del acido ascérbico y de la
sal (NaCl) cuando se les aplica el tren de pulsos 4+ y el genérico. Para que
pueda apreciarse mejor solo se muestran las respuestas obtenidos para las
concentraciones 1,25 y 10 mM. Como puede observarse, para ambas
concentraciones se produce un solapamiento de las respuestas, no
evidenciandose ninguna diferencia entre las respuestas en funcion del tren

de pulsos aplicado.
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Corriente (UA)

Corriente (UA)

Figura L.I. 1. Comparacién

El analisis comparativo de ambas respuestas mediante un andlisis de
componentes principales se muestra en la figura I.1.2. En él se ha

representado la media y error estandar de los valores de PC1 obtenidos para

300

250

200

,_.
I
S

=
1)
5]

-50

350

300

250

200

150

100

@
S

-50

Acido Ascérbico

—1.25 mM 4P 1.25mM Sales =10 mM 4P

73

F

‘ A \“L,‘ = E
| . | L
200 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (ms)
——1.25mM 4P 1.25mM Sales  ——10 mM 4P 10 mM Sales
NaCl
)
\
\ /
\ ‘
.
| ~ | \
\\\ : S ~ \\ ‘\ \
|
‘ \ \ | ‘\ N ‘\\\ \‘
| \\\\ ‘\\ | 1 ‘\\ 1 | ~ \ -
‘\“ \‘\' Ll P\‘ t‘ ‘\'\ \
200 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (ms)

10 mM Sales

de las respuestas voltamétricas obtenidas
mediante el tren de pulsos denominado 4+ (0, 200, 500, 800 mV) y el primer
segmento de cuatro pulsos obtenido de un tren de pulsos genérico de 22
pulsos.



Apéndice Capitulo L.1. Similitud entre dos configuraciones de pulsos

cada una de las diluciones. Como se observa, no existen diferencias
significativas cuando se comparan los valores de PC1 obtenidos para una
misma dilucién en funcién de cémo se han generado, es decir de los valores

voltamétricos utilizados (procedentes de los dos trenes de pulsos).

Acido Ascérbico NaCl
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Figura I.l. 2. Comparacién de las sefiales voltamétricas obtenidas para las dos
configuraciones de pulsos y cada una de las concentraciones de los analitos
sujetos de estudio.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede concluir que en el caso de esta
configuracién de pulsos especificamente, no existe ninguna alteracidn
significativa con la respuesta voltamétrica, es decir que los valores obtenidos
para cada uno de los pulsos son relativamente iguales para el segmento de 4
pulsos extraido de la configuracién de pulsos constituida por 22 pulsos y la

configuracién de 4 pulsos inicial.
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RESUMEN

Cuatro muestras patrén representantes de los sabores acido, salado, amargo
y dulce fueron estudiados por medio de una lengua electrdnica voltamétrica
através de un tren de pulsos conformado por 22 pulsos con potenciales entre
-1000 y 1000 mV, con la finalidad de determinar si existe alguna reaccién
electroquimica capaz de diferenciar y caracterizar a cada uno de los sabores
estudiados por medio del analisis de loadings y variables. Posteriormente se
procedid a testar muestras reales de frutas y café, y a correlacionar las
variables que aportan mayor informacion para la construccion de modelos,
con la finalidad de conocer si existe algun tipo de agrupacién espontanea
entre las respuestas voltamétricas obtenidas de los patrones de sabor y las
muestras testadas de acuerdo a sus respectivos sabores. Los resultados
mostraron la gran dependencia de la respuesta voltamétrica a la acidez de
las muestras testadas, si bien se ha podido discriminar entre sabores e
incluso en la mayoria de los casos entre concentraciones lo que ha permitido

describir muestras de fruta como camu camu y kiwi, asi como de café.

Palabras Clave: Andlisis Sensorial, Sabor, Lengua Electrénica,

INTRODUCCION

El analisis sensorial es una de las herramientas mas importantes en la
industria alimentaria y farmacéutica (Kobayashi et al., 2010), puesto que se
relaciona directamente con el desarrollo de nuevos productos o con la
deteccidn de caracteristicas organolépticas alteradas. Para la consecucion de
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un estudio de andlisis sensorial se necesita de personal entrenado, los cuales
son capaces de detectar concentraciones de sabor minimos o maximos,
también conocidos como umbrales, llegando a ser capaces de incluso de
ordenarlos acorde a la intensidad del sabor. Los umbrales de deteccidn de
los sabores bdsicos en humanos, pueden estar ligados a diferentes factores
como por ejemplo: el aporte nutricional de la dieta, la ingesta de
carbohidratos (Arbisi, Levine, Nerenberg, & Wolf, 1996), desordenes
metabdlicos (Obrebowski, Obrebowska-Karsznia, & Gawlinski, 2000), el area
geografica de la cual un individuo es originario, tener algun tipo de efecto
sobre el limite de deteccidn para algunos de los sabores basicos, incluso el
género de la persona puede marcar diferencias significativas entre los
umbrales de detecciéon (Hladik & Simmen, 1996). Pero ademas cada uno de
los sabores basicos tiene diferentes umbrales de deteccidn, por ejemplo el
sabor amargo tiene el umbral de deteccién mas bajo, mientras que el sabor
dulce y el salado poseen un umbral de deteccidon mas alto, y el sabor acido

presenta un umbral de deteccion medio (Deisingh et al., 2004).

Cuando se trabaja con un panel sensorial conformado por personal
especializado, es posible excluir algunas de las desventajas de este tipo de
analisis, sin embargo surgen otros inconvenientes tales como la fatiga o la
posible aparicidn de estrés, causas que interfieren con la consecucion de los
objetivo planteados (Scampicchio, Ballabio, Arecchi, Cosio, & Mannino,

2008).

La implementacion de andlisis instrumental y sensores suele ser poco factible
debido a los elevados costos y versatilidad del equipamiento para realizar

ensayos (Wyszynski & Nakamoto, 2015). El desarrollo de métodos para
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reemplazar parcialmente el panel durante la rutina de trabajo se ha visto
como una necesidad para obtener datos confiables, objetivos y repetibles,
en corto tiempo y a bajo costo (Buratti, Scampicchio, Giovanelli, & Mannino,
2008). Las aplicaciones en el campo de la industria de alimentaria, se enfocan
en dispositivos analiticos, cuyas principales caracteristicas son la alta
sensibilidad, versatilidad y simplicidad (lvarsson, Holmin, Hojer, Krantz-

Rilcker & Winquist, 2001).

Un equipo de lengua electrdnica consiste en la agrupacién de diferentes
celdas, capaces de detectar sabores (Kinnamon, 2013) como por ejemplo,
dulce, acido, amargo, salado y umami (Deisingh, Stone, & Thompson, 2004)
basados en la interaccidn entre iones de los compuestos analizados y los
electrodos de trabajo que conforman la lengua electrénica voltamétrica,
simulando el sentido del gusto del ser humano aunque aun asi incapaz de

evaluar los sabores reales como tal.

Asi, si los humanos no estan capacitados para distinguir entre cada una de
las sustancias quimicas como tal, sino que crea un juicio en el cerebro, en
base a la interaccién entre los compuestos quimicos y las papilas gustativas,
siendo un impulso conducido por medio de neurotransmisores, los que
caracterizan los diferentes sabores (Kiyoshi, 1998), con la lengua
voltamétrica que se describe como un grupo de sensores no especificos cuya
informacidn proporcionada por todos ellos estd afectada por todas las
especies presentes en una muestra (Alcafiz et al., 2012) podria ser utilizada

para describir alimentos liquidos.

En base a lo expuesto se planta como objetivo evaluar la capacidad de la

lengua electrénica para su utilizacion en andlisis sensorial, mas
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concretamente como equipo capaz de ser usado en un cribado inicial de

muestras antes de ser evaluadas por un panel de catas.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las muestras

Las muestras de los patrones de los 4 sabores basicos se prepararon en base
a los umbrales sensoriales establecidos y testados en estudios previos para
deteccion en humanos (Mojet, Christ-Hazelhof, & Heidema, 2001). Se
emplearon disoluciones de sacarosa como patrén para el sabor dulce, NaCl
para el sabor salado, acido citrico como sabor acido y cafeina como sabor
amargo, cada una de ellas en concentraciones de 1.25mM; 2.5mM; 5mM vy
10mM, diluidas en una solucién electrolitica o tampdn fosfato de potasio
0.01mM, y el pH se ajustd a 4.8 o 7.4 dependiendo de la naturaleza quimica

del compuesto.

Con la finalidad de conocer la capacidad descriptiva de la Lengua electrénica
Voltamétrica, se evaluaron muestras de frutas conocidas y café. En el caso
de las frutas estas fueron Camu Camu (Myrciaria dubia) y kiwi (Actinidia
deliciosa). La eleccién de estas se basé en su alto contenido en antioxidantes
asi como por su cardcter acido generado por acidos orgdnicos como el acido
citrico (Chirinos, Galarza, Betalleluz-Pallardel, Pedreschi, & Campos, 2010;
Leontowicz et al., 2016). Para su preparacién, la pulpa fue triturada, después
de ser pelas y eliminadas las semillas en el caso del camu camu. Los extractos
obtenidos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C y los zumos
resultantes fueron almacenados a -40°C para analisis posteriores. Para

obtener las diferentes concentraciones a analizar, los extractos se diluyeron
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en una solucién electrolitica de fosfato de potasio 0.01mM a pH 4.8 debido
a su pH acido, en concentraciones de 0.5, 1, 2 y 3% v/v para el camu camu y
2.5, 5, 7.5y 10 % v/v para el kiwi. Dado que estas frutas también fueron
utilizadas en otros estudios, realizados por el grupo de trabajo (Baldedn,
2015), en los que ademas se caracterizaron fisicoquimicamente, en la Tabla

I1.1. Se muestran los valores promedio y desviacidn estdandar obtenidos.

Tabla Il. 1 Propiedades Fisico quimicas de Kiwi y Camu Camu

Kiwi Camu Camu
Acidez total titulable (Eq. AC/100mL zumo) 1.182+0.018 4.459+
Acido Ascérbico (mg/L) 896.40 26442
Equivalentes Acido Ascorbico (mM EAA) 8.02+0.44 283.70+36.80
Glucosa (g/100 mL zumo) 2.36+0.46 0.37+0.05
Fructosa (g/100 mL zumo) 3.0+0.7 0.6510.11
Sacarosa (g/100 mL zumo) 0.2710.04 -
Glucosa-Fructosa (g/100 mL zumo) 0.78 0.57
Azucares Totales (g/100 mL zumo) 5.67 1.02

La muestra de café se obtuvo disolviendo 5gramos de café soluble
(Nespresso Classic) en 320 mL de agua a 80 °C, obteniendo asi una
concentracién aproximada de 2.53mM de cafeina en la disolucion. Esta
solucidn se dejé enfriar a temperatura ambiente para posteriormente diluirla
a dos concentraciones de 25 (0.63mM) y 50 (1.27mM) % (v/v) del café en la
solucidn electrolitica fosfato de potasio 0.01 mM. A pesar de que el pH del
café se encuentra alrededor de 5 y perteneceria a la gama de alimentos
acidos (pH 0 a 7), al utilizar un café soluble el pH de la solucidn fue similar al

del agua utilizada, por lo que se considerd realizarlo a pH 7.4.
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Determinaciones electronicas. Voltametria de pulsos por medio de la
lengua electrénica

Las mediciones de voltametria de pulsos se realizaron por medio de un
sistema electrdénico y su correspondiente software, ambos elaborados por el
Instituto de reconocimiento molecular y desarrollo tecnoldgico de la
Universidad Politécnica de Valencia, cuyo funcionamiento se ha explicado

previamente en el apartado de introduccién.

La configuracién del equipo para la consecucidn de esta experiencia consiste
en un tren de pulsos genérico que consta de 22 pulsos con una duracién de
20ms por pulso y valores de potencial entre -800mV y 900mV, para cada uno
de los electrodos de trabajo (Ir, Rh, Pt, Au, Ag, Co, Cu y Ni.). Como resultado
de cada pulso se obtienen alrededor de 45 lecturas de la seial de la corriente,
sumando un total de 7920 datos por cada medicidn (45 lecturas por pulso,

22 pulsos y 8 electrodos).

Para la realizacién de las lecturas, los electrodos fueron introducidos unos 2
centimetros en el interior de las muestras, y tras cada una de las mediciones
se procedid a realizar la limpieza de estos mediante el papel de lija

minimamente abrasivo y el 6xido de aluminio.

Andlisis estadistico

Dado que en el estudio no se pretende la cuantificacidn de los sabores, sino
que lo que busca es conocer si existe algun tipo de relacidn entre la respuesta
electroquimica y el sabor que se exprese, los métodos estadisticos
multivariante utilizados (analisis de componentes principales PCAy regresion
de minimos cuadrados parciales PLS) han estado utilizados a tal fin. Ademas,

en aquellos casos en los que se ha pretendido evaluar la diferencia estadistica
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entre datos, se ha utilizado el analisis de varianza (ANOVA), con un nivel de

significancia del 95%.

El estudio fue realizado por cuadruplicado, siendo cada uno de los ensayos
evaluado por quintuplicado, es decir que en el caso de los patrones, éstos se
prepararon 4 veces y cada uno de ellos fue evaluado 5 veces. Este mismo

disefio fue aplicado a las muestras de café.

En el caso de las frutas, a partir del extracto congelado se prepararon las 4

muestras que fueron las que se evaluaron 5 veces.

Para la realizacién del estudio se ha utilizado |la herramienta estadistica
Toolbox 6.3 (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, Washington, USA), una
extensién en el ambiente computacional R2012a (The Mathworks, Natick,

Massachusetts, USA).

Estudio de la respuesta voltamétrica para las mediciones realizadas en los

4 sabores bdsicos

Evaluacion de la respuesta voltamétrica en funcion de la concentracion

Con la finalidad de determinar la relacién entre la respuesta voltamétrica
obtenida del analisis individual de cada uno de los patrones de sabor y su
respectiva concentracién de analitos, se procesan los datos de cada muestra
patron y sus distintas concentraciones por medio de un PCA, que nos
permitira observar una agrupacion espontanea de muestras basado en la
maxima varianza que existe entre ellas, ademas de permitirnos detectar

comportamientos atipicos o extrafios a lo largo del ensayo.
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Obtencidn de los electrodos y pulsos mads influyentes en la relacion respuesta
voltamétrica - concentracién

Una vez analizados las muestras patrones de forma individual, y con la
finalidad de evaluar que metales (electrodos) fueron los mas influyentes para
definir el comportamiento de las agrupaciones espontaneas observadas en
el PCA, se llevd a cabo un PLS para conocer la correlacion existente entre las
respuestas voltamétricas de las muestras patrones y la concentracion de

analitos presentes.

Con el analisis PLS no se pretende obtener un modelo de prediccién sino
obtener los VIP’s (Variable importance in projection — Importancia de
variables en proyeccién) de los loadings, los cuales nos dan informacion de
cuales son los segmentos (electrodos y pulsos) que mas contribuyen en la
construccion del modelo que relaciona respuesta voltamétrica con

concentracion de la disolucion.

