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DESCRIPCION
Sensor y procedimiento para detectar androstenona o escatol en el olor a verraco
Sector de lainvencion

La presente invencidn se refiere a un sistema de matriz de sensores y un método para detectar y, preferentemente,
cuantificar, androstenona y escatol, los productos quimicos asociados con el olor a verraco. El sistema puede
utilizarse para detectar y cuantificar el olor a verraco en cadaveres de cerdo o cerdos vivos y, por lo tanto, puede
utilizarse para evitar la entrada de cuerpos de animales muertos contaminados en la cadena alimentaria y permitir la
clasificacion de los cuerpos de animales muertos como de "calidad superior".

Antecedentes de la invencion

El término "olor a verraco" se refiere a un fuerte olor y sabor desagradables del cerdo y productos de cerdo que
afectan principalmente a cerdos machos. El olor y el sabor de la carne con olor a verraco tienen un fuerte impacto
negativo sobre la percepcion de los consumidores de la carne de cerdo. Dado que la carne de cerdo es una de las
carnes mas consumidas en Europa y en muchas otras partes del mundo, la industria porcina representa una parte
grande e importante de la economia global. El problema del olor a verraco representa un reto importante para la
industria porcina global y encontrar una solucién a este problema es de importancia para la economia mundial.

Se sabe que el olor a verraco esté relacionado con una acumulacién excesiva de dos compuestos principales, el
escatol (3-metil-indol) y la androstenona (5a-androst-16-en-3-ona) en el tejido adiposo subcutaneo de los cerdos. El
escatol se produce a partir del aminodacido triptéfano por la accion bacteriana en el intestino de cerdo y la
androstenona se produce en el testiculo en paralelo con la biosintesis de otros esteroides. Los altos niveles de
escatol se pueden encontrar no solo en los cerdos machos sino también en algunas cerdas. En muchos paises se
han establecido niveles umbral por encima de los cuales se considera que el cerdo no es apto para el consumo
humano. Para el escatol y la androstenona, estos niveles umbral son 0,2-0,25 ppm y 0,5-1 ppm, respectivamente.
Los niveles umbral varian entre los diferentes paises.

El olor a verraco puede, en general, prevenirse mediante castracion que, hasta la fecha, ha sido la solucién mas
popular al problema. Sin embargo, la castracién se ha interrumpido en un nimero creciente de paises debido a
problemas de bienestar animal. Actualmente existe un debate en curso en la Unién Europea (UE) sobre posibles
alternativas a la castracion quirargica y, por consiguiente, la necesidad de procedimientos para detectar el olor a
verraco.

Una alternativa a la castracion es criar cerdos machos enteros (no castrados). Esto no solo tiene beneficios de
bienestar animal, sino que también tiene beneficios ambientales y de produccién. Por ejemplo, se ha descubierto
que cerdos machos enteros tienen un mejor indice de conversién alimenticia, una tasa de crecimiento mas alta y un
porcentaje de magro, lo que reduce los costes de produccién. Los cerdos machos enteros también excretan menos
nitrégeno en comparacion con los castrados debido a una mejor eficiencia para la retencion de nitrégeno vy, por lo
tanto, son mas respetuosos con el medio ambiente. Sin embargo, la cria de cerdos machos enteros se asocia con
un mayor riesgo de olor a verraco.

El riesgo del olor a verraco puede superarse parcialmente mediante el sacrificio de los animales a una edad mas
temprana y un peso menor que los machos castrados. Sin embargo, el sacrificio con menor peso se asocia
inevitablemente con pérdidas comerciales. Esta es una cuestidon particular para los sectores de la industria que
producen tipos especiales de jamén de alta calidad y alto precio (por ejemplo, jamédn curado seco), que requiere
cerdos de peso elevado con una calidad de carne definida. Por lo tanto, si la industria va a avanzar hacia la
produccion de cerdos machos enteros (especialmente cerdos pesados), tiene que asegurarse de que los cuerpos de
animales muertos de estos animales estan libres de olor a verraco.

Una segunda alternativa a la castracion quirdrgica es la inmunocastracién, que esta siendo objeto de debate en la
UE y no se ha implementado ampliamente. Si se va a implementar ampliamente la inmunocastracién, seguird siendo
necesario un procedimiento en linea para evaluar la efectividad de la inmunocastracion (es decir, los niveles de
escatol y androstenona en la carne).

Una tercera alternativa a la castracién podria ser la seleccion genética hacia los cerdos libres de olor a verraco. Se
han realizado extensos trabajos en esta area, pero se han encontrado varias dificultades. No existe una prueba
genética para el olor a verraco disponible en el momento actual e incluso si tal prueba esta disponible en el futuro,
todavia habra un requisito para evaluar la efectividad de la seleccion genética utilizando una prueba para el olor a
verraco.

El nivel de uno de los compuestos de olor a verraco, es decir, el escatol, puede reducirse mediante manipulacién de

la dieta y mediante un sistema de manipulacion adecuado. Sin embargo, este enfoque no permite la regulacion del
nivel del otro compuesto de olor a verraco, la androstenona. La eficacia de la manipulacion de la dieta de los niveles
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de escatol depende de la edad y la raza de los animales. Por lo tanto, se requiere un procedimiento rapido para
evaluar la efectividad de la manipulacion de la dieta en la carne e idealmente en animales vivos.