Asi VIP puntua las variables tomando en cuenta que si son menores que 1
en la escala de Y se pueden despreciar del andlisis PLS, permitiendo realizar
los modelos en base solo a esta seleccidn VIP, lo que nos permitir realizar una

seleccidn de variables (Chong & Jun, 2005).

Mediante este tratamiento se reduce en gran manera la cantidad de
informacidn a procesar, trabajando con un menor volumen de datos, lo cual
reduce el tiempo de procesado, pero ademas con la eliminacién datos
(respuestas electrdnicas) que aporta poca o ninguna informacidon muchas
veces también se elimina informacion denominada ruido que en algunos

casos empeoran los modelos de prediccion.
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Obtenidos los segmentos influyentes (electrodos-pulsos) se volvié a realizar
el estudio de PCA en el que se evalua la relacidon respuesta electrdnica-
concentracién. Con este nuevo estudio se busca mejorar la interpretacién de

la relacién existente.

Evaluacion de la respuesta voltamétrica en funcion del compuesto
Una vez analizada la posible relacién respuesta voltamétrica — concentracién

del compuesto, se procedid a evaluar si la respuesta voltamétrica es
suficientemente caracteristica del compuesto usado como muestra patron,
como para ser discriminado del resto de compuestos evaluados. Para ello se
realizé nuevamente un PCA en el que se evalué la respuesta voltamétrica de
los compuestos, pero esta vez en conjunto. Posteriormente se analizé la
matriz de datos con los segmentos influyentes obtenidos del estudio de los

loadings por medio del VIP.

Evaluacion de las caracteristicas de sabor de las frutas y café

Finalmente se evallan dos muestras de fruta y una muestra de café, por
medio de un PCA incluyendo también las muestras patrén de sabor. Con el
estudio se pretende evaluar las tendencias de las muestras para agruparse
con los patrones de acuerdo a su “sabor”, si bien en el caso de la lengua la

agrupacion es por la naturaleza reactiva de los compuestos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de la respuesta voltamétrica para las mediciones realizadas en los

4 sabores bdsicos

Evaluacion de la respuesta voltamétrica en funcién de la concentracion
Una vez realizadas las mediciones voltamétricas en cada uno de los 4 sabores

basicos, las matrices de datos obtenidos fueron tratadas de forma individual,
y asi conocer si el equipo es capaz de diferenciar entre las concentraciones
de analito presente en cada de ellas y atribuidas a su respuesta
electroquimica (Tabla 1.1). De los cuatro sabores evaluados, el sabor acido
es el que mostrd una mejor agrupacion espontanea de las lecturas en funcién
de la concentracion de la disolucién, con una varianza total acumulada (4
componentes) del 90.38%, en la que la primera componente principal marcé

la tendencia de agrupacién, un 72.23% de varianza recogida.

Otro de los sabores que mostré una buena agrupacién entre muestras fue el
sabor amargo con un 70.51% de varianza total recogida en tres
componentes, donde el PC1 recogié un 49.19% de varianza. El sabor dulce,
en orden de varianza acumulada, fue el tercero con 63.96% (3 componentes
principales), donde la PC1 recogié 54.14%. Finalmente, el sabor salado, con
la menor de las varianzas totales acumuladas, un 59.88% en 3 componentes
y con una PCl de 30.09% de varianza recogida, fue el que menor
discriminacién tuvo. No obstante, como se aprecia en la Figura Il.1, se dio
una discriminacion entre las muestras en funcion de su concentracion, si bien
para las menores de las concentraciones la discriminacion vino dada por la

PC2.
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Tabla Il. 2. Resultados obtenidos para el estudio de PCA realizado sobre las
lecturas voltamétricas realizadas sobre los 4 sabores basicos.

Porcentaje de varianza recogido por el modelo PCA
Muestra N2 PC Covarianza (X) % Varianza % 2 Varianza
1 2.38E+03 30.09 30.09
Salado (NacCl) 2 1.25E+03 15.74 45.83
3 1.11E+03 14.05 59.88
1 3.45E+03 43.51 43.51
Dulce (Sacarosa) 2 8.42E+02 10.63 54.14
3 7.78E+02 9.82 63.96
1 5.72E+03 72.23 72.23
Acido (Acido 2 7.59E+02 9.59 81.82
Citrico) 3 4.36E+02 5.51 87.33
4 2.78E+02 3.5 90.83
1 3.90E+03 49.19 49.19
Amargo (Cafeina) 2 9.40E+02 11.87 61.06
3 7.49E+02 9.45 70.51
100
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Figura Il. 1. Representacion gréafica de la componente principal 1 (PC1) y la
componente principal 2 (PC2) para el estudio de componentes Principales
(PCA) de las lecturas voltamétricas realizadas sobre las muestras de NaCl.
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Obtencidn de los electrodos y pulsos mads influyentes en la relacion respuesta
voltamétrica - concentracién

Para obtener que parte de la informacidn voltamétrica (electrodos y pulsos)
analizada es la que aporta la mayor informacién para la agrupacién de las
muestras, se procedid al andlisis de Loadings y VIP obtenidos al realizar un

estudio de PLS.

En la Tabla 11.3 se muestran los valores de correlacién (R?), asi como los de la
suma de errores cuadraticos (RMSEC) y el Bias, tanto para el estudio PLS
realizado con la totalidad de la informacién voltamétrica como el realizado
solo con lainformacion procedente de la seleccion VIP obtenida por el primer
PLS. Como se observa, el estudio de PLS mostré en general buenas
correlaciones, las cuales fueron mejores cuando éste se realizd Unicamente
con los valores de la seleccién VIP. Para algunos patrones la mejora fue
notable, como por ejemplo en el sabor dulce, en el que la correlacién de
Cross Validacion pasé de 0.831 a 0.922. Las medidas que presentaron una
menor correlacién fueron las realizadas sobre el sabor amargo, con unos R?
de 0.863 y 0.895 respectivamente. Finalmente, la que mayores valores de R?
presentd fue el sabor salado con valores de correlacion de Cross validacion

de 0.976 a 0.978.

90



Capitulo 2. Aplicacidn de LEV al andlisis sensorial

Tabla ll. 3. Resultados de los estudios de PLS realizados con la totalidad de la
informacion voltamétrica y los obtenidos para el realizado solo con los datos
provenientes de la seleccion VIP del primer PLS.

Sabor PLS (datos PLS (Segmento
totales) VIP)
Num. LVs: 3 3
RMSEC 0.1159 0.0625
Bias -8.88E-16 3.55E-15
Salado (NaCl) R’C 0.999 0.999
RMSECV 0.8198 0.6988
CV Bias -0.0907 -0.0189
R?CV 0.945 0.957
Num. LVs: 6 4
RMSEC 0.7755 1.4285
Dulce Bias 0.0000 0.0000
(Sacarosa) R?C 0.9962 0.9871
RMSECV 0.8309 3.5308
CV Bias 0.2020 0.1874
R’ cCV 0.831 0.922
Num. LVs: 3 3
RMSEC 0.1291 0.1245
- Bias -8.88E-16 -8.88E-16
Acido
. L. R’C 0.9985 0.9986
(Acido Citrico)
RMSECV 0.5632 0.4977
CV Bias -0.0485 -0.0287
R’ cCV 0.976 0.978
Num. LVs: 3 3
RMSEC 1.9963 2.0227
Bias 1.07E-14 -3.55E-15
Amargo >
(Cafeina) R‘C 0.9748 0.9741
RMSECV 4.6604 4.0883
CV Bias -0.0585 -0.0251
R?CV 0.863 0.895
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La mejora en los resultados del PLS cuando se usan los datos seleccionados
por el VIP, obtenidos en un primer PLS realizado con todos los datos
voltamétricos, puede ser debido a la eliminacion de informacién que
podriamos denominar “ruido” y que estaria enmascarando el resto de

informacidn (Mathematics, 2014; Palermo, Piraino, & Zucht, 2009).

La caracterizacion de las respuestas voltamétricas como resultado del
analisis VIP, para cada uno de los patrones quimicos analizados y electrodos
de trabajo, se muestran en las Figuras 11.2., I.3. y I.4. En ellas se puede ver la
importancia o influencia que tienen cada una de las variables en la
construccion del primer modelo PLS. Mediante una linea anaranjada se
muestra el tren de pulsos utilizado y en negro el valor de los VIP superiores a
1. Ademads, en cada una de las figuras se muestra la respuesta obtenida para
la configuracién de todos los pulsos en la totalidad de los electrodos (A) y

para los electrodos mas influyentes (A*).

Una vez analizados los voltagramas y loadings, en el caso del sabor salado
(Figura 11.2), el electrodo de plata es el que mayor peso VIP presenta, para la
totalidad de los pulsos aplicados (Figura I1.2-A*), si bien también lo fue el de
Co. Este resultado seria debido a la propia naturaleza electroquimica que
posee el Cloruro de sodio con el electrodo de plata para interactuar y que
generaria compuestos como el cloruro de plata (Hassan, Ibrahim, Rehim, &

Amin, 2010).
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Figura Il. 2. Representacion del andlisis VIP para el sabor salado (A) y de unos
de los electrodos mds influyentes (A*). Tren de pulsos; Segmento
Vip.

En el caso del sabor dulce, éste se caracterizd principalmente por el grupo de
electrodos formados por metales nobles Ir, Rh, y Au (Figura I.3. A),
destacando entre estos el electrodo de oro especificamente en la zona de
pulsos negativos (Figura 11.3.-A*). Este resultado podria venir dado por el
efecto catalitico que el oro generaria en la reduccidn de los azucares (Ben
Aoun et al.,, 2003; Burke & Nugent, 1998). Ademas, el electrodo de Ni

también presentd valores importantes de VIP.

A A*

Valor VIP >1

Variable (lectura voltamétrica)

—sacarosa Tren de pulsos

Figura Il. 3. Representacion del analisis VIP para el sabor dulce (A) y de unos
de los electrodos mas influyentes (A*). Tren de pulsos; Segmento
Vip.
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Para el sabor acido (Figura I1.4.), también fueron los formados por los metales
nobles los que en mayor medida aportaron informaciéon al modelo PLS
(Figura 11.4.-A%*), si bien los electrodos formados por metales no nobles,

fundamentalmente el Co tuvieron influencia en el modelo.

A A*
20 N c 1200 20 : o | 1200
u 0 H |
» Ir Rh Pt Ag Cu Ni 100 " Ir Pt Au 000
. 00 . | ! a00
, 60 = i 600
s S e : w =
S s g =15 | g
s § 3 o 5
3w [ w0 £
12 12 A 600
0 10 A -1000

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 0

1500 2000 2500 3000 3500 4000
Variable (lectura voltamétrica) Variable (lectura voltamétrica)
— Acido Tren de pulsos. = Acido Tren de pulsos

Figura Il. 4. Representacion del analisis VIP para el sabor acido (A) y de unos
de los electrodos mas influyente (A*). Tren de pulsos; Segmento
Vip.

Los electrodos de metales nobles en especial el platino (Figura 11.5.-A) y el de
plata (Figura 11.5.-A*) fueron los que aportaron un mayor volumen de
informacidn valida para la construccién de un modelo de cuantificacién del

sabor amargo.

Valor VIP >1

2000 3000 4000

Variable (lectura voltamét

—Amargo Tren de pulsos
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Figura Il. 5. Representacién del analisis VIP para el sabor amargo (A) y de uno
de los electrodos mas influyente (A*). Tren de pulsos; Segmento
Vip.

Las zonas mas influyentes correspondientes a un electrodo son aquellas que
permiten una marcada discriminacién entre concentraciones de un mismo
patrén de sabor. Por ejemplo, en la Figura II.6. se representa el segmento
cuando se aplica el pulso a 500mV durante 20ms en el electrodo de Ag
durante el analisis de la muestra patrén de sabor salado a diferentes
concentraciones. Como se puede apreciar existe una discriminacion de las

respuestas en funcion de la concentracion del analito evaluado.
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Figura ll. 6. Sefial extraida del analisis de NaCl (patrén sabor salado) durante
el pulso de 500mV en el electrodo de Plata.
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Una vez obtenidos los segmentos VIP para cada sabor y visto que incluso
estos pueden mejorar la agrupacidon espontanea en funcidon de la
concentracién de la disolucién, éstos fueron utilizaron para analizar
nuevamente el estudio de PCA por sabores. La tabla 1l.4. recoge los
resultados del estudio. Cuando se comparan estos resultados con los
obtenidos para el estudio inicial de PCA, con toda la informacién voltamétrica
(Tabla 11.2.), se evidencid un incremento en los porcentajes de varianza total
capturada y en algunos casos con un menor numero de componentes
principales. Asi en el caso del sabor salado la mejora fue muy sustancial,
pasando de un valor de 59.88%, con 3 componentes principales, a 99,52% de
varianza total también con 3 componentes. La figura I.7. muestra la nueva
agrupacion espontanea de las muestras en la que se puede apreciar la
agrupacion de las muestras en funciéon de la concentracidn, existiendo

diferencias significativas entre las diferentes concentraciones.

En el caso del sabor dulce la mejoria fue muy notable, pasando de un valor
de 54.14%, en 3 componentes, al de 93.61% de varianza recogida en 3
componentes. Para el estudio con el sabor acido, los valores del sabor fueron
de un valor de 90.83 de varianza total capturada, con 4 componentes, a un
99.61% de varianza total recolectada con 3 componentes principales.
Finalmente, el sabor amargo pasé de 82.7%, en 4 componentes, a un 84.52%

de varianza en 3 componentes principales.

Tabla Il. 4. Resultados obtenidos del analisis de componentes principales de
la matriz de datos correspondiente a los 4 sabores analizados utilizando la
seleccidn de datos del segmento VIP.
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Porcentaje de varianza recogido por el modelo PCA

Muestra Ne PC | Covarianza (X) | % Varianza | % 2 Varianza
1 1,01E+002 94,05 94,05
Salado (NacCl) 2 5,01E+001 4,68 98,73
3 8,51E+001 0,8 99,52
1 6,26E+02 87,44 87,44
Dulce (Sacarosa) 2 2,37E+01 3,32 90,76
3 2,04E+01 2,85 93,61
. . 1 7,18E+02 99,28 99,28
Acido (Acido
o 2 1,47E+00 0,2 99,48
Citrico)
3 9,63E-01 0,13 99,61
1 1,87E+03 61,18 61,18
Amargo (Cafeina) 2 2,99E+02 9,79 70,97
3 2,46E+02 8,07 79,04
5
4 T
3 g}li
5 E3
g 1 ®125mM
;i ‘g{ ®2,5mM
g 10 1 10 20 5mMm
@ 2 % ®10mM
#{N 3
-4
-5
PC1 (94,05%)

Figura ll. 7. Representacion grafica de la componente principal 1 (PC1) frente
a la componente principal 2 (PC2) para el estudio de componentes
principales (PCA) de las lecturas voltamétricas, de los segmentos VIP,
realizadas sobre las disoluciones de NacCl.
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Por medio de la utilizaciéon de estos segmentos de variables influyentes,
aparte de mejorar los resultados también se dio una reduccién significativa
del volumen de datos a procesar, siendo estas reducciones, expresadas en
tanto por cien, de 37%, 39%, 41% y 58% para el sabor amargo, dulce, salado

y acido respectivamente.

Evaluacion de la respuesta voltamétrica en funcién del compuesto
La evaluacion de la respuesta voltamétrica en funcion del compuesto se

realizé mediante el procesado en conjunto de la totalidad de los datos, es
decir, mediante la matriz formada por todos los datos voltamétricos
obtenidos para los 4 sabores bdsicos. Ademas, el estudio también se realizé
de forma similar, pero en este caso no con la totalidad de los datos sino con

los provenientes de la seleccién VIP de cada sabor.

Los resultados de los PCA’s se muestran en la tabla 11.5. En ambos estudios
los valores de la varianza total recogida fueron muy similares, si bien cuando
el estudio fue realizado con todos los datos, el valor de la varianza total
recogida fue de 82.7%, con el empleo de 4 componentes principales. En
cambio, cuando se empled la informacion procedente solo de la seleccidn
VIP, el valor obtenido fue de 84.52%, pero en este caso solo utilizando 3

componentes principales.

La figura 11.8., a modo de ejemplo de los dos PCA’s, muestra las tres primeras
componentes del estudio de PCA realizado con la totalidad de los datos
voltamétricos. Con la finalidad de hacerla mads visual solo se muestra el
centroide para cada muestra y concentracion. Como se aprecia, la primera
componente (PC1), con un 49.57% varianza, discriminé fundamentalmente
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el sabor acido del resto de sabores. Para el resto, fueron la combinacién de

las 4 componentes quienes facilitaron su discriminacion. Si bien en el grafico

se aprecia que las agrupaciones quedan discriminadas también por Ia

concentracion, el andlisis estadistico ANOVA entre los valores de los PC’s, en

algunos casos (fundamentalmente para las concentraciones bajas de cafeina

y sacarosa) no mostraron diferencias significativas (p-value<0.05) entre

concentraciones.

Tabla Il. 5. Resultados PCA de todos los sabores basicos utilizando todo el
voltagrama o solo la informacién procedente de los VIP’s.

Porcentaje de varianza recogido por el modelo PCA

Covarianza . %2
Muestra Ne PC % Varianza .
(X) Varianza

1 3.93E+03 49.57 49.57

2 1.31E+03 16.56 66.13
PCA Total 3 7.06E+02 8.91 75.04

4 6.07E+02 7.66 82.7

1 1.56E+03 47.73 47.73

PCA con puntos influyentes
2 8.78E+02 26.63 74.36
(VIP)
3 3.82E+02 10.16 84.52
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Figura Il. 8. PCA de los 4 sabores basicos utilizando todos los datos.

Evaluacion de las caracteristicas de sabor de fruta y café
Dada la dependencia de la respuesta voltamétrica al pH de la disolucidon

evaluada, como se ha observado en el estudio anterior, para el estudio de las
frutasy el café, este se dividido en dos. Por un lado, las frutas las cuales estan

en un medio electrolitico acido y por otro el café que se encuentra en el

medio electrolitico neutro.

Evaluacion de las caracteristicas de sabor de fruta

El andlisis de componentes principales (PCA) de los sabores con las dos
muestras de zumos de fruta dio como resultado 7 componentes principales
que recogieron un 92.17% de varianza total, pese a que con el analisis de las
primeras 3 componentes fue suficiente para conocer las tendencias de
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agrupacion. Como se muestra en la Figura 1.9, en la que se ha representado
la PC1 con un 46.48% vs PC2 con un 20.32% de varianza recogida, las
muestras de fruta se situaron cercanas al patrén acido (sector positivo del
eje X). Este resultado fue logico dado el caracter acido de las muestras (Tabla
11.2.), lo que explicaria en parte la agrupacién mas cercana de las muestras
de camu camu que las de kiwi al patréon acido, pues esta presenta una mayor

acidez titularle que el kiwi (Tabla 11.1.).

Cuando se representa la PC2 vs PC3 (Figura 11.10.) se observa como las
muestras de fruta tendieron a una agrupacién distinta. Mientras las muestras
de camu camu y las concentraciones mas bajas del acido evolucionaron hacia
valores negativos de la PC3, el kiwi junto con el patrén sacarosa quedaron
encuadradas el positivo de la PC3 y de la PC2. Este resultado podria estar
ligado a la mayor concentracién en azucares del kiwi. Como se observa en la
Tabla II.1., la cantidad de azucares del kiwi es mucho mayor que la del camu

camu, situandose este ultimo en la parte opuesta al patrén sacarosa.

100
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100 48 -50 50 100 150 o ac. citrico

-50 o Cafeina

PC2 (20,32%)

A Camu camu

HH -
100 A Kiwi

-150
PC1 (46,48%)

Figura Il. 9. Representacidn grafica de la componente principal 1 (PC1) frente
a la componente principal 2 (PC2) para el estudio de componentes
principales (PCA) de las lecturas voltamétricas realizadas sobre los patrones
y frutas.
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Figura Il. 10. Representacion grafica de la componente principal 2 (PC2)
frente a la componente principal 3 (PC3) para el estudio de componentes
principales (PCA) de las lecturas voltamétricas realizadas sobre los patrones
y frutas.

Una vez analizados los datos y con la finalidad de minimizar el efecto del
sabor 4cido sobre la matriz del PCA y comprobar los resultados observados,
se procedid a realizar el mismo analisis de PCA, pero en este caso
suprimiendo las lecturas del patrén acido. Como se observa en la Figura
11.11.-A, se produjo una clara diferenciacién de las frutas con respecto a los
sabores dulce, amargo y salado con un 54.57% de varianza recogida por PC1,
evidenciandose la influencia de la acidez sobre el estudio. En cambio, cuando
se representa la PC2 vs PC3 (Figura 1.11.-B) las muestras de fruta se
separaron la una de la otra, localizandose el kiwi en la zona positiva del eje X
cercano a los sabores dulce y el camu camu en el sector opuesto. La
explicacion a este comportamiento la podemos encontrar en la respuesta

voltamétrica para la sacarosa, camu camu y kiwi (Figura 11.12.). Como se

102



Capitulo 2. Aplicacidn de LEV al andlisis sensorial

aprecia en la figura I1.12. en la que se muestra los tres segmentos VIP en el
electrodo de oro, asi como el tren de pulsos. Como se observa en el tramo
en el que se aplicaron pulsos negativos, los valores VIP fueron maximos para
la sacarosa, siendo también importantes para el kiwi, no tanto para el camu
camu. La mayor importancia de este segmento reflejaria una mayor
reactividad la cual podria estar ligada al efecto catalitico que el oro generaria
en la reduccién de los azucares (Ben Aoun et al., 2003; Burke & Nugent,

1998).

Tras realizar un analisis del PLS para el camu camu vy el kiwi, de igual forma
que se realizd para la sacarosa (Tabla I1.2.), y de obtener los segmentos
influyentes VIP, al igual que se hizo para la sacarosa (Figura 1.3.), se procedid
a compararlos. La comparacion se centrd en el tramo en el que el VIP mostré
mayor valor para la sacarosa, el comprendido en el electrodo de oro (Figura

11.3.).

IS
8

-2
o
3

i
HEH + . o5l

osal g
@ Sacarosa 20 § @ Sacarosa

o Cafeina
4%4@_*7

™ & B & Camu camu -100 -50 100 A Camucamu

40 AKiwi gé‘ 20 &% Sg A Kiwi
| S S

By

R .
S
8

1]
8

® Cafeina

PC2 (13,73%)
3
S
S
3
PC3 (8,88%)

PC1 (54,57%) PC2 (13,73%)

Figura Il. 11. Representacion grafica de la componente principal 1 (PC2)
frente a la componente principal 2 (PC2) (A) y PC2 frente a PC3 (B) para el
estudio de componentes principales (PCA) de las lecturas voltamétricas
realizadas sobre los patrones y frutas (exceptuando el patrén acido).
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Figura Il. 12. Representacion del analisis VIP para el sabor dulce y las frutas
camu camu y kiwi.

Al igual que en el estudio de los 4 sabores basicos, en el que se realizé un
analisis PCA empleando solo la informacion procedente de los segmentos
VIP, en este caso en el que se incorpora la fruta también se realizd. Los
resultados mostraron un ligero incremento en la varianza total acumulada,
cuando se comparé con el estudio realizado con toda la informacion. Asi se
pasd de un valor de 92.17% en 7 componentes principales a un valor del
94,28% empleando 6 componentes. Aunque se produjo una ligera mejora en
la varianza total acumulada, se siguié teniendo una influencia muy marcada
del pH de forma que la primera componente vino marcada por esta,
separando los compuestos acidos (patron acido y las frutas) del resto de
sabores. Asi al eliminar el patrén acido y realizar de nuevo el estudio, el
resultado obtenido fue similar al mostrado en la Figura 11.11., donde al

representar PC1 vs PC2 las dos frutas quedan encuadradas en la parte
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positiva del PC1 y los sabores en la parte negativa. Pero al representar PC2

vs PC3 el kiwi queda agrupado cerca de la sacarosa (Figura 11.13.).
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Figura Il. 13. Representacion grafica de la componente principal 1 (PC2)
frente a la componente principal 2 (PC2) (A) y PC2 frente a PC3 (B) para el
estudio de componentes principales (PCA) realizado solo con las lecturas
voltamétricas seleccionadas en los segmentos VIP, realizadas sobre los
patrones y frutas (exceptuando el patrén acido).

Evaluacion de las caracteristicas de sabor del café

Tras el estudio de las frutas se procedio a realizar el de las muestras de café
siguiendo la misma metodologia. El andlisis de PCA mostré un 75.02% de
varianza total en 3 componentes principales y siendo el PC1 con 44.34% el
gue permite observar la agrupacion de la muestra de café con el sabor acido.
Por otro lado, la PC2, con un peso de 22,61%, también situd el café junto al
acido, pero a la vez junto a la cafeina. Estas mismas agrupaciones de las
muestras se observé cuando se utilizaron los segmentos VIP para el estudio
de PCA (Figura 11.14.), siendo la varianza total obtenida de 78.54% en 3

componentes.
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La tendencia a la agrupacién del café vendria dado por su caracter acido, el
cual es uno de los atributos a evaluar en un analisis sensorial realizado por
paneles de cata especializados en definir las propiedades organolépticas de
muestras de café (Salamanca, Fiol, Gonzalez, Saez, & Villaescusa, 2017). Por
otro lado, vendria marcado por la presencia de la cafeina, la cual esta

presente en el café en una concentracion de 0,63y 1,27 mM.

Si bien el andlisis de PCA vino establecido por el empleo de 3 componentes
principales, las cuales explican la maxima variabilidad con el menor nimero
de componentes, si tenemos en cuenta la componente 4 observamos como
el café se agrupa junto a la sal (Figura 11.14.-C). Este resultado podria estar
asociado al alto contenido en potasio, magnesio y fosforo (>100 mg/100 g
m.s.) y moderado de sodio y calcio (>1 mg/100 g m.s.), que tiene el café
(Oliveria et al., 2012; 2015). Al igual que la sal reacciona con el electrodo de
plata y cobalto (Figura 11.2.), siendo estos electrodos los que muestran las
respuestas electroquimicas mas marcadas, en el caso del potasio y magnesio,
presente en el café, ocurre algo similar. Asumiendo que estos resultados son
producto de la interaccion con los compuestos anteriormente mencionados,
los segmentos VIP de las dos muestras analizadas, se encuentran en los
mismos electrodos aunque en diferentes pulsos para la sal y el café (Figura

11.15.).
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Figura Il. 14. Representacion grafica de la componente principal 1 (PC2)
frente a la componente principal 2 (PC2) (A), PC2 frente a PC3 (B) y PC3 vs
PC4 (C), para el estudio de componentes principales (PCA) realizado solo con
las lecturas voltamétricas seleccionadas en los segmentos VIP, realizadas
sobre los patrones y muestra de café.
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Figura Il. 15. Representacion del analisis VIP para el sabor salado y el café.

CONCLUSIONES

Mediante la lengua electrénica voltamétrica se ha podido describir los 4
sabores bdsicos, discriminado para estos las concentraciones testadas

cuando el estudio se realiza individualizado.

El estudio de la globalidad de los sabores bdsicos ha mostrado como la lengua
es capaz de discriminar entre sabores e incluso en la mayoria de los casos
entre concentraciones. Este resultado ha permitido describir muestras de

fruta como camu camu y kiwi, asi como de café.

El analisis de muestras acidas refleja como el equipo es muy sensible al pH
por lo que una vez acreditada la acidez de la muestra es necesario eliminar
del estudio la componente pH, a fin de proseguir con la descripcién de la

muestra.
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En el caso de las muestras de fruta (camu camu vy kiwi), estas son descritas
como acidas que son. Esta descripcién fue mas intensa para el camu camu,
dado sumayor acidez. En el caso del kiwi, en el cual estan presentes azucares,
una vez eliminada la componente d4cida, también fue descrito como una

muestra con un aporte dulce.

El estudio del café muestra como la lengua electrénica voltamétrica es capaz
de describirlo inicialmente como dacido y amargo, pero un analisis mas

profundo lo describe ademas como una muestra con la presencia de sales.

En todos los casos el andlisis de los segmentos VIP ha incrementado la calidad
de la descripcion, a la vez que ha reducido el volumen de informacién a

procesar.

El estudio ha mostrado como la lengua electrénica voltametria podria ser una
herramienta en la caracterizacién sensorial de muestras de alimentos
liquidos, si bien no en su totalidad, si para un cribado inicial de las muestras.
Pero también es necesario profundizar mas en el desarrollo del equipo
mediante nuevos estudios los cuales deberian ir dirigidos hacia estudios
independientes por grupos o caracteristicas de alimentos, asi como en la
busqueda de los patrones que mejor describan los sabores, pero no como lo
realiza el cuerpo humano, sino mediante la reaccion electroquimica que lo

describa.
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Capitulo 3. LEV como herramienta en pre caracterizacion de café

RESUMEN

El objetivo planteado en el presente estudio es la evaluacion de la lengua
electronica voltamétrica (LEV) como herramienta para una primera
caracterizacidon de cafés. Para ello se han utilizado seis muestras de café
provenientes de Colombia, 4 provistas por una exportadora de café y
resultado de la mezcla de diferentes proporciones de cafés de la especie
arabica de la clasificacion Supremo y UGQ, y dos muestras también de la
especie ardbica pero de la variedad Caturra (proporcionadas por
CESURCAFE). Las muestras fueron analizadas en origen por un panel
sensorial conformado por expertos y posteriormente los resultados se
compararon con los obtenidos por analisis fisicoquimicos y voltamétricos
(empleando una lengua electrénica voltamétrica equipada con seis
electrodos; Ir, Rh, Pt, Au, Ag, Cu, Co, Ni). Los resultados han mostrado como
LEV puede evaluar la caracteristica de pH y capacidad antioxidantes de los
cafés. Ademads, en base a estos también podria reflejar la posible capacidad
de LEV para caracterizar la puntuacion global de los analisis sensoriales, si
bien nuevos estudios son necesarios para una mejor evaluacion de LEV como
herramienta de descripcion de cafés, los cuales se tendrian que hacer con
cafés que presenten diferencias sensoriales que permitan ser modelizadas

en su Caso.
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INTRODUCCION

El café es una de las bebidas mas populares y consumidas en el mundo
debido a sus caracteristicas organolépticas y efectos estimulantes (Alves,
Casal, & Oliveira, 2010; Chalfoun et al., 2013; Di Bella, Potorti, Lo Turco,
Saitta, & Dugo, 2014; Esquivel & Jiménez, 2012). Gracias a estas propiedades
a partir de los afios 90 se ha venido utilizando el término “café especial” y
“café gourmet” como referente de calidad, entendiéndose como café
especial aquel que presenta un sabor excelente y Unico (Piccino, Boulanger,
Descroix, & Sing, 2014). En la actualidad el café es cultivado en mas de 70
paises de los cuatro continentes, siendo Brasil el mayor productor, seguido

por Vietnam y Colombia (Bicho, Lidon, Ramalho, & Leitdo, 2013; Di Bella et
al., 2014).