Por las razones expuestas anteriormente, esta claro que cualquiera que sea el enfoque que se elija para reducir el
olor a verraco, es esencial disponer de un procedimiento eficaz para evaluar los niveles de escatol y/o androstenona
en los cuerpos de animales muertos y los productos carnicos. Es preferente que cualquier sistema de monitorizacion
sea rapido, preciso y de bajo coste. Idealmente, el procedimiento permitiria la deteccion simultanea o paralela tanto
de escatol como de androstenona y dar niveles de escatol y androstenona en valores absolutos (en lugar de
simplemente detectar la presencia) porque el umbral del olor a verraco difiere entre los diferentes paises. Dicho
sistema de monitorizacién podria utilizarse para evitar la entrada de cuerpos de animales muertos contaminados en
la cadena alimentaria y permitir la clasificacion de los cuerpos de animales muertos como "calidad superior". Este
procedimiento no esta actualmente disponible.

De hecho, el Panel Cientifico de Sanidad y Bienestar de los Animales de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria declar6 que "no hay procedimientos armonizados para identificar de forma constante los cuerpos de
animales muertos con olor a verraco en los mataderos comerciales. La investigacion de posibles técnicas de
procesamiento para reducir las propiedades ofensivas del olor a verraco se ve obstaculizada por la falta de tales
procedimientos para evaluar los niveles de los compuestos que contribuyen al fendmeno "(EFSA, 2004).

Se han propuesto diversas formas de medir la concentracion de escatol y/o androstenona, que se pueden resumir
brevemente como sigue.

Se ha propuesto un procedimiento colorimétrico para medir el escatol (véase Mortensen, A. B. y Sorensen, S. E.
(1984) Actas del 302 Encuentro Europeo de Investigadores de la Carne, Bristol, Reino Unido; AMSA; 9-14 de
septiembre.) Sin embargo, este procedimiento esta seriamente limitado porque no es especifico, mide una gama de
compuestos que contienen el grupo indol, requiere un alto nivel de competencia del operador, implica el
submuestreo de carne en linea y la presencia de productos quimicos y equipos épticos situados cerca de la planta
de procesamiento de carne. Este procedimiento no ha sido adoptado por la industria. Se han propuesto
procedimientos colorimétricos similares para medir la concentracion de androstenona (véase Squires, E. J. (1990)
Canadian Journal of Animal Science 70: 1029—1040). Este procedimiento también implica un procedimiento largo y
costoso que implica la utilizacién de extraccion de muestras, cromatografia liquida y calentamiento, seguido de
analisis colorimétrico. Por lo tanto, estos procedimientos no son rentables ni lo suficientemente rapidos para
aplicaciones practicas.

Se han sugerido varias técnicas analiticas de alta tecnologia para medir el escatol y la androstenona, incluyendo
cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC), cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia
de gases (CG), CG-espectrometria de masas y cromatografia de fluidos supercriticos/espectrometria de masas
(véase Dehnhard, M., Claus, R., Hillenbrand, M. y Herzog, A. (1993) Journal of Chromatography: Biomedical
Applications 616(2): 205-209; Hansen—Mgller, J. (1994) Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and
Applications 661(2): 219-230; Rius, M. A., Hortés, M. y Garcia—Regueiro, J. A. (2005) Meat Science 71(4): 595-602;
Claus, R., Herbert, E. y Dehnhard, M. (1997) Archiv fir Lebensmittelnygiene 48: 27-30; de Brabander, H. F. y
Verbeke, R. (1986) Journal of Chromatography A 363(2): 293-302; Magard, M. A., Berg, H. E. B., Tagesson, V.,
Jaremo, M. L. G., Karlsson, L. L. H., Mathiasson, L. J. E., Bonneau, M. y Hansen—-Moller, J. (2002) Journal of
Agricultural and Food Chemistry 43(1): 114-120; y Tuomola, M., Hakala, M. y Manninen, P. (1998) Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications 719(1-2): 25-30). Sin embargo, estos procedimientos
consumen mucho tiempo debido a que hay laboriosas etapas de preparacion de muestras (las muestras deben
adquirirse, transportarse a un lugar alejado de los cerdos o los cuerpos de animales muertos, y limpiarse), sélo se
puede analizar una muestra a la vez y los procedimientos son caros ya que requieren equipos altamente
especializados y costosos.

Se ha propuesto una "nariz electronica" para detectar escatol (véase Annor—Frempong, |. E., Nute, G. R., Wood, J.
D., Whittington, F. W. y West, A. (1998) Meat Science 50(2): 139-151) pero esta tecnologia esta limitada en gran
medida debido a las preguntas que rodean su fiabilidad y sensibilidad y a los costes elevados.

Se han propuesto diversos procedimientos que implican materiales biologicos para la deteccién de androstenona,
incluyendo un radioinmunoensayo, y un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) y un inmunoensayo
enzimatico de placa de microtitulacion (véase Claus, R. (1974) Dosage radioimmunologique du 5o—androst—16—en—
3—one Comptes Rendus Hebdomadaire des Séances de I'Académie des Sciences Ser. D 278: 299-302; Andresen,
Q. (1975) Acta Endocrinological 79: 619-625; y Claus, R., Mahler, G. y Minster, E. (1988) Archiv flr
Lebensmittelhygiene 4: 87-90, respectivamente). Sin embargo, estos procedimientos requieren anticuerpos y, hasta
la fecha, los anticuerpos que se han producido no son especificos de la androstenona y tienen una reactividad
cruzada significativa con otros compuestos esteroides similares. Ademas, el radioinmunoensayo requiere sustancias
que representan un peligro para la salud humana y, evidentemente, no pueden utilizarse en un entorno distinto a un
laboratorio. Estos procedimientos son costosos y requieren equipos e instalaciones de alto coste.

Por ultimo, también se ha propuesto la tecnologia de resonancia en modo de corte de espesor (TSMR) (véase Di
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Natale, C., Pennazza, G., Macagnano, A., Martinelli, E., Paolesse, R. y D'Amico, A. (2003) Sensors & Actuators B
91(1-3): 169—174) pero esto es muy inespecifico y detecta una gama de otros esteroides. También requiere mucho
tiempo y requiere un equipo especial costoso.

Esta claro que existe una necesidad urgente de un procedimiento mejorado para detectar la androstenona y/o el
escatol que estan asociados con el olor a verraco. La presente invencién pretende dar a conocer un procedimiento
para detectar androstenona y/o escatol que supere los problemas asociados con los procedimientos existentes. En
particular, la presente invencion tiene por objeto dar a conocer un procedimiento para detectar, preferentemente
cuantificar, androstenona y/o escatol que sea rapido, preciso y de bajo coste.

Caracteristicas de la invencion

Segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una serie de sensores, tal como se cita en la
reivindicacién 1.

Segun un segundo aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para detectar androstenona y
escatol en un animal vivo, un cuerpo de animal muerto de animal o un producto carnico, tal como se cita en la
reivindicacién 10. La presente invencion se basa en la realizacion de que los procedimientos electroquimicos u
Opticos pueden utilizarse para dar a conocer procedimientos mejorados para detectar y monitorizar los productos
quimicos que estan asociados con el olor a verraco. En particular, los sensores para su utilizacion en la presente
invencion pueden detectar androstenona y escatol de una manera rapida, precisa y de bajo coste.

La presente invencién permite la deteccién simultdnea o paralela tanto de escatol como de androstenona y puede
dar a conocer niveles de escatol y androstenona en valores absolutos, lo que es importante debido a los diferentes
umbrales de olor a verraco en diferentes paises. La presente invencion también dar a conocer por primera vez una
forma practica de detectar la presencia y monitorizar la concentracion de androstenona y escatol directamente en
cuerpos de animales muertos, carne o incluso animales vivos, sin necesidad de preparacion de las muestras.

En el caso de la androstenona, la presente invencion utiliza el hecho de que ciertas enzimas pueden convertir la
androstenona (5a-androst-16-en-3-ona) en androstenol (5a-androst-16-en-3-ol) y que esta conversion depende de la
presencia de un cofactor NAD(P)H. En particular, se demostré que la 3fB-hidroxiesteroide deshidrogenasa estaba
asociada con el metabolismo de la androstenona en el higado de un cerdo (véase Doran E,, Whittington F.M., Wood
J.D. y McGiven J.D., Chemico—Biological Interactions 147 (2004) 141—-149).

El documento US 4 791 057 A describe un procedimiento de ensayo altamente sensible para determinar un 3-
hidroxiesteroide o 3-cet6sido en una muestra utilizando NAD(P).

TALANTA, vol. 99, 16 de diciembre de 2012, paginas 697-702, XP028936756, ISSN 0039-9140 describe un
biosensor enzimatico para detectar la androstenona a base de la 3a-hidroxiesteroide hidrogenasa inmovilizada sobre
electrodos de material compuesto de nanotubos de carbono/RTIL/NAD+. Por lo tanto, el sensor del primer aspecto
de la presente invencion incluye NADH o NADPH y 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa, asi como medios para
detectar un cambio en la concentracién de NADH o NADPH, comprendiendo los medios, como minimo, un electrodo
o un dispositivo optico.

NADH y NADPH se refieren a la forma reducida del dinucleétido nicotinamida adenina y del dinucleétido
nicotinamida adenina fosfato respectivamente, que son bien conocidos en la técnica. Tanto el NADH como el
NADPH actuan de la misma manera en la presente invencion, por lo que pueden utilizarse cualquiera de los dos. Por
NAD(P)H se entiende NADH o bien NADPH. La cantidad de NAD(P)H utilizada es variable y depende del electrodo,
de la actividad enzimatica en la superficie del electrodo y de la concentracién de androstenona que se va a analizar.
Tipicamente las cantidades estarian en el intervalo de ug.