El café pertenece al género Coffea de la familia Rubiaceae con mas de 70
especies, de las cuales tres son las utilizadas en la preparacidn de la bebida;
C. ardbica (café arabica), C. canephora (café robusta) y C. liberica (café
liberiano o Libérica, o café excelsa), siendo los cafés de la especie arabica los
preferidos por los consumidores ademds de que se los que se considera de
mejor calidad y valor en los mercados internacionales (Naranjo, Vélez, &
Rojano, 2011; Josiane Alessandra Vignoli, Viegas, Bassoli, & Benassi, 2014).
En ese sentido la Organizacién Internacional del Café (OIC) declaré que para
el 2012, alrededor de 1,4 mil millones de tazas de café son consumidas todos
los dias, principalmente en América del Norte y en Europa convirtiéndose en

una bebida esencial de la vida diaria.

El proceso de obtencion de la bebida es un proceso que consta de varias

etapas en la que una vez cosechado el grano es despulpado pasando por un
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proceso de fermentacidn el cual tiene una duracién de 12 horas maximo 30,
dependiendo de las condiciones de altitud y clima. Una vez terminada la
fermentacidn se realiza el lavado para su posterior paso al secado que puede
ser solar (natural) o mecanico, siendo el primero el mas utilizado en
Colombia. Finalmente el café es comercializado, con un porcentaje de
humedad del 10-12% (Kuit, Jasen, & Van Thiet, 2004), a las trilladoras en
donde la materia prima se somete a un proceso de trilla el cual se realiza la
limpieza, trillado y clasificado del café. Esta clasificacidon se hace por tamafio
(Excelso UGQ, Excelso Caracol, Excelso Premium, Excelso Supremo, Excelso
Extra y Excelso Maragogipe), densidad y color, obteniéndose el café excelso
(verde) el cual es empacado en sacos de 60 kg para su posterior exportacion.
Pero, para que las trilladoras puedan exportar el café estas deben cumplir
con los requisitos exigidos por la Federacién Nacional de Cafeteros (FNC)
mediante la resolucién 2 del 25 de abril de 2016. De este modo el café llega
al mercado europeo y estadounidense, en donde se encargan de transformar
el producto sometiéndolo a un proceso de tostado a temperaturas de entre
200y 250°C, segun el grado de tostado (claro, medio u oscuro). Esto provoca
cambios fisicoquimicos significativos que implican la degradacion térmica de
antioxidantes fendlicos naturales, la generacidn de sabores y compuestos de
color marrén (melanoidinas) producto de la reaccion de Maillard (Liu & Kitts,

2011; Wang, 2012).

El tostado es quizds el pardametro mas importante en el resultado en la
elaboracion del café (Santos et al., 2016; Wei et al., 2012) del cual dependera
el desarrollo de componentes volatiles, como el aroma atributo
caracteristico del café que se forma durante este proceso, y que se compone

de una mezcla compleja de compuestos volatiles en la que se destacan los
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principales compuestos en el café tostado como el azufre, triazinas, pirroles,
fenoles, furanos entre otros. Por otro lado, los granos de café tostado se
componen de carbohidratos, fragmentos de proteinas, dcidos de bajo peso
molecular, cafeina, trigonelina, lipidos, muchas moléculas desconocidas
generalmente llamados melanoidinas, y mas de 900 compuestos volatiles
formados principalmente durante el proceso de tostado (Oestreich-Janzen,
2010). Aunque las composiciones varian para los granos de café de diferentes
especies, origenes, grados de tostado, o métodos analiticos, se observa con
frecuencia la degradacion de los polisacaridos, oligosacaridos (especialmente
sacarosa), acidos clorogénicos y trigonelina. Se puede considerar que la
formacién del aroma caracteristico, sabor y color de resulta primero de la
disminucién drastica de los componentes del café verde, como sacarosa,
aminodcidos libres, acidos clorogénicos, y trigonelina, asi como de la
descomposicidn de polisacdridos y proteinas. Parametros como el sabor y
aroma, son tomados en cuenta, principalmente debido a su estrecha relacién
con la satisfaccién del consumidor (Chemining, 2015). Su determinacion se
realiza por medio del andlisis sensorial, fundamental cuando se trata de
caracterizar la calidad de una muestra de café (Bertrand et al., 2012),
evaluandose por parte de paneles de cata conformados por expertos,
pardmetros como densidad, sabor, sabor residual, acidez, cuerpo, dulzor,
taza limpia y de las muestras (Jokanovic, Dzinic, Cvetkovic, Grujic, &

Odzakovic, 2012, SCAA 2017).

Debido a la transformacion que el grano sufre es importante garantizar la
calidad de este sensorialmente en el pais de origen, ademds de los aspectos
mencionados anteriormente. En ese sentido muchos paises productores han

adoptado la metodologia de la asociacién americana de cafés especiales
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(SCAA por sus siglas en ingles), la cual es la encargada de discutir temas y
establecer normas de calidad para el comercio de café de especialidad, como
también la de formar y certificar a los catadores expertos encargados de
realizar esta evaluacién. Los cafés especiales implican una serie de
componentes y sistemas de produccidn destinadas a producir café de alta
calidad para los mercados internacionales, el cual crea nuevas formas de
consumo centrado en la calidad, diferenciacion y caracteristicas del café
(Sepulveda, Chekmam, Maza, & Mancilla, 2016). Un catador puede llegar a
evaluar mas de 40 muestras por dia en una exportadora, de acuerdo a la
produccién que en Colombia es de dos periodos de cosecha, lo que supone
una produccién durante todo el afio. En ese sentido la exposicién de
catadores a grandes jornadas de trabajo conlleva al cansancio, estado
animico bajo, estrés, entre otros; factores que llevan a una valoracién
subjetiva o errénea de los cafés (Rodriguez, Durdn, & Reyes, 2010). Es por
ello que el uso de herramientas que puedan reducir el volumen de muestras
a analizar seria una mejora para el sector. Asi la existencia de herramientas
tecnoldgicas como la nariz electrénica (NE) y lengua electrénica voltamétrica
(LEV) pueden ser de gran ayuda evitando saturacion de los sentidos,
permitiendo realizar medidas objetivas e incluso aumentar el numero de

muestras analizadas.

La nariz electrdnica, cuya funciéon es detectar compuestos volatiles y
caracterizarlos basados en la interacciéon entre sensores y las respuestas
obtenidas (Rodriguez et al., 2010) se ha utilizado para diferenciar entre
muestras de café (Dong, Zhao, Hu, Dong, & Tan, 2017; Buratti et al., 2015;
Severini et al., 2015), de igual forma que se ha estudiado la aplicacién de las

lenguas voltamétricas electrdnicas en la caracterizacion de cafés (Dong et al.,
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2017; Lopetcharat et al. 2016; Buratti et al., 2015; Varvolgyi et al., 2014), en
donde la muestra del extracto de café entra en contacto directo con los
sensores para por medio de procesos electroquimicos proveer de sefiales
caracteristicas de cada compuesto. Todos estos estudios han sido una
aproximacion en la caracterizacién de los cafés, es por lo que en el presente
estudio se plantea el objetivo de evaluar la lengua electrénica voltamétrica

como herramienta para una primera caracterizacion de cafés.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Muestras.

Para la consecucién de este estudio se utilizaron seis muestras de café. De
los cuales cuatro (cédigos 1, 2, 5 y 6) fueron de la especie arabiga,
proporcionados por una trilladora exportadora de café, los cuales son
producto de mezclas en diferentes proporciones de cafés de la clasificacion
UGQ (Usual Good Quality) y Supremo. Los 2 restantes (cddigos 3 y 4) fueron
suministrados por el Centro Surcolombiano de Investigacion en Café
“Cesurcafe” de la Universidad Surcolombiana. Estos fueron de la misma
especie, arabiga, y de variedad caturra, si bien cada uno de ellos de diferente
origen. Todos ellos fueron tostados individualmente en una tostadora de
café en el laboratorio de la Universidad Sur de Colombia, a una temperatura
de 160°C durante 7 minutos. Tras el tostado, parte de cada una de las
muestras fue analizada sensorialmente de acuerdo al protocolo de
Asociacion Americana de Cafés Especiales “SCAA” (2015). El resto fueron

envasadas en grano y enviadas a la Universidad Politécnica de Valencia
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“UPV” donde fueron almacenadas a temperatura ambiente hasta el inicio de

los analisis.

Preparacion de las muestras.
Todos los andlisis, a excepcidn del color que se realizd sobre el café molido,

fueron realizados sobre el café en infusidn, para lo que se tuvo que preparar
esta. A tal fin, primero el café tuvo que ser molido. Para ello se colocaron 20
gramos de café en grano en un molino y se molié durante 50 segundos hasta
obtener un tamafio de particula el cual se pudiese definir como “café
expreso”. Para evaluar el tamafio de particula se utilizé un Laser Scattering
(Mastersizer 2000, Malvern, Instruments, UK), equipado con una unidad
Scirocco (Dry Powder Unit) (Villarino et al., 2015) y con un rango de medida
de 0.02-2000 um. Como resultado se mostré que un 90% de la distribucion
promedio se encontraba por debajo de 639 um, valor que puede

considerarse “café expreso” (Kocadagli & Gékmen, 2016).

Para la obtenciéon del extracto (infusidn), 12 gramos del café previamente
molido se colocaron en el filtro de una cafetera italiana, junto con 150 mL de
agua, la cual se situd sobre una fuente de calor a temperatura constante
durante 12 minutos. El extracto obtenido se almacend en recipientes
cerrados y aislados de la luz, para ser analizados durante el mismo dia de su

extraccion.

121



Capitulo 3. LEV como herramienta en pre caracterizacion de café

Meétodos

Andlisis sensorial

Las muestras fueron analizadas por un panel de cata conformado por
expertos, por medio del protocolo de la asociacion americana de cafés
especiales (SCAA, 2015), y se llevd a cabo en la Universidad Sur de Colombia.
Los datos mostrados han sido facilitados por los colaboradores en la

Universidad.

Determinacion del color

La evaluacidn del color se realizd sobre las muestras de café recién molido.
Para ello se utilizé un colorimetro Konica minolta CM-700d (Konica Minolta
Sensing INC., Osaka, Japan) conformado por un iluminante Des y un
observador estandar 10° (UNE 40-080, 1984), con una apertura de diafragma
de 8mm de didmetro. Las muestras se colocaron sobre un disco, enrasandose
y prensandose mediante una pesa de 2kg, para posteriormente ser medida.
La determinacion y expresion del color se efectud en base a las coordenadas
CIEL*a*b* y a los valores de reflectancia (CIE, 1976). Los valores de Croma

(C*) y tono de color (h) (Weatherall & Coombs, 1992).

Determinacion de pH
El pH de los extractos de café se evalué de forma directa por medio de un

potenciometro pH — meter BASIC 20+ fabricado por Crison.

Determinacién de fenoles totales (FT).

Se utilizé el método de Folin-Ciocalteu de acuerdo al método descrito por
Bravo, Monente, Juaniz, De Peiia, & Cid, 2013 y Ludwig et al., 2012. Se
preparé una disolucion 1:10 de cada muestra con agua destilada, se

adicionaron 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu a la mezcla de 100 pL de
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muestra con 7,9 mL de agua destilada. Después se agregaron 1,5 mL de
carbonato de sodio al 7,5%. Las muestras se incubaron en un lugar oscuro a
temperatura ambiente por 90 minutos. La absorbancia de las muestras fue
medida a 765 nm en un espectrofotometro Helios Zeta UV-VIS. Los analisis
para cada muestra se realizaron por triplicado. Para la curva de calibracion

se utilizé el acido galico (AG) como referencia.

Determinacion de sélidos solubles. indice de refraccion (IR).
Los sélidos en suspension presentes en los extractos de las muestras de café
se evaluaron por medio de un refractometro de mesa (RFM 330+ Automatic

Digital Refractometer), calibrado a 20°C.

Determinacion de la capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante, tanto del trolox, patrén
utilizado como referencia en la determinacién de la capacidad antioxidante
y utilizada para la obtencién del modelo, como de los extractos de café, se
realizd mediante el método ABTS (Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-
Filho, & Fett, 2005; Re et al., 1999), modificado durante la realizacion del
trabajo con la finalidad de ajustarlo a la base utilizada. EIl método se
fundamenta en la cuantificacidén espectrofotométrica de la reduccién de un

radical estable preformado (ABTSe+).

El método ABTS mide la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (6
- hidroxi- 2, 5, 7, 8 — tetrametilcromo - 2 - acido carboxilico) el cual es un
andlogo hidrosoluble del alfa-tocoferol (vitamina E) con un alto poder

antioxidante.
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En primer lugar, se prepard la solucién madre de trabajo de color azul-verde
intenso. Para ello se mezclaron dos reactivos a partes iguales (ABTS+ y per
sulfato de potasio). La solucidn se dejo reaccionar 12 horas en oscuridad a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo, se diluyé el radical

en la base y se ajustd hasta que su lectura a 734 nm fuese de 1,1 £ 0,02.

En segundo lugar, se procedié a obtener la recta de calibrado (concentracion
trolox vs capacidad antioxidante). Para ello se prepararon disoluciones de
trolox (0,1; 0,25; 0,5; 1,25; 2,5 y 5 mM) sobre una base de fosfato de potasio
y di hidrégeno fosfato de sodio 0,01 My a pH 7,4.

La cuantificacidn de la capacidad antioxidante de las disoluciones se realizo
mezclando 150 ul de cada disolucion con 2850 pl de ABTS diluido, dejando
reaccionar durante 30 minutos en agitacion a 20°C. Transcurrido este
tiempo, las diluciones se midieron a 734 nm, utilizandose como blanco la

base fosfato.

En el caso de las muestras de café, estas fueron diluidas con la base hasta
que la concentracidn fuera tal que pudiese ser evaluada mediante la recta

obtenida con la solucién trolox, siguiendo el protocolo anterior.