La enzima utilizada en el sensor es la 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa, habitualmente denominada HSD. Cuando
esta enzima entra en contacto con androstenona, la androstenona es metabolizada por la enzima en una reaccién
redox en la que la androstenona se reduce a androstenol y el NAD(P)H se oxida a NAD(P)*. Se conocen dos formas
de la 3-HSD (a y B) y ambas se pueden utilizar en el sensor de la presente invencion. La forma a es preferente
porgue esta disponible comercialmente, por ejemplo en Sigma-Aldrich Ltd, Diazyme Europe Gmbh, mientras que la
forma B requiere sintesis especializada, por ejemplo de Abnova.

En el procedimiento de la presente invencién, puede utilizarse cualquier enzima que funcione de la misma manera
que la 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa, es decir, cualquier enzima que metabolice la androstenona en presencia
de NADH o NADPH.

Los sensores que incluyen la hidroxiesteroide deshidrogenasa se han sugerido anteriormente en diferentes
contextos, véase el documento WO/99/19507 y Koide y otros, Biosensors and Bioelectronics 22 (2007) 2079 - 2085.
No se ha sugerido que los sensores de estos documentos sean utiles con androstenona y, de hecho, no serian
adecuados para su utilizaciéon en la deteccion de androstenona. Los sensores son sustancialmente diferentes de los
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de la presente invencidén, como minimo, en que implican la presencia inicial de NAD(P)* en lugar de la forma
reducida NAD(P)H.

El sensor incluye también medios para detectar un cambio en la concentracion de NADH o NADPH, comprendiendo
los medios, como minimo, un electrodo o un dispositivo éptico. Dado que la androstenona es metabolizada por la
enzima en la reaccion redox, el NADH o NADPH se convierte en la forma oxidada, NAD* o NADP" indicados
anteriormente. Por lo tanto, detectando un cambio en la concentracion de NADH o NADPH, el sensor detecta
indirectamente la presencia de androstenona u otro analito metabolizado por la 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
en presencia de NADH o NADPH.

En una realizacién, se utiliza un dispositivo éptico para detectar un cambio en la concentracién de NADH o NADPH.
Por ejemplo, puede utilizarse un sistema combinado que comprende una fuente de una longitud de onda de luz
adecuada y un detector (por ejemplo, un espectrometro) para medir cualquier absorbancia de esta luz por el cofactor
(NADH o NADPH) que podria alojarse en un recipiente/cubeta transparente. El cambio en la absorbancia puede
estar relacionado con la concentracion de androstenona. La concentracion de androstenona también se pudo
detectar por medio de la fluorescencia del cofactor. En ambos casos, la longitud de onda de la luz que se va a
absorber es de 340 nm; para la medicion de fluorescencia se pudo detectar la luz emitida a 450 nm.

En la realizacion preferente, los medios para detectar un cambio en la concentracion de NADH o NADPH
comprenden, como minimo, un electrodo. En esta realizacion, el sensor utiliza electroquimica para detectar el
analito. En esta realizacion, el sensor comprende, preferentemente, como minimo, dos electrodos, un electrodo de
trabajo y un contraelectrodo/electrodo de referencia, mas preferentemente tres electrodos, un electrodo de trabajo,
un contraelectrodo y un electrodo de referencia. Ejemplos de configuraciones de electrodos que se han utilizado
para otras aplicaciones de biosensores por parte de los inventores pueden encontrarse en otras publicaciones de los
inventores (véase, Hart, J. P., Crew, A., Crouch, E., Honeychurch, K. C. y Pemberton, R. M. (2004) Analytical Letters
37(5): 789-830 y Hart, J. P., Crew, A., Crouch, E., Honeychurch, K. y Pemberton, R. M. (2007) Comprehensive
Analytical Chemistry. S. Alegret y A. Merkoci. Amsterdam, Elsevier B.V. 49: Capitulo 23, 495-556).

Los electrodos pueden estar hechos de cualquier material adecuado conocido en la técnica. Los electrodos pueden
comprender metales, por ejemplo oro, platino y plata. En una realizacion preferente, los electrodos comprenden un
material de carbono que incluye, por ejemplo, carbono vitreo. Los electrodos pueden estar en cualquier forma,
siendo las formas adecuadas bien conocidas por el experto en la materia de electroquimica. Sin embargo, es
preferente que los electrodos estén serigrafiados. Pueden ser electrodos de carbono o metales serigrafiados. Son
preferentes los electrodos serigrafiados porque son muy baratos de producir y son faciles de utilizar, reproducibles,
desechables (bajo riesgo de contaminacion y seguros de utilizar por el técnico y en un ambiente de produccién de
alimentos) y se pueden fabricar faciimente en una amplia gama de geometrias, por ejemplo cuadrados, rectangulos
y discos. Es particularmente preferente utilizar electrodos de carbon serigrafiados (SPCE), ya que estos pueden ser
incluso mas baratos y mas comodos.

Los electrodos podrian fabricarse mediante serigrafia de una tinta de carbono comercialmente disponible con la
adicion del mediador de electrones dentro de la tinta o sobre la superficie del SPCE. El sustrato que contiene los
SPCE podria ser uno de muchos sustratos inertes, por ejemplo, PVC o un material ceramico. En un disefio, el area
del electrodo de carbono de trabajo esta definida por una capa aislante y un contraelectrodo/electrodo de referencia
de Ag/AgCl esta dispuesto alrededor del electrodo de trabajo en un formato de "palo de hockey". La tinta de carbdn
para serigrafia adecuada para este fin puede obtenerse en Gwent Electronic Materials, asi como las tintas de
carbono de otros proveedores.

El NADH o NADPH y la 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa pueden utilizarse en el sensor en una solucién que esta
en contacto con los electrodos. Sin embargo, en una realizacion preferente, el NADH o NADPH y la 3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa se inmovilizan, como minimo, en uno de los electrodos, preferentemente en el
electrodo de trabajo. La inmovilizacion puede tomar varias formas, incluyendo el secado del cofactor/enzima sobre la
superficie del electrodo, atrapandolos en una membrana sobre la superficie del electrodo, o reticulandolos
quimicamente directamente a la superficie del electrodo (electrodo de trabajo solamente en todos los casos). En
cualquier sensor basado en enzimas es ventajoso minimizar la utilizacion de enzima y cofactor (muy caro) mientras
se maximiza la sefial generada en la superficie del electrodo.

En la realizacion que implica, como minimo, un electrodo para detectar cambios en la concentracion de NAD(P)H, se
produce una reaccion redox en el electrodo que permite la deteccion de la concentracion de NAD(P)H. En una
realizacion, la oxidacion de NAD(P)H directamente en la superficie del electrodo para producir NAD(P)*. Por lo tanto,
cuando se elimina una parte del NAD(P)H (debido a una reaccién redox con un analito que es metabolizado por la
enzima), la corriente de oxidacion del NAD(P)H en el electrodo disminuye.

Sin embargo, es preferente que el sensor comprenda adicionalmente un mediador redox. La utilizacion de un
mediador redox es ventajosa, ya que significa que se pueden utilizar bajos voltajes. Esto es en si una ventaja muy
significativa y potencialmente permite evitar sefiales de muchos compuestos que interfieren Una ventaja adicional es
que se puede mejorar la sensibilidad. Uno de tales mediadores redox es el azul de Meldola, que puede estar
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integrado en una tinta de serigrafia y depositado sobre un sustrato para producir la geometria deseada del sensor.
Otros mediadores que se pueden utilizar en el esquema de reaccion anterior incluyen fenoxazinas y fenazinas, asi
como otras clases similares de especies redox que pueden funcionar a potenciales aplicados bajos. Otros
mediadores adecuados que podrian utilizarse en la presente invencion se desvelan en el documento W0O99/19507.
Véase también CHINESE JOURNAL OF ANALYTICAL CHEMISTRY, vol. 42, n.? 5, mayo de 2014, paginas 759—
765, XP055225398, ISSN 1872-2040, que desvela biosensores de deshidrogenasa que utilizan electrodos
modificados con nanotubos de carbono (CNT). En particular, se trata la funcién de los mediadores, tales como el
azul de Meldola, para superar el alto sobrepotencial para la oxidacion de NADH en dichos electrodos. Por lo tanto,
un ejemplo preferente de fabricacion de un sistema de deteccién de NAD(P)H es la utilizacién de un mediador
soluble en agua, por ejemplo, azul de Meldola, que se prepara en una solucién acuosa para mezclar con una
formulacion de carbono. A continuacion, se imprime sobre el sustrato y se deja secar. A continuacion, el biosensor
se produce inmovilizando HSD y NAD(P)H sobre la superficie del electrodo de trabajo o dentro del electrodo de
trabajo del SPCE.

Se utilice 0 no un mediador, se debe aplicar una diferencia de potencial a través de los electrodos y se debe explorar
el sistema para determinar la corriente que surge de las reacciones redox que se producen. El sensor de la presente
invencion incluye, preferentemente, aparatos (por ejemplo, un potenciostato) para aplicar la diferencia de potencial y
explorar los electrodos. Se podria emplear una amplia variedad de técnicas electroquimicas para explorar los
sistemas descritos anteriormente; por ejemplo (pero sin limitaciones), voltamperometria ciclica, voltamperometria de
corriente continua muestreada, voltamperometria de impulsos y sus variantes, incluyendo, voltamperometria de
onda cuadrada, cronoamperometria y amperometria en soluciéon agitada. El voltaje requerido depende de la especie,
el pH y el tipo de electrodo; por ejemplo, para la oxidacion de NAD(P)H utilizando el azul de Meldola-SPCE, el
voltaje puede ser tipicamente de +50 mV cuando se usa amperometria. Utilizando una técnica diferente, por ejemplo
voltamperometria de barrido lineal, podria estar involucrado un intervalo de potenciales, por ejemplo, de -300 mV a
+500 mV.

Segun el primer aspecto de la presente invencién, se da a conocer una matriz de sensores que incluye un sensor
para androstenona y un sensor para detectar escatol, que comprende, como minimo, un electrodo. De este modo, la
presente invencién permite la deteccion simultanea o paralela, preferentemente, la cuantificacion, tanto de escatol
como de androstenona.