Andlisis Voltamétrico por medio de LEV. Caracterizacion de las respuestas
voltamétricas obtenidas

Para el estudio se empled una lengua electrénica disefiada y desarrollada por
el Instituto de reconocimiento molecular y desarrollo tecnoldgico de la UPV.
La configuracidn de pulsos utilizadas fue una secuencia de pulsos “genérica”

pues se utilizé en los apartados previos (0, 200, 500, 800, 900, 500, 300, O, -
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50, -400, -450, -500, -600, -650, -800, -850, -650, -600, -550, -400, -200, 0 mV)
es decir 22 pulsos entre -800mV y 900mV con una duracién de pulso de 20ms
para los electrodos de Ir, Rh, Pt, Au, Ag, Co, Cuy Ni. Luego de cada medicién
se procedidé a limpiar los electrodos por abrasion, puliendo las superficies de
los electrodos con la finalidad de eliminar cualquier tipo de sustancia

generada a lo largo del proceso de medicidn.

Para el estudio, las infusiones fueron diluidas al 50% en una solucidn

electrolitica ajustada a pH 4.8.

Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se realizé a partir de los datos obtenidos en los analisis
realizados por triplicado sobre dos réplicas de extraccidon de cada uno de los
cafés. El estudio de los resultados obtenidos en los analisis fisicoquimicos y
sensoriales se llevé a cabo mediante el andlisis de varianza (ANOVA simple)
por medio del software Statgraphics Centurion XVI. I. En aquellos casos en
los que se observaron diferencias, éstas fueron evaluadas mediante el test
LSD, con un nivel de confianza del 95%. Ademas, con la finalidad de evaluar
las muestras teniendo en cuanta la totalidad de los resultados fisicoquimicos
o sensoriales, se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) para
cada grupo de datos. El nUmero de componentes principales seleccionados
se basé en los cambios de tendencia del grafico de codo que relaciona la

cantidad de varianza acumulada con el nUmero de componentes.

La evaluacién de la relacién de las respuestas voltamétricas entre las
diferentes muestras, es decir, la evaluacion de sefales iguales o diferentes
entre cafés se realiz6 mediante un analisis de componentes principales. Por

otro lado, la caracterizacidon de la respuesta voltamétrica se realizd a través
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de dos estudios. En un primero basado en la caracterizacidn con los cuatro
sabores basicos, tal y como se desarrollé en el capitulo 2. En un segundo, en
la caracterizacién mediante un andlisis de correlacion multifactorial PLS
“Partial least squares regression” entre los valores voltamétricos y cada una

de las variables del andlisis sensorial y fisicoquimico determinadas.

El analisis de PLS se desarroll6 mediante la modelizacién de las variables
(lecturas voltamétricas) de forma que expresasen los valores de las variables
respuesta (valores fisicoquimicos o sensoriales). Los resultados se evaluaron
a partir de los coeficientes de calibracién (Cal) y cros validacion (CV)
siguiendo el procedimiento sugerido por (Ropodi, Panagou, & Nychas, 2016),
cuando el nimero de muestras es inferior a 40. La eficacia del estudio se
evalud en funcién de los valores del coeficiente de regresién (R?), Biasy suma

de error cuadraticos (RMSE).

Estos andlisis estadisticos se realizaron por medio de la herramienta PLS
Toolbox 6.3 (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, Washington, USA), una
extension en el ambiente computacional R2012a (The Mathworks, Natick,

Massachusetts, USA).

RESULTADOS.

Andlisis sensorial
Los resultados obtenidos a partir del andlisis sensorial por medio de un panel
de cata conformado por expertos segun los parametros evaluados por la

SCAA se recogen en la Tabla Ill.1. Entre los parametros sujetos de andlisis se
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encuentran: fragancia/aroma (F/A), sabor (S), sabor residual (SR) y dulzor (D),
los cuales no presentaron diferencias significativas para los diferentes
extractos de café posiblemente porque todas las muestras pertenecian a la
variedad de café Arabica. Por otro lado, los parametros de acidez (A), cuerpo
(C), uniformidad (U), balance (B), taza limpia (TL) y puntaje del catador (PC),
si que mostraron diferencias significativas, especialmente la muestra de café
4 debido a sus bajas puntuaciones, siendo este el café peor valorado por el
panel de Cata. La figura lll.1. representa la relacion entre las muestras y las
variables del analisis sensorial por medio del grafico biplot del andlisis de
PCA. Todos los cafés fueron agrupados espontdaneamente en un Unico grupo
a excepcion del café 4 que se localizé en el cuadrante inferior derecho del
plano, y que por lo tanto discriminado como diferente por los mayores

valores de F/A, SRy menorde CyR.

Tabla lll. 1. Resultados de los atributos de las muestras de café evaluados
sensorialmente por un panel de cata conformado por expertos.
Fragancia/aroma (F/A), sabor (S), sabor residual (SR), acidez (A), cuerpo (C),
uniformidad (U), balance (B), taza limpia (TL), dulzor (D) y puntaje del catador
(PC).

Atributo Cafél Café 2 Café3 Café4 Café5s Café 6
F/A 7,63+0,48 | 7,81+0,552 | 8,13+0,60° | 8,38+0,482 | 7,81+0,552 | 7,690,382
S 7,13+0,632 | 7,56+0,522 | 7,69+0,382 | 7,50+0,202 | 7,56+0,522 | 7,25+0,292

SR 7,13+0,752 | 7,31+0,692 | 7,69+0,692 | 7,8+0,14® | 7,44+0,432 | 7,25+0,502
A 7,06+0,312* | 7,25+0,20° | 7,69+0,38¢ | 6,56+0,432 | 7,25+0,29" | 7,38 +0,48b¢
6,88+0,25° | 7,06+0,13%  7,38+0,25¢ | 6,38+0,432 | 7,06+0,13bc [ 6,88+0,25"
10,00+0,00° 10,00+ 0,00| 10,00+0,00° | 8,00+0,002 | 10,00+ 0,00°| 10,00+ 0,00
B 10,00+ 0,00| 10,00+ 0,00°| 10,00+ 0,00°| 8,00+0,002 | 10,00+ 0,00°( 10,00+ 0,00P
TL 9,75+0,50° (10,00+0,00°|10,00+0,00°| 8,00+0,002 |10,00+0,00°( 10,00+ 0,00°
D 10,00+0,002(10,00+0,002)|10,00+0,00%| 9,50+1,002 | 10,00+0,002( 10,00+ 0,002
PC 6,25+0,292 | 6,19+0,382 | 7,06+0,31° | 6,13+0,142 | 6,50+0,582 [ 6,310,382
Total (81,81+1,43(83,19+1,39%|85,62+1,16°(75,81+0,992|83,63+1,30°|82,75+1,50°
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* Todos los valores son mostrados como medias + desviacion estandar
Diferente letra en la misma fila expresa diferencias estadisticas p-value<0.05.
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Figura lll. 1. Biplot pardmetros organolépticos.

Andlisis fisicoquimicos

Los valores promedio, desviacion estandar y andlisis estadisticos de los
resultados obtenidos mediante los analisis fisicoquimicos de color (L*, a*, b*,
C y h), fenoles totales (FT), pH, indice de refraccidon (IR), densidad (D) y

capacidad antioxidante (CA) se recogen en la Tabla I11.2.
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Los parametros de color mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras. Para el parametro luminosidad (L*), el café
1 fue similara 2 y 5 (valores en torno a 16), pero estos dos ultimos diferentes
entre si. Por otro lado, los cafés 3, 4 y 6 tuvieron valores similares con valores
L* cercanos a 13. Segun la clasificacion de (Ludwig, Bravo, De Pefia, & Cid,
2013), los valores de L* se pueden clasificar en oscuros (L*<23), medios
(L*23-26) y claros (L*>26), por lo que las muestras de café analizadas se las
considera oscuras. Los parametros a* y b* mostraron valores mayores a los
de L*. Esta relacion difiere de lo observado por otros autores (Contreras-
Calderdn et al.,, 2016) en donde observé que a* y b* presentan valores
inferiores a L*. Seglin Summa, de la Calle, Brohee, Stadler, & Anklam, 2007,
cuanto mayor sea el nivel de tostado menores serdn estos valores, si bien
estas medidas son medidas independientes segun el tipo de procesado. Para
el pardmetro C*, relacionado con el grado de tostado de café y por
consiguiente con la pureza de color de las muestras, se conservan similitudes
de acuerdo al proveedor, no existiendo diferencias entre los cafés
procedentes de Cesurcafe (cafés 3 y 4) ni entre los procedentes de la

exportadora, a excepcion del café 2 que si presentd diferencias.

El contenido de fenoles totales se mostré significativamente diferente para
cada una de las muestras. La muestra de café 1 presentd los valores mas altos
(53,89 + 3,14 mg AG/g), mientras que la muestra de café 6 fue la que
presentd menores valores (44,21 + 1,54 mg AG/g). Todos los valores
obtenidos fueron superiores a los reportados por Caporaso, Genovese,
Canela, Civitella, & Sacchi, 2014., de 29,74 mg AG/g para el mismo tipo de
preparacion de las muestras. Ademds, en este mismo estudio se reportaron

valores de pH de 5.71, si bien en otros estudios lo valores fueron de 4.69 a
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5.20 (Maris et al., 2005), o de 4.96 a 5.98 en café variedad arabica procedente
del occidente de honduras (Diaz Noguera & Perdomo Reyes, 2015), todos
ellos superiores a los obtenidos en el presente estudio (4.68 - 4.94), lo cuales
si bien fueron estadisticamente iguales para las muestras de la variedad
Caturra (cafés 3 y 4), si que presentaron diferencias con las muestras

obtenidas a partir de la mezcla de los cafés UCG y supremo.

Los valores de indice de refracciéon y densidad fueron similares a los
observados por Parenti et al., 2014, quien compard diferentes métodos de
preparacion de café expreso. Para el indice de refraccion, solo la muestra de
café 1 mostré diferencias estadisticas con todas las demdas muestras. En
cambio los valores de densidad si mostraron mayor variacion entre muestras,
con valores que van desde 1,012 hasta 1,34 g/mL, existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras de café 3 con los cafés 4 y

5, los cuales no mostraron diferencias entre si.

El estudio de la capacidad antioxidante expresada como equivalentes
trolox mostré diferencias estadisticas entre todos los cafés. El café que
menores valores obtuvo fue el café 1 (32,69 + 0,37 eq. Trolox (mM)) y el
mayor el café 2 (48,94 + 0,18). Si bien el café es conocido por su alto
contenido de sustancias antioxidantes como son los acidos clorogénicos y los
acidos hidroxindmicos, durante el proceso de tostado, la cantidad de
polifenoles se reduce desde un 12% hasta un 2%, aunque se ha demostrado
que los compuestos que confieren las propiedades antioxidantes al café son
aquellos que se producen precisamente como resultado del proceso de
tostado como las melanoidinas y algunos compuestos producto de la

reaccion de Maillard. Ademas la cafeina y los compuestos volatiles también
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contribuyen en la capacidad antioxidante total, si bien se desconoce la su
actividad antioxidante en la matriz del café (Cammerer & Kroh, 2006;
Karama¢, Bucinski, Pegg, & Amarowicz, 2005; Pérez-Martinez, Caemmerer,

De Peia, Concepcion, & Kroh, 2010)

Tabla lll. 2. Resultados analisis fisicoquimicos realizados a las muestras.
Parametros de color (L*, a*, b*, Cy h), fenoles totales (FT) (mg acido galico /
g de café molido), pH, indice de refraccion (IR), densidad (D) (g/mL) y
capacidad antioxidante (CA) (Eg. Trolox (mM)).

Cafél Café2 Café3 Café4 Cafés Café 6

L* 15,73 +0,67° 17,22 +0,96¢ 13,51 +1,02° 12,61 +1,34° 15,61 £0,31° 13,91 £0,30°
a* 23,96 £0,87° 23,00+0,122 25,73 +0,45° 25,53+0,57° 23,83 £0,19% 25,74 +0,30°
b* 27,06 £1,12° 29,37 £1,26° 23,27 +1,74% 21,73 +2,29% 26,85 +0,54° 23,97 £0,53%
c* 36,18 +0,33% 37,35 +0,98¢ 34,75 +0,86% 33,60 +1,07° 35,92 +0,41% 35,20 +0,17%
h* 48,45 +2,18° 51,90 +1,34° 42,03 +2,62° 40,29 +3,58° 48,38 £0,66" 42,94 +0,95°
FT 53,89 £3,14° 51,57 £3,26° 47,39 +1,78% 47,93 £1,75% 48,93 +1,89b° 44,21 +1,54°
pH 4,94 +0,01¢ 4,77 +0,03° 4,79 +0,05° 4,78 +0,02° 4,68 +0,02° 4,85 +0,02¢
R 1,3379 £0,0004° 1,3374 +£0,0001° 1,3372 +£0,0001° 1,3373 +£0,0001° 1,3374 +£0,0001° 1,3373 +£0,0001°
D 1,012 £0,001* 1,012 £0,001%° 1,011 +0,000° 1,014 £0,001° 1,014 +0,002° 1,012 +0,000%
CA 32,69 +0,372 48,94 +0,18" 41,66 +0,14¢ 46,25 +0,19¢ 43,82 £0,22° 42,56 +0,19°

* Todos los valores son mostrados como medias + desviacidén estandar
Diferente letra en la misma fila expresa diferencias estadisticas p-value<0.05.

Con la finalidad de evaluar los cafés teniendo en cuenta la totalidad de las
variables fisicoquimicas analizadas se realizé6 un analisis de componentes
principales PCA. En la Figura lll.2. se muestran los resultados del biplot. En
base a los resultados, los dos cafés de la variedad caturra (cafés 3y 4) y el
café 6 presentarian caracteristicas similares, muy marcadas positivamente
por los valores de a* y negativamente por los de FT y L*. En cambio, los cafés
2 y 5, si bien serian clasificados entre ellos como diferentes, se situaron en
un cuadrante diferente a los anteriores, sobre todo por la influencia del

pardmetro luminosidad. Finalmente, el café 1 seria el que mayores
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diferencias presentaria sobre el resto, las cuales vendran marcadas
fundamentalmente por una gran influencia positiva del indice de refracciéon

(IR) y negativa de la capacidad antioxidante (CA).
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Figura lll. 2. Biplot pardmetros fisicoquimicos.

Andlisis voltamétrico por medio de LEV/VET.

Una vez construida la matriz de datos se realizd un andlisis de componentes
principales para evaluar la existencia de relacién entre las sefales
voltamétricas obtenidas para cada una de las muestras. En la Figura IIl.3. se
muestra la representacion grafica de las 3 primeras componentes que

recogieron un 86.64% de varianza total acumulada. Como se aprecia, a
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excepcion de los cafés 2 y 3, que quedaron agrupados juntos, el resto se

distribuyd mostrando agrupaciones independientes.
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Figura Ill. 3. Andlisis de componentes principales de las lecturas
voltamétricas para todas las muestras de café.