Hay posibles disposiciones para la combinaciéon de los dos sensores en el mismo dispositivo, que podria utilizarse
para detectar olor a verraco. Por ejemplo, el dispositivo puede comprender: un dispositivo en linea en el que se toma
una muestra o extracto a través de una sonda invasiva y se presenta a los sensores (individualmente o en
combinacién); un dispositivo en linea en el que los sensores (individualmente o en combinacion) se presentan al
material sujeto al analisis directamente en una sonda invasiva; o un dispositivo para la mediciéon transcutanea en
animales vivos.

El sensor de escatol (3-metil-indol) detecta la presencia de escatol mediante oxidacion directa del escatol en la
superficie del electrodo. En cuanto al sensor de androstenona, los electrodos pueden estar hechos de cualquier
material adecuado conocido en la técnica, tal como oro, platino, plata y carbono y pueden estar en cualquier forma.
Es preferente que los electrodos estén serigrafiados y es particularmente preferente la utilizacion de electrodos de
carbono serigrafiados.

En una realizaciéon preferente, el sensor para escatol comprende un electrodo de trabajo serigrafiado (3x3 mm)
rodeado por un electrodo de referencia/contraelectrodo de Ag/AgCl serigrafiado. La respuesta de la corriente para el
escatol surge de la oxidacién directa en la superficie del electrodo de carbono serigrafiado (SPCE).

Con respecto a la forma geométrica del sensor, se podria utilizar un disefio indicado previamente para medir el
alcohol, véase Sprules, S. D., Hartley, I. C., Wedge, R., Hart, J. P. y Pittson, R. (1996 b) Analytica Chimica Acta
329(3): 215-221.

La medicion del escatol puede llevarse a cabo en una solucion tampén a un pH optimizado y una composicién de sal
tampdn. La muestra puede explorarse de varias maneras, incluyendo las siguientes:

El electrodo se coloca en la soluciéon tampon optimizada que contiene la muestra de carne/tejido macerada;
el sobrenadante puede depositarse sobre la superficie del sensor de escatol; o
mediante insercidn directa del sensor de escatol en la carne/tejido del cuerpo de animal muerto/producto carnico.

El sensor para detectar escatol comprende adicionalmente, de forma preferente, un aparato para explorar el sensor
para detectar la oxidacion del escatol en la superficie, como minimo, de un electrodo. En cuanto a la androstenona;
se requiere un potenciostato. El potencial depende de varios factores, por ejemplo, del pH, el tipo de membrana En
un ejemplo, los presentes inventores han utilizado voltamperometria de barrido lineal y escaneado el voltaje de -0,5
V a +1,5 V. Las senales aparecen en el rango +0,5 V a +1,5 V. Se puede emplear una amplia variedad de formas de
onda electroquimicas, por ejemplo, voltamperometria ciclica, voltamperometria de corriente continua de muestreo,
voltamperometria de impulsos y sus variantes, incluyendo voltamperometria de onda cuadrada, cronoamperometria
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y amperometria en solucién agitada.

THE ANALYST, vol. 138, no. 5, 28 de enero de 2013, pagina 1346, XP055225490, ISSN 0003-2654 describe la
determinacién voltamétrica de escatol como un marcador para el olor a verraco en muestras reales. La matriz de
sensores de la presente invencion se utiliza para detectar androstenona y escatol en un animal vivo, un cuerpo de
animal muerto o un producto carnico. Por lo tanto, el sensor puede insertarse directamente en un animal vivo, un
cuerpo de animal muerto o un producto carnico, preferentemente en el que el animal es un cerdo, de la forma mas
preferente, en el que el sensor se inserta en el tejido adiposo subcutaneo de un cerdo. Otra realizaciéon de la
presente invencion se refiere a un procedimiento para poner en contacto el sensor con el animal vivo, una muestra
del animal vivo, el cuerpo de animal muerto, una muestra del cuerpo de animal muerto, el producto carnico o una
muestra del producto carnico. Una ventaja de la presente invenciéon en comparacion con los procedimientos de la
técnica anterior es que puede utilizarse directamente sobre un animal vivo, un cuerpo de animal muerto o un
producto carnico. Esto representa una mejora significativa con respecto a la necesidad de tomar muestras y
analizarlas de forma remota, aunque también pueden analizarse muestras en la presente invencion. Por
consiguiente, la matriz de sensores se utiliza directamente sobre un animal vivo, un cuerpo de animal muerto o un
producto carnico en forma de una sonda que es adecuada para la insercién en el animal vivo, el cuerpo de animal
muerto o el producto carnico. Son posibles varios enfoques. Un dispositivo puede permitir el contacto entre la
superficie del sensor y el tejido del animal; esto podria ser un dispositivo de extremos afilados que permita una facil
penetracién en el cuerpo de animal muerto. Este dispositivo podria tener dimensiones, por ejemplo, de ancho 0,5-1,5
cm y longitud 1-2 cm. Sin embargo, estas dimensiones pueden reducirse espectacularmente mediante la utilizacion
de microelectrodos que estan en el intervalo de 50-100 ym. La parte frontal de la sonda (que puede albergar los
sensores) se insertaria en la grasa subcutanea para permitir la medicion directa de los dos compuestos del olor a
verraco. La sonda puede adoptar la forma de un dispositivo sélido con los sensores sobre una superficie externa que
permite que los sensores entren en contacto con el tejido directamente a medida que se inserta o un dispositivo que
contiene los sensores dentro de un alojamiento protector que permite el contacto entre el sensor y el tejido a través
de una abertura en el extremo. Este Ultimo podria manejarse mediante una de diversas maneras; por ejemplo, se
podria extraer fluido biolégico hacia la sonda de forma activa o pasiva para su exploracion; el primero puede requerir
un dispositivo de tipo piston.

Figuras

A continuacion se describiran los procedimientos y disposiciones de los sensores segun la presente invencion, solo
a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos, figuras 1-13.

La figura 1 muestra un esquema de reaccién para la androstenona en electrodos de carbono serigrafiados (SPCE)
modificados, en los que Mox y Mreq SON las formas oxidadas y reducidas del mediador;

la figura 2 muestra el formato de los electrodos de carbono serigrafiados que comprenden azul de Meldola (MB-
SPCE) conectados mediante pinzas de oro a un potenciostato;

la figura 3 muestra la respuesta de la corriente de MB-SPCE a adiciones de 5 x 10° M de NADH afadido a una
solucion libre de tampon fosfato 50 mM a pH 7; potencial aplicado +50 V frente a Ag/AgCl;

la figura 4 muestra la respuesta de la corriente de MB-SPCE a adiciones de 1 x 10°> M de androstenona afiadida a
una solucion libre de NADH 5 x 107> M con 10 U de HSD en tampén fosfato 50 mM a pH 7; potencial aplicado +50 V
frente a Ag/AgCl;

la figura 5 muestra la respuesta cronoamperométrica de los MB-SPCE al NADH aradido a la solucién libre de
tampon de fosfato 50 mM a pH 7;

la figura 6 muestra la respuesta cronoamperométrica de los MB-SPCE a la androstenona anadida a la solucion libre
de NADH 5 x 10° M con 10 U de 30—HSD en tampén de fosfato 50 mM a pH 7;

la figura 7 muestra los datos cronoamperométricos para el biosensor que comprenden 2U de HSD con 60 ug de
NADH en una solucion de tampoén de fosfato 50 mM a pH 7 y NaCl 0,1M con androstenona 0, 1 0 5 uM;

la figura 8 muestra la calibracion cronoamperométrica de los biosensores de HSD con androstenona. Datos tomados
de los valores de la corriente a 240 y 300 segundos; se utilizaron biosensores individuales para cada concentracion;

la figura 9 muestra la oxidacion electroquimica directa del escatol (3-metil-indol) que puede tener lugar en la
superficie de un SPCE.

La figura 10 muestra la voltamperometria ciclica utilizando un D14-SPCE de escatol 0,5 mM en tampén a pH 8.

La figura 11 muestra un grafico de calibracion para el escatol utilizando amperometria en solucién agitada con un
D14-SPCE.
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La figura 12 muestra los resultados del andlisis directo de androstenona en tejido adiposo.

La figura 13 muestra los resultados del andlisis directo de escatol en tejido adiposo.

Descripcion detallada de la invencién

A continuacion, se describen realizaciones preferentes de la presente invencion con referencia a las figuras.

La figura 1 muestra un esquema de reaccién para la androstenona en electrodos de carbono serigrafiados (SPCE)
modificados, en los que Mox Y Mreq son las formas oxidadas y reducidas del mediador. En este sistema, la respuesta
analitica surge de la oxidacién electrocatalitica de NAD(P)H que implica un mediador redox (Mox’Mreg). La corriente
electrocatalitica maxima se produce en ausencia de androstenona; en presencia de este analito se retira algo de
NAD(P)H del grupo sobre la superficie del electrodo, por lo que la sefial electrocatalitica disminuye. Esta disminucién
de la respuesta es proporcional a la concentracién de ion androstenona presente en la muestra.

El esquema de reaccion anterior también podria funcionar en ausencia del mediador de electrones, en el que la
oxidacién se produce directamente en la superficie del electrodo.

Fabricacion y evaluacion del sensor electroquimico de NAD(P)H

Los presentes inventores han demostrado un ejemplo de la medicién electroquimica de NADH (pero podria
incorporar NADPH) en solucion. Se produjeron los electrodos de carbono serigrafiados (SPCE) que contenian el
azul de Meldola (MB-SPCE). El MB-SPCE comprendia un electrodo de carbono basado en agua con un area activa
de 3 x 3 mum definida por una capa aislante. Esto se fabric6 mediante serigrafia de una tinta preparada mezclando
una solucion acuosa de azul de Meldola con la cantidad apropiada de los componentes de tinta base. Un electrodo
de referencia/contraelectrodo de Ag/AgCl se dispuso alrededor del electrodo de trabajo en un formato de "palo de
hockey" (véase la figura 2, que muestra el formato del MB-SPCE conectado mediante pinzas de oro a un
potenciostato).