Dada la dispersion de las muestras, la cual no coincide con los resultados
obtenidos para el andlisis sensorial, en el que no se observaron diferencias
importantes salvo para el café 3 y 4 que fueron el mejor y peor puntuados
respectivamente, y para los fisicoquimicos, en el que las diferencias fueron

también menores salvo para la capacidad antioxidante total que presenté
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diferencias entre todos los cafés, se procedid a la caracterizacion
voltamétrica de estos. Para ello en un primer paso la caracterizaciéon se
realizé en base a los cuatro sabores basicos, tal y como se desarrolld en el
Capitulo 2. En un segundo paso la caracterizacidn se realizé mediante un
analisis de correlacion multifactorial PLS entre los valores voltamétricos y

cada una de las variables del andlisis sensorial y fisicoquimico determinadas.

Como se observa en la Figura lll.4., al igual que se mostré en el capitulo 2, Ia
componente 1 evidencio la gran dependencia de la sefial al pH de la muestra.
Asi todas las muestras de café quedaron agrupadas en el sector negativo de
lacomponente 1, junto a las muestras de acido citrico (Figura l1l.4.-A.), patrén
gue se utilizd para caracterizar la componente dacida de los alimentos.
Recordar que la acidez es uno de los atributos a evaluar en un analisis
sensorial realizado por paneles de cata especializados en definir las
propiedades organolépticas de muestras de café (Salamanca, Fiol, Gonzalez,
Saez, & Villaescusa, 2017). Por otro lado, los cafés vienen marcados por la
presencia de cafeina. Asi en la Figura 111.4.-B., la relacién de componentes 2
vs 3 muestra como los cafés quedan agrupados en la zona positiva del PC2,
al igual que la cafeina, si bien en la parte negativa del PC3. La agrupacion en
la zona negativa del PC3 seria debida a la presencia del alto contenido en
potasio, magnesio y fosforo (>100 mg/100 g m.s.) y moderado de sodio y
calcio (>1 mg/100 g m.s.), que tiene el café (G. H. H. De Oliveira et al., 2014;
M. Oliveira et al., 2012), que harian que estos tendiesen hacia la zona

marcada por la presencia de sal (Figura 111.4.-C).

134



Capitulo 3. LEV como herramienta en pre caracterizacion de café

m 170
x 140
&
110 @ Sal @ Sacarosa
. ® 80
X ac. citrico ® Cafeina
<
w0 * 50
S fi i
= ®Cafél ACafé 2
20
g [ 4
= 10 . .
-200 -150 - -100 50 50 100 =Café 3 X Café 4
- -40
_ WCafé s ®Café 6
. -70

-100
PC1 (50,87%)

PC4 (7,46%)

X
~
bt T
S-100 i -50 50 100 150 200
=) + -20 i
n -100 -75 -50 25 Lio gt 25 50
(8] * 1 L
e @40
-30 1§
-60
° - X 50 P
-80
* ]
-100 -70
P2 (17,54%) PC3 (10,17%)

Figura lll. 4. Caracterizacidon de los cafés en los cuatro sabores basicos a partir
de la informacién obtenida en el Capitulo 2.

Observados los comportamientos voltamétricos y las caracteristicas de los
cafés, se procedié a evaluar la relacidon existente entre las medidas
voltamétricas y los resultados de los analisis fisicoquimicos y sensoriales.
Como se observa en la Tabla lIl.3., los modelos desarrollados que obtuvieron
valores de RMSECV, Bias CV y R? CV que los hacen vélidos para la prediccién
fueron, en el caso de las variables de los analisis fisicoquimicos el pH y la
capacidad antioxidante (CA) con unos valores de R? de 0,842 y 0,947

respectivamente. Para las variables procedentes del andlisis sensorial fueron
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uniformidad, balance y taza limpia, con valores de R? superiores a 0,928

todos ellos.

Como se observa en la Figura IlIl.5.,, en la que se muestras las
representaciones graficas de los valores observados frente a los predichos
para los valores de pH, CA, uniformidad y puntuacién total, los valores
predichos para el pH y la CA se ajustaron muy bien a la recta x=y, reflejando
la gran dependencia de la respuesta voltamétrica con el pH y la expresidn de
la capacidad antioxidante, que le hace ser un buen dispositivo para expresar
estas caracteristicas. De hecho, el primer electrodo selectivo que se
desarrollo fue para medir el pH de soluciones, mientras que son numerosos
los estudios en los que se ha utilizado algun tipo de electrodo para
determinar la capacidad antioxidante de sustancias como bebidas
alcohdlicas (G. Toro, Lépez, & Taipe, 2011), especias (Ziyatdinova &
Budnikov, 2014), liquidos corporales (Chevion, Berry, Kitrossky, & Kohen,
1997; Psotova, Zahalkova, Hrbag, Siméanek, & Bartek, 2001), tejidos animales
(S Chevion, Or, & Berry, 1999), de plantas (Chevion, Chevion, Chock, &
Beecher, 1999) y frutos (Baldedn et al., 2015; Hoyle & Santos, 2010). La
Figura Ill.6. muestra los valores VIP de los loadings, los cuales proporcionan
informacidn sobre los segmentos (electrodos y pulsos) que contribuyen en
mayor proporcion en la construccién del modelo. Al igual que en la Tabla I.1
del Capitulo 1 ya se menciond el electrodo de Au como el que mayor
informacidn relacionada con sustancias antioxidantes provee en
comparacion con los demas electrodos que conforman la lengua electrénica,
en este caso también fue asi. De igual forma, el electrodo de Au también
aporto informacidn relevante para el modelo pH (Figura I11.5.). La explicacidn

a esta doble relacién podria venir dada por la naturaleza de los agentes
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antioxidantes del café, muchos de ellos acidos como los clorogénicos y los

hidroxindmicos (Leroy et al., 2006)

El resto de variables fisicoquimicas no presentaron correlacién con la
respuesta voltamétrica dado que los valores de estas variables fueron
similares entre las muestras y por tanto no mostrando una variacion como la

gue si se da con la respuesta voltamétrica.

En el caso de los modelos desarrollados para expresar la relacidn
voltamétrica con la caracteristica uniformidad, balance y taza limpia, estos
deben de ser interpretados con un elevado grado de incertidumbre hasta
nuevos estudios, dado que como se observa en la Figura lll.5., para la
uniformidad, como ejemplo de los tres, el ajuste se da entre dos valores dado
gue en la cata todos los cafés se evaluaron como 10 a excepcion del café 4
que lo fue con un valor de 8. En cambio, el modelo obtenido para expresar la
puntuacidn total, que presenté un valor de R? de 0,611, generd unos valores
predichos los cuales se ajustaron perfectamente a la recta x=y (Figura Ill.5.),
con valores de Bias de 0,32, inferiores a la desviacién estandar obtenida por
los cafés para los valores reales de PT (Tabla 1ll.3.). Esto podria mostrar la
posible modelizacion de la respuesta voltamétrica para predecir esta
caracteristica, en la que se obtendrian valores similares para cafés sin
diferencias significativas entre ellos, como ocurre para los cafés 1, 2, 5y 6,
pero si diferentes como ocurre entre estos y los de los cafés 3 y 4., situados
ambos a los extremos del ajuste. Si bien esta posibilidad deberia ser evaluada
en sucesivas experiencias, de igual manera para los pardmetros

fisicoquimicos de color (L*, a*, b* y h*).
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Tabla lll. 3. Valores de correlacion PLS obtenidos para los modelos de
prediccién de las variables fisicoquimicas y sensoriales a partir de Ia
respuesta voltamétrica de la lengua electrdénica.

RMSECV Bias CV R>cv
pH 0.03800 -0.0013 0.842
FT 23.93380 -0.0117 0.416
IR 0.00024 0.0000 0.268
L* 1.06895 0.0000 0.621
a* 0.71745 -0.0046 0.613
b* 1.77113 0.0299 0.628
c* 0.90374 0.0162 0.546
h* 2.73039 0.1413 0.651
CA 1.16652 0.0616 0.947
Frag/aroma 0.57180 0.0083 0.042
Sabor 1.04140 -0.0027 0.259
Sabor Residual 1.42317 0.10818 0.467
Acidez 0.85535 0.00960 0.199
Cuerpo 0.81047 0.01012 0.179
Uniformidad 0.20618 -0.0107 0.933
Balance 0.20618 -0.0107 0.933
Taza Limpia 0.20934 -0.0100 0.928
Dulzor 0.32072 -0.0216 0.233
Punt. Cata. 0.96882 -0.00202 0.225
PT 2.04501 -0.32013 0.611
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Figura lll. 5. Representacion grafica de los valores medidos de pH, capacidad
antioxidante (CA), uniformidad (U) y puntuacion total (PT) frente a los
predichos al aplicar los modelos matematicos desarrollados mediante el PLS.
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Figura lll. 6. Representacion del analisis VIP para las variables pH y capacidad
antioxidante, asi como del tren de pulso aplicado.
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CONCLUSIONES.

La evaluacion de la capacidad de la lengua electrénica voltamétrica como
herramienta para la caracterizacidn de cafés ha mostrado como esta puede
evaluar la caracteristica de pH y capacidad antioxidantes de estos. Ademas,
la correlacién obtenida para la puntuacién global de los andlisis sensoriales,
si bien no han sido lo suficientemente elevadas para poderlas considerar
como correctas, si podrian reflejar la posible capacidad de la lengua para
caracterizar dicha caracteristica. En cualquier caso, nuevos estudios son
necesarios para evaluar la capacidad de la lengua electrénica voltamétrica
como herramienta para la descripcidén organoléptica de cafés. Para ello sera
necesario obtener cafés en los que el panel de cata entrenado describa
diferencias sensoriales que permitan, en su caso, obtener modelos

descriptores, asi como analiticas que describan el aroma de estos.
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RESUMEN

En el presente trabajo se ha evaluado la capacidad de la lengua
electrénica para el control de la calidad de zumo de naranja pasteurizado en
los que puede existir un riesgo de desarrollo de bacterias esporuladas
termorresistentes. Para ello, se llevaron a cabo analisis fisico-quimicos,
microbioldgicos, asi como también ensayos con el equipo de lenguas
electrénica voltamétrica. Se dispuso de un zumo de naranja previamente
inoculado con Alicyclobacillus acidoterrestris y Alicyclobacillus hesperidum
del cual se evalud su evolucién durante 16 dias. El pH y los °Brix no mostraron
variaciones significativas a lo largo del tiempo. La concentracidén de acidos
totales y de acido ascérbico presentaron un descenso progresivo a lo largo
del periodo de almacenamiento evidencidndose asi el deterioro sufrido
durante los dias de estudio, si bien ambos fueron independientes del
crecimiento bacteriano. El andlisis mediante la herramienta estadistica MSPC
(Multivariate Statistical Process Control) mostr6 como el equipo
voltamétrico es capaz de identificar las ligeras alteraciones en muestras de
zumo de naranja producidas por la presencia de bacterias, si bien estas
alteraciones son enmascaradas cuando se producen variaciones en la
concentracién de acido ascdrbico, debido a la gran dependencia de la
respuesta voltamétrica relacionado con éste, permitié obtener un modelo

matematico para cuantificarlo.

PALABRAS CLAVES: Lengua electrdnica, voltametria de pulsos, zumo de

naranja, analisis fisico-quimico, analisis microbioldgico.
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INTRODUCCION.

El zumo de frutas se define seglin el Real Decreto 781/2013, de 11 de
octubre, como el producto susceptible de fermentacidén, pero no
fermentado, obtenido a partir de las partes comestibles de frutas sanas y
maduras, frescas o conservadas por refrigeracion o congelacién, de una o
varias especies mezcladas, que posea el color, el aroma y el sabor
caracteristicos del zumo de la fruta de la que procede, en el que se podran
restituir el aroma, la pulpay las células que procedan de la misma especie de

fruta.

La Asociacién Europea de Productores de Zumos (AlIN) en su informe sobre
el consumo de zumos y néctares en la Unidn Europea situd el consumo total

de estos productos en la Unién Europea en 9.631 millones de litros en 2015.

AN ha cuantificado el mercado espafiol de zumos y néctares en el aifio 2015,
en 941 millones de litros. Este volumen situaria a nuestro pais, con casi un
10% del mercado total europeo de zumos y néctares solo por detrds de

Alemania, Francia y Reino Unido (AlJN, 2016).

La mayor cantidad de naranja producida en Europa, aproximadamente un
80% es proveniente de Italia y Espafia. En Espaia un 90% de la produccion
de naranja se encuentra en la zona de Valencia y Andalucia. El consumo per
capita aproximado en Espafia es de 20Kg de estos la mayoria se atribuye a
naranja fresca y otra poca a naranja procesada, (Bickford, Valverde, &

Specialist, 2015)

La industria alimentaria generalmente emplea diferentes métodos fisicos,

guimicos o una combinacidn de ambos para el control del deterioro de los
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alimentos o la proliferacion de microorganismos patdgenos. El procesado
industrial de alimentos utiliza la pasteurizacidon para garantizar la calidad y
seguridad de los alimentos mediante la destruccion de células vegetativas,
sin embargo, este proceso tiene un efecto letal muy limitado sobre
endoesporas. Esta baja letalidad sobre las endoesporas se suele asumir ya
que su efecto sobre la seguridad alimentaria es bajo en alimentos acidos
como los zumos de frutas, en los que es muy comun utilizar la pasteurizacién
como método de conservacion. Sin embargo, la aparicién de especies del
genero Alicyclobacillus; microorganismos alterantes que son capaces de
sobrevivir a la pasteurizacion, supone un serio desafio a los problemas de
calidad en la industria del zumo de fruta (Osopale, Witthuhn, Albertyn, &
Oguntoyinbo, 2016).

La presencia de esporas de Alicyclobacillus acidoterrestris en zumos de frutas
y zumos concentrados es un problema significativo para la industria del
zumo. Estas bacterias no patégenas, gram positivas, acidéfilas, termdfilas y
esporuladas causan deterioros del tipo agriado plano en zumos comerciales
pasteurizados, lo que se atribuye a la produccidon de metabolitos de olor
desagradable. La alteracién producida por A. acidoterrestris es dificil de
detectar visualmente. En general el zumo alterado tiene un aspecto normal,
puede aparecer una pequeiia sedimentacién, pero en ningin caso formacién
de gas. Los cambios que se producen en la calidad en los zumos
contaminados los hacen deficientes e imbebibles, lo que resulta en la pérdida
de su valor en el mercado y por tanto provoca importantes pérdidas

econdmicas dentro de la industria (Chang & Kang, 2004).
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La monitorizacidon en muchos procesos de produccion alimentaria en los que
algunos parametros quimicos varian en el tiempo es clave para cumplir con
las normas de control de calidad. Un ejemplo tipico son los procesos de
fermentacién en alimentos y bebidas. La aplicacion de este control en
continuo es interesante dentro del proceso productivo de los zumos para
evitar desviaciones debidas a la contaminacidn microbiolégica o averias del

sistema.