Después de la fabricacion del transductor, se realizaron estudios iniciales utilizando amperometria en solucién
agitada para demostrar la viabilidad de explotar la oxidacion electrocatalitica de NADH ?ara optimizar el ensayo. La
figura 3 se refiere a la respuesta de la corriente de los MB-SPCE a adiciones de 5 x 10° M de NADH afadido a una
solucion libre de tamp6n fosfato 50 mM a pH 7; potencial aplicado +50 mV frente a Ag/AgCl. La figura 3 muestra que
existe una relacion lineal entre las respuestas de la corriente en estado estacionario y la concentracién de NADH.
Este intervalo de concentracién abarca el intervalo que se requiere para el funcionamiento del biosensor, mostrando
por lo tanto que los MB-SPCE son capaces de medir NADH en el intervalo de concentracion deseado.

No hubo una respuesta de corriente con la adicién de la enzima en solucion, lo que demuestra que no hubo
interaccion entre el cofactor y 3a-HSD. A continuacion se examiné la respuesta de los MB-SPCE a las adiciones de
androstenona en soluciones que contenian NADH junto con HSD. La figura 4 se refiere a la respuesta de la corriente
de MB-SPCE a adiciones de 1 x 10°> M de androstenona afadida a una solucion libre de NADH 5 x 10° M con 10 U
de HSD en tampén fosfato 50 mM a pH 7; potencial aplicado +50 mV frente a Ag/AgCl. La figura 4 muestra la
reduccion de la corriente correspondiente con adiciones de androstenona 10 pM, causada por la retirada de NADH
durante la conversién de androstenona en androstenol por la HSD (como se muestra en la figura 1). Este
comportamiento demuestra que la combinacion de MB-SPCE y la enzima libre/NADH se pueden utilizar para
determinar la concentracién de androstenona en solucién.

Los sensores, junto con reactivos solubilizados, se analizaron adicionalmente utilizando cronoamperometria, que se
trata mas adelante para el funcionamiento de los biosensores. En esta técnica, los sensores se mantienen
inicialmente en circuito abierto durante un tiempo fijo, después se aplica un potencial de oxidacién adecuado que da
como resultado la respuesta de corriente; esto se mide durante un periodo de tiempo definido. La figura 5 se refiere
a la respuesta cronoamperométrica de los MB-SPCE al NADH anadido a la solucion libre de tampén de fosfato 50
mM a pH 7. La figura 5 muestra que las respuestas de corriente se tomaron a 60 segundos y se encontré que
aumentaban en proporcion a la concentracion de NADH en el intervalo de concentracién 0-50 pM. La figura 6 se
refiere a la respuesta cronoamperométrica de los MB-SPCE a la androstenona afiadida a la solucién libre de NADH
5x 10° M con 10 U de 30—HSD en tampén de fosfato 50 mM a pH 7. La figura 6 muestra que, por el contrario, la
respuesta de corriente a 60 segundos se redujo con el aumento de la concentracion de androstenona en el intervalo
de concentracién de 0-50 pM.

Fabricacion y evaluacion del biosensor electroquimico de androstenona
Los biosensores se produjeron inmovilizando 3a-HSD y NADH (Sigma-Aldrich) (60 pg) sobre la superficie del MB-
SPCE (la inmovilizacion podria llevarse a cabo mediante incorporacién directa de los componentes directamente en

la tinta). La disminucion de la corriente amperométrica producida fue significativamente mayor con 2 U de la enzima
inmovilizada sobre la superficie del electrodo. Por lo tanto, se utilizaron 2 U de HSD para otros estudios de
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biosensores.

Estos biosensores se utilizaron para analizar soluciones tamponadas que contenian androstenona 0, 1 o 5 pM.
Estas concentraciones representan aproximadamente las concentraciones que se podrian esperar que un biosensor
analizara en un extracto de tejido adiposo u otras muestras adecuadas de tejido para la deteccién de olor a verraco.
Los cronoamperogramas se presentan en la figura 7 que se refiere a los datos cronoamperométricos para el
biosensor que comprenden 2U de HSD con 60 ug de NADH en una solucion de tampon de fosfato 50 mMapH 7 y
NaCl 0,1M con androstenona 0, 1 o 5 yM. La figura 7 muestra claramente la reduccién de la corriente a
concentraciones de androstenona mas altas; esta diferencia de corriente es proporcional a la concentracion del
analito.

En el ejemplo anterior, se obtiene una corriente estable a 240 segundos, después de lo cual la reduccion de
corriente es proporcional a la concentracién de androstenona. La figura 8 muestra la calibracion cronoamperométrica
de los biosensores de HSD con androstenona. Datos tomados de los valores de la corriente a 240 y 300 segundos;
se utilizaron biosensores individuales para cada concentracién. De hecho, la reduccion de la corriente a 240 y 300
segundos es directamente proporcional a la concentracion de androstenona, como se puede ver en la figura 8.

Estos biosensores también se utilizaron para el analisis directo de androstenona en el tejido adiposo. En este
experimento, se afiadié androstenona a cada concentracién en una de las cinco submuestras en aproximadamente
5-6 g de peso. La androstenona se disolvié en metanol y se introdujo en las muestras de grasa (un maximo de 10 pl
de volumen). Después de evaporar el metanol, se sellé cada