Sin embargo, solo unos pocos parametros (pH, O, T, etc.) pueden ser
facilmente monitorizados in situ, mientras que tanto para realizar un buen
control sobre el proceso como para llevar a cabo una toma de decisiones
adecuada se requiere mads informacién. Esta informacidon estd basada en
datos obtenidos a través del muestreo periddico que ademds supone una
pérdida de tiempo desde que se toma la muestra hasta que se obtienen los

resultados finales (Peris & Escuder-Gilabert, 2013).

Un método ideal para el control de procesos, en este caso la alteracién del
zumo, aunque es extensible a cualquier otro proceso, debe permitir la
determinacidn rdpida, precisa y exacta de forma directa de varios
compuestos de interés, con una preparacion minima o sin preparacion de las
muestras. Los sensores quimicos pueden ser una alternativa adecuada,
debido principalmente a sus caracteristicas como la instrumentacién
relativamente simple, los bajos precios, la minima preparacidn de muestras
y una facil automatizaciéon de las mediciones (Peris & Escuder-Gilabert,

2013).

En este sentido, uno de los enfoques mas prometedores es la utilizacién de

sistemas quimicos multi sensor (en lugar de sensores discretos). Estos
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sistemas quimicos multi sensor son conocidos como narices electrénicas y

lenguas electrdnicas.

Las lenguas electrdnicas se estan volviendo mas y mas populares como
técnicas objetivas automatizadas no destructivas para caracterizar
procesados que se llevan a cabo en la industria alimentaria. En este sentido
las lenguas electrénicas se estan estudiando para la caracterizacién del
procesado de yogurt (Z. Wei, Zhang, Wang, & Wang, 2017), control de
alteraciones en productos elaborados con carne de vaca (Apetrei & Apetrei,
2016), descriptores sensoriales en vino (Cetd, Gonzalez-Calabuig, Capdevila,
Puig-Pujol, & Del Valle, 2015), calidad de aguas (Campos, Alcafiiz, Aguado, et
al., 2012), clasificacion de diferentes muestras de miel(L. A. Dias et al., 2008),
control del polen de la miel (L. G. Dias et al., 2015), calidad y tiempo de

almacenamiento de la leche (Z. Wei, Wang, & Zhang, 2013), etc.

Asi, en el presente trabajo se establece como objetivo evaluar la capacidad
de la lengua electrdnica (voltametria de pulsos), para el control durante los
primeros estadios, de la calidad de zumo de naranja pasteurizado en los que

puede existir un riesgo de desarrollo de bacterias esporuladas.
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MATERIAL Y METODOS.

Materia prima.

En el presente estudio se utiliz6 zumo de naranja envasado en tetrabrik

adquirido en un supermercado local.

Para el inoculo del zumo se utilizaron las cepas puras de los microorganismos
Alicyclobacillus acidoterrestris (CECT:5324) y Alicyclobacillus hesperidum
(CECT:7094) de la Coleccidon Espafola de Cultivos Tipo (Universidad de

Valencia, Burjassot, Valencia). Las cepas se adquirieron en forma de liéfilos.

Preparacion de las muestras.

Para la realizacién del estudio, el zumo una vez mezclado de forma
homogénea, fue trasvasado de forma aséptica a botellas de 250 mL estériles.
Parte de las botellas fueron inoculadas con las cepas, mientras las no

inoculadas se utilizaron como control.

Para la reconstitucién de las cepas liofilizadas, el contenido de cada vial se
vertio en un tubo de agua destilada estéril para proceder a la suspension de
los microorganismos. Seguidamente se realizé una siembra por extension en
agar PDA (Liofilchem®, Italia) y se incubd 4 dias a 50°C. De las colonias
crecidas en las placas sembradas se volvié a realizar una siembra por
extensidn y se incubd en las mismas condiciones. De estas segundas placas
sembradas por extensién se sembraron placas de PDA utilizando la técnica
de triple estria para obtener asi colonias aisladas. Las condiciones de

incubacion fueron 72h a 50°C. Se seleccionaron colonias aisladas de cada uno
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de los microorganismos y se inocularon en tubos de PDB (Scharlau Chemie®,
Barcelona, Espaiia) previamente acidificados con una disolucién al 0,01% de
acido citrico, siendo el pH final del medio de cultivo 2,88. Los tubos se
incubaron 48h a 50°C, obteniéndose la suspensién de microorganismos para

ser inoculados.

Para la inoculacion de los zumos, de cada uno de los tubos, uno con A.
acidoterrestris y otro con A. hesperidum, se pipetearon la proporcidon de 1mL
de cada para 3L de zumo, siendo la carga microbiana inicial de la muestra de

18 UFC/ mL de zumo.

Una vez los zumos fueron inoculados, se incubaron a 50°C durante el tiempo
de estudio, tomandose muestra a los dias O (tras la siembra), 1, 2, 7, 9, 16

(Wibowo, Grauwet, Kebede, Hendrickx, & Van Loey, 2015).

Determinaciones microbiolégicas

El desarrollo de Alicyclobacillus acidoterrestris y Alicyclobacillus hesperidum
en el zumo se determiné por el procedimiento de dilucidn seriada en agua
destilada estéril y siembra en placa (ICMSF, 2000). La siembra se realizé en la
superficie de placas Petri con agar PDA (Liofilchem®, Italia), que se incubaron
a 50°C durante 48 horas en condiciones de aerobiosis. Se trabajo siempre en

condiciones asépticas (material esterilizado y en campana de flujo laminar).

Determinaciones fisico-quimicas

Cada dia de toma de muestra se realizaron las determinaciones descritas en

este apartado, al menos por triplicado, para el zumo control y el inoculado.
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Determinacion del pH
El pH de las muestras se midié directamente sobre las muestras empleando
un pH-metro digital (Crison basic 20, Spain), en condiciones de temperatura

ambiente.

Determinacion de los grados Brix.

Los °Brix se determinaron mediante la medida en un refractémetro digital
(modelo RFM330, Bellingham & Stanley Limited, Reino Unido) a una
temperatura constante de 20°C. El resultado obtenido se expresé como °Brix

(g de sélidos solubles/100 mL zumo).

Determinacion de la acidez total.

La determinacidon de la acidez total de las muestras expresada como la
concentracién de acido citrico en el zumo (gramos de acido citrico en 100 mL
de zumo de naranja) se calculd mediante analisis volumétrico. Se valoraron
10mL de muestra utilizando como valorante una disolucion 0,1N de
hidréxido de sodio (NaOH), y fenolftaleina como indicador (Tamang et al.,
2012). Puesto que la muestra tiene un color naranja y la fenolftaleina vira a
un color fucsia, el viraje se detecta por la apariciéon de un incremento de la
intensidad del color naranja (de un naranja palido a un naranja mas intenso

0 vivo).

Determinacion de la concentracion de dcido ascérbico

La concentracion de acido ascorbico (gramos de acido ascorbico en 100mL
de zumo de naranja) se determind mediante analisis volumétrico. Se
valoraron 20mL de muestra utilizando como valorante una disolucién de
yodo 0,012M, afiadiendo a la muestra ImL de acido clorhidrico (HCI) 15% v/v

y 1mL de una disolucion de almidon de patata 1% p/v que actldan como
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indicador (Ciancaglini, Santos, Daghastanli, & Thedei, 2001). El viraje se
detecta por la apariciéon de una tonalidad verde parduzca en la muestra de

Zzumo.

Determinaciones voltamétricas (lengua electrénica)
El presente estudio se llevé a cabo mediante una nueva version del equipo
utilizado en los anteriores ensayos, este equipo consta de un sistema de
limpieza electroquimica que se sirve de diferentes potenciales especificos y
soluciones 4acidas o basicas con la finalidad de eliminar los residuos
generados en cada uno de los electrodos de trabajo (Ir, Rh, Pty Au) a lo largo
de los ensayos, ademas de su funcionamiento semi automatico conformado
por electrovdlvulas que toman la muestra o las soluciones de limpieza

dependiendo de la etapa del proceso.

Para esta experiencia especificamente la configuracion de pulsos empleada
fue de 0, 200, 0, 600, -500, 0, 400, -750, 0, 750, 150 y 0 mV durante un

intervalo de tiempo de 20 ms cada uno.

Anadlisis estadistico.

Con el objetivo de evaluar la existencia de diferencias significativas entre los
diferentes dias de toma de muestra para los valores obtenidos en los analisis
fisicoquimicos y microbioldgicos, se realizaron analisis de la varianza (ANOVA
simple) utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI. En aquellos casos
en los que se observaron diferencias, éstas fueron evaluadas mediante el test

LSD, con un nivel de confianza del 95%.
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Para evaluar la capacidad de la lengua electronica como método para la
caracterizacion de zumos pasteurizados en los que se inicia el desarrollo de
bacterias esporuladas, se llevaron a cabo dos tipos de analisis multivariante:
Andlisis de Componentes Principales (PCA), mas concretamente MSPC
(Multivariate Statistical Process Control) y el analisis de Minimos Cuadrados

Parciales (PLS).

El MSPC es un método derivado del UCP (Univariate Control Process) y ofrece
la posibilidad de incluir un gran nimero de variables y las interacciones entre
ellas al mismo tiempo. El objetivo de MSPC es crear un modelo, basado en
las caracteristicas de las muestras, que las caracteriza, asi como unos
umbrales (limites) de confianza, lo que determina la conformidad de nuevas
muestras de acuerdo con las especificaciones preestablecidas (Bersimis,
Psarakis, & Panaretos, 2007). El uso del modelo se basa en la inclusién de
nuevos datos multivariados (de nuevas muestras) y la evaluacién de la
distancia de la respuesta de las nuevas muestras, obtenidas a partir del
modelo, mediante el estudio de Q-estadistica (Q-residuals). La situacion de
la respuesta del modelo dentro de los limites de confianza indica que las
muestras estdn dentro de requisitos preestablecidos, es decir, iguales a las
qgue han generado el modelo. Por el contrario, las muestras fuera de los
limites de confianza implican que algo en ellas produce la desviacidn de los
resultados del modelo (muestras diferentes a las que generaron el modelo).
Asi cualquier Q-residual, obtenido tras el tratamiento de nuevas muestras
por el modelo, superior al limite establecido por el control representa que el
modelo es incapaz de reconocerlas como muestra control y por tanto se
pueden interpretar como diferentes a este dado que presentardn alguna

irregularidad en las variables originales que impiden la identificacion y por
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tanto quedan separadas del control (Verdu et al., 2016). Ademas, con el fin
de graficar de una forma mas legible los resultados, se realizé un estudio
ANOVA, en funcién del dia de lectura, de los Q-residuals obtenidos,

graficandose las medias con el error estandar obtenido con éste.

En segundo lugar, se hicieron analisis de minimos cuadrados parciales (PLS)
gue maximizan la correlacion entre variables independientes (sefial de
corriente) y dependientes (variables fisicoquimicas y microbioldgicas)
(Martens & Martens, 2001). El objetivo es generar modelos matematicos que
permitan expresar relaciéon en los cambios observados en las medidas
voltamétricas y los obtenidos mediante los analisis fisicoquimicos vy
microbioldgicos. Para tal fin dos tercios de las muestras se utilizaron para el
desarrollo y cross validacién del modelo matematico y el tercio restante para

la validacién de este (prediccion).

La bondad del modelo y de la prediccidon se evalud a partir de los valores del
coeficiente de regresidn (R?), de la desviacién del modelo por el célculo de la
raiz de minimos cuadrados (RMSE) y del Bias, tanto para la calibracién (C),

cros validacion (CV), como de la prediccidn (P).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinaciones microbioldgicas y fisico-quimicas

Tras la inoculacion de 3 litros de zumo de naranja con 1mL de caldo con
Alicyclobacillus acidoterrestris cuya concentracion era de 9-10* UFC/mLy con

1mL de caldo con Alicyclobacillus hesperidum cuya concentracidon era de
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1,7-10* UFC/mL la carga microbiana inicial resultante en el zumo de naranja

(mix de ambas bacterias) fue de 18 UFC/mL.

La figura IV.1. muestra el crecimiento de la carga microbiana durante el
estudio. Como se puede observar, existié un crecimiento exponencial
caracteristico, alcanzandose el maximo de crecimiento a los 3 dias,
manteniéndose constante la carga microbiana (5,4 log ufc/mL zumo) durante
el resto del ensayo. Valores similares fueron obtenidos por Roig-Sagués,
Asto, Engers, & Hernndez-Herrero (2015) donde se utilizaba una

temperatura de incubacién 43°C.

log (ufc / mL zumo)

1 C 1 1 1 1 1 1 1 J
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)

Figura IV. 1. Curva de crecimiento microbiano para la mezcla de
Alicyclobacillus acidoterrestris y Alicyclobacillus hesperidum en zumo de
naranja incubado a 50°C durante 25 dias. Barras expresan error estandar.

La determinacion del pH, asi como la determinacién de los grados Brix no

mostraron ninguna evolucién significativa en el tiempo, tanto para las
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muestras control como para las inoculadas. El desarrollo de las cepas de
Alicyclobacillus no parece afectar a estos dos parametros. Las mediciones de
pH obtuvieron una media de 3,60 con una desviacién estandar de £ 0,05. En
el caso de los grados Brix, la media obtenida fue de 11,51g de sélidos
solubles/100 mL zumo con una desviacion estandar de 0,09. Estudios previos
como los realizados por Merle (2012) y los realizados por Chang & Kang,

(2004) observaron el mismo comportamiento.

La acidez total expresada como gramos de acido citrico en 100mL de zumo
de naranja no parecié verse modificada por el desarrollo de las bacterias,
describiendo una tendencia hacia la disminucidn de la concentraciéon de
acido citrico en el lapso de tiempo estudiado, tanto para el zumo control
como el inoculado (Figura IV.2). Si bien las diferencias durante los primeros
7 dias no fueron significativas, fue a partir del noveno dia cuando se produjo
un descenso mas marcado, alcanzando un valor final de 2.28 + 0.03 g/mL de

Zzumo.

Del mismo modo, el acido ascérbico tampoco fue afectado de forma visible
por el desarrollo de la bacteria, evolucionando de forma similar
independientemente de la inoculacion del zumo. Asi ambos zumos
mostraron la misma tendencia, una disminucion de la concentracién a lo
largo del tiempo (Figura IV.2), si bien esta bajada fue mucho mas acusada
que la mostrada por el acido citrico, posiblemente por la facilidad de
oxidacion que presenta este acido en presencia de oxigeno y temperaturas
elevadas. En efecto, la presencia del oxigeno disuelto en el zumo vy el
presente en el espacio de cabeza de cada uno de las botellas, pueden ser

factores que oxiden el acido durante los primeros estadios de la conservacion
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del zumo (Wibowo, Grauwet, Santiago, et al., 2015). Cabe mencionar que,
para los dos primeros dias, los valores obtenidos fueron muy similares,
siendo a partir del tercer dia cuando se evidencié un descenso significativo.
Es importante durante los primeros dias ser capaces de detectar pequefias
desviaciones respecto a los valores esperados con la finalidad de atajar el
incremento de estas desviaciones y evitar que aumenten hasta un punto en
el que el producto ya no sea apto para su comercializaciéon y, en
consecuencia, evitar pérdidas econdmicas. En este sentido, y por los datos
obtenidos, el control del acido ascdérbico no seria capaz de evidenciar
variaciones como consecuencia del crecimiento de las bacterias dado que
estas se han desarrollado durante el primer dia y el 4cido ascdérbico no ha

variado durante éste.
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Figura IV. 2. Evolucion de la concentracién de acido ascdérbico (simbolo
relleno) expresada en gramos/100mL de zumo de naranja, y de la
concentracién de 4cido citrico (simbolo sin relleno) expresada en
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gramos/100mL de zumo de naranja. — Muestras control (sin inoculo); —
Muestras inoculadas. Barras expresan error estandar.

Determinaciones voltamétricas

Una vez realizados todas las mediciones voltamétricas se procedié a su
anadlisis estadistico. El primer estudio se basd en evaluar la respuesta
obtenida cada dia de analisis con la finalidad de poder obtener un modelo
matematico que sea capaz de discriminar las muestras a dia 0, dado que es
durante el dia 1 en el que se produce el desarrollo microbiano. Para ello se
utilizé la herramienta estadistica MSPC (Multivariate Statistical Process
Control). Mediante este método se obtiene un modelo matematico que
caracteriza las muestras a dia 0, en base a su respuesta voltamétrica, y todas
aquellas muestras cuya respuesta voltamétrica sea lo suficientemente
diferente como para que al aplicarle el modelo, su Q-residual obtenido sea
lo suficientemente elevado como para considerarlo diferente al de la
variabilidad de las muestras a dia 0, se consideran diferentes. La figura IV.3
muestra los resultados del analisis. Como puede observarse, todas las
muestras, tanto control como inoculadas, tuvieron Q-residuals que las
definen como diferentes, a excepcién de las muestras control a dia 1, las
cuales tuvieron un Q-residual inferior al limite de confianza (linea roja
discontinua en la Figura 1V.3) e igual a ambos dias 0. Este resultado podria
reflejar la capacidad de LEV para detectar diferencias como consecuencia del
desarrollo de las bacterias dado que para dia 1, los zumos no inoculados, los
cuales no tuvieron cambios significativos tanto microbiolégicos como

fisicoquimicos, son caracterizadas como dia 0, mientras que los inoculados,
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con crecimiento microbiano entre dia 0y 1, son clasificados como diferentes.
Para el resto de dias, tanto para los zumos control como para los inoculados,
la diferenciaciéon con respecto a dia 0 podria venir dada por los cambios
sufridos en el zumo como consecuencia de la temperatura del estudio que
degradaria en gran medida el acido ascdérbico. Pero ademas, en el caso de las
muestras inoculadas, también vendria dado por el crecimiento de las
bacterias. Es por ello que las muestras inoculadas, para los mismos dias que
el control, presentan mayores valores de Q-residual, si bien esta herramienta

estadista no cuantifica las diferencias.
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Figura IV. 3. Resultado de los Q-residuals para el estudio del dia de analisis.
Barras expresan error estandar.
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Con la finalidad de evaluar si los cambios voltametricos observados estan
ligados a las analiticas realizadas, se procedié al estudio de la posible relaciéon
existente entre las variables fisicoquimicas y microbioldgicas y la respuesta
voltamétrica obtenida. Dado que de los ensayos realizados solo la acidez
total, el desarrollo microbiano y la concentracién en &acido ascérbico
presentaron evolucion con el tiempo, el analisis de relacion se realizé con
estos tres. Para tal fin se utilizé el analisis multivariante PLS que no solo nos
muestra la posible relacidn, sino que nos establece un modelo matemadtico
de prediccion de la variable evaluada. En la tabla IV.1 se muestran los

resultados del analisis.

Como se observa, tanto para la acidez total como para el desarrollo
microbiano, los modelos matemdaticos obtenidos mostraron valores de
coeficiente de regresion relativamente buenos (R*= 0,868 y R?= 0,890
respectivamente), sin embargo, los valores de los parametros Bias y RMSE
reflejan una baja bondad de los ajustes. Asi, como se puede observar en la
figura IV.4, en la que a modo de ejemplo se muestra la relacion entre los
valores reales de carga microbiana y los predichos obtenidos tras aplicar el
modelo desarrollado para su cuantificacién, estos fueron erréneos

desviandose de la recta x=y (observados igual a predichos).

Por el contrario, los resultados obtenidos para el acido ascérbico mostraron
la gran relacidn existente entre la concentracién de este y la respuesta
voltamétrica, obteniéndose valores muy buenos para la bondad del modelo
de prediccién (RMSEP: 0,0019702; P Bias: -0,000780494 y R?P: 0,981). En la

figura IV.5 se muestra los valores de acido ascorbico medidos quimicamente
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frente a los predichos por el modelo. Como se puede observar, la linealidad

y el ajuste a la recta X=Y fue total.

Tabla IV. 1. Resultados de la validacidon del modelo PLS para el modelo
matematico de prediccion del crecimiento microbiano, de la concentracion

en acidos totales y la de acido ascérbico.

Resultados PLS
log ufc | acidez total | acido ascérbico

Num. LVs 6 3 3
RMSEC 0.0265 0.0083 0.0006
Bias 8.88E-16 | 4.44E-16 6.94E-18
R? Cal 0.999 0.981 0.997
RMSECV 0.6388 0.0212 0.0018
CV Bias 0.0361 -0.0003 -0.0003
RZCV 0.684 0.890 0.986
RMSEP 0.4140 0.0226 0.0020
P Bias 0.0527 -0.0066 -0.0008
R2P 0.890 0.868 0.981
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Figura IV. 4. Ajuste lineal de los valores de crecimiento microbiano (log
UFC/mL de zumo) medidos vs predichos por el modelo PLS. Barras expresan
error estandar.
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Figura IV. 5. Ajuste lineal de los valores de acido ascérbico medidos vs
predichos por el modelo PLS. Barras expresan error estandar.

La figura IV.6 C muestra el ratio de selectividad (variables mas influyentes en
el desarrollo del modelo) para el desarrollo del modelo matematico de
prediccidn del cido ascdrbico y el esquema de potenciales aplicados. Como
se puede observar, los mayores valores de selectividad (informacién mas
influyente) se obtuvieron fundamentalmente en los electrodos platino y oro
y un poco en el de Rh, cuando se aplicaron pulsos a un potencial de 600y 750
mV. Esta respuesta puede estar relacionada con potenciales redox (Maria-

Viorica Bubulica, 2012) los cuales tienen lugar en la superficie del metal e
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incrementan cuando incrementa el potencial aplicado. Maria-Viorica
Bubulica (2012), observé un pico anddico alrededor entre 450 y 750 mV. Esta
respuesta estuvo relacionada con la capacidad antioxidante de extractos
plantas medicinales. Pisoschi, Pop, Negulescu, & Pisoschi (2011), evaluando
zumos de fruta, observaron un pico a los 530 mV, utilizando como electrodo
de trabajo Pt. Resultados similares fueron también encontrados por Esch,
Friend, & Kariuki, (2010). Baldedn et al., 2015, encontraron picos alrededor
de los 500 — 900 mV, al igual que (Vulcu, Grosan, Muresan, Pruneanu, &
Olenic, 2013) a los 570 mV, ambos trabajando con un electrodo de Au, los
cuales fueron relacionados con acido ascorbico. Este resultado también
estaria acorde con los resultados obtenidos en el capitulo 1, en el que las
reacciones redox tanto en el patrén trolox como en la muestra aliso se daban
fundamentalmente cuando se aplicaban voltajes de 500 mV en los electrodos

de Pty Au.

Si bien como se ha mostrado en la tabla IV.1y en la figura IV.5 existe una gran
relacidon entre la concentracion en acido ascérbico del zumo y la respuesta
voltamétrica definida por el ratio de selectividad, la discriminacién de los
zumos en funcién del dia de toma de muestra (Figura IV.3) no se basé en esta
informacidn, sino que existié otra adicional. En efecto, el modelo de
prediccidon de acido ascdrbico no diferencia entre la concentracién adia 0y
1 puesto que es la misma (Figura IV.1). En cambio, el modelo que caracteriza
las muestras a dia O si diferencia entre muestras a dia 0y a dia 1 (Figura 1V.3).
La explicacidon la podriamos encontrar en la figura IV.6. Esta esta formada por
3 gréficas. La primera grafica (Figura IV.6.A), muestra las cargas (loadings) de
las variables a dia 1, es decir el peso de las variables en el modelo de

clasificacidn que han hecho que se generen los Q-Residuals observados en la
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figura IV.3 para dia 1. En la segunda (Figura IV.6.B) se muestran los Q-
Residuals para el dia 2, mientras que en la tercera (Figura IV.6.C) se muestran
los ratios de selectividad para el modelo PLS de prediccion del acido
ascoérbico, es decir las variables con mayor peso en el modelo. Como se
puede apreciar en la primera grafica, la informacidn utilizada a dia 1 para la
muestra con inoculo y la control no es la misma. Mientras que la control
utiliza informacidn procedente del electrodo de oro, al igual que lo hace el
modelo de prediccién de acido ascorbico (bandas azules), para la muestra
inoculada, la informacion utilizada es la procedente del electrodo de Ir
(bandas verdes). En cambio para el dia dos (segunda grafica), tanto las
muestras inoculadas como control muestran la misma informacion
influyente, la procedente del modelo de predicciéon (bandas azules). Esto
mostraria la gran capacidad que tiene el equipo de cuantificar el acido
ascorbico presentantes en las muestras a consecuencia de su capacidad
antioxidante, lo que hace que cualquier variacion afecte en gran medida a la
respuesta voltamétrica. Asi a dia 1, para la muestra inoculada, seria la
presencia de la bacteria (o alguno de los metabolitos generados por esta) la
gue generaria el cambio en el voltagrama, pero a partir de un pequefio
cambio en la cantidad de ascérbico (dia 2), es este cambio el que marca la
resultante del estudio y por ello todas las muestras quedan clasificadas como

diferentes a las de dia 0.

Estos resultados vendrian a reflejar las ventajas de las lenguas electrdnicas,
en las que se combina la informacidn de varios electrodos no especificos,
donde esta combinacién es capaz de generar la huella voltamétrica de una

sustancia (Alcafiiz et al., 2012), bien en este caso para la clasificacién de las
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muestras a partir del dia 0 o para la determinacion de la contraccion de acido

ascorbico.
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Figura IV. 6. Q-Residuals del andlisis MSPC para los dias 1 (A) y 2 (B) de
analisis, ratio de selectividad para el desarrollo del modelo matematico de
prediccidon del 4cido ascérbico (C) y Tren de pulso aplicado (C).

CONCLUSION

Los resultados obtenidos mediante la herramienta estadistica MSPC
(Multivariate Statistical Process Control) han mostrado que el equipo
voltamétrico es capaz de evaluar alteraciones en muestras de zumo de
naranja producidas por la presencia de las bacterias productoras de esporas
termo resistentes, como son Alicyclobacillus acidoterrestris y Alicyclobacillus
hesperidum, si bien son enmascaradas en el momento en el que se producen

variaciones en la concentracion de acido ascérbico.

Por otro lado, mediante el andlisis multivariante PLS se ha evidenciado la
clara relacién entre la concentracidn de acido ascdrbico y la respuesta
voltamétrica, lo que ha permitido obtener un modelo de prediccién que
podria utilizarse para valorar éste, aunque estudios en este sentido serian

necesarios.

Finalmente, el estudio ha mostrado la eficacia de las lenguas en general, en
las que la combinacion de la informacion procedente de electrodos no
especificos traza la huella voltamétrica, en este caso del zumo, de forma que
no solo se evalia un parametro, por ejemplo acido ascdrbico, sino que
también otras variables que pueden permitir, como es el caso, la

diferenciacidn entre dias en los que el acido ascérbico no ha variado.

Si bien se han podido establecer conclusiones, seria interesante llevar a cabo

nuevas experiencias en las que se ralenticen los cambios producidos durante
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los primeros dias de ensayo, modificando las condiciones de la experiencia
(menor temperatura de incubacién, mayor numero de medidas...), asi como
realizar analisis de otros parametros que puedan verse afectados por el
crecimiento bacteriano como podria ser la concentracién de guayacol
(producto resultante del metabolismo de las especies de Alicyclobacillus) con
el fin de poder establecer nuevas correlaciones con la respuesta voltamétrica

de los zumos.
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CONCLUSIONES GENERALES

La técnica de lengua electrdnica voltamétrica ha sido aplicada con éxito en
base al objetivo marcado en la tesis, pudiéndose estudiar su aplicacién para

la caracterizacion de alimentos liquidos. Para ello, en un inicio se evalué la
posible influencia de la amplitud del potencial en una secuencia (tren) de
pulsos aplicada para evaluar la capacidad antioxidante de aliso. Los
resultados obtenidos en este apartado permitieron determinar la capacidad
antioxidante total de muestras de aliso pero ademas fueron de gran valia, no
solo para este estudio sino también para los sucesivos estudios al definirse
como tiene que ser el tren de pulsos a utilizar. Este ha de estar formado por
pulsos con una diferencia de potencial alta entre ellos, si bien antes del pulso
mas relevante se debe aplicar otro intermedio que permite una mejor
reorganizacion de las cargas en la interfaz superficie del
electrodo/disolucidn, llegando a definirse una secuencia de pulso que incluye
un pulso de 200mV previo al pulso de 500mV que se definid como el
influyente.

Definido el tren de pulsos, se evalud sila lengua podria ser capaz de ser usada
en analisis sensorial, mas concretamente como equipo capaz de cribar o pre
clasificar inicialmente muestras antes de ser evaluadas por un panel de catas.
Para ello, dado que no se disponia de informacidn se trabajo en la evaluacién
de los 4 sabores basicos (acido, salado, dulce y amargo), para finalmente
testarla en alimentos. En este caso fueron dos frutas (kiwi y camu camu) y
café soluble. Los resultados mostraron la posibilidad de que en un futuro se
puedan definir lenguas voltamétricas especificas para grupos de alimentos
dado que tanto las dos frutas como el café soluble quedaron descritos dentro
de los cuatro sabores basicos. Ademads, tanto en el siguiente estudio
realizado, en el que se evalud capacidad de la lengua electrénica voltamétrica
como herramienta para una primera caracterizacion de cafés, como en el
ultimo en el que se evalué la capacidad de la lengua electrénica para el
control de zumo de naranja pasteurizado, los resultados obtenidos
mostraron como esta capacidad puede ser real. Asi, en el estudio de
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clasificacidn voltamétrica de cafés, estos quedaron clasificados en base a su
pH y capacidad antioxidante no pudiéndose concluir si las expresiones
observadas en la clasificacion por variables sensoriales son lo
suficientemente robustas para ser usadas en su clasificacion, como
consecuencia de la similitud sensorial de los cafés. En cambio, el equipo
voltamétrico si es capaz de detectar alteraciones en muestras de zumo de
naranja producidas por la presencia de las bacterias productoras de esporas
termo resistentes durante los primeros estadios, si bien nuevas experiencias
serian necesarias pero con desarrollo de un equipo especifico para este este
fin.
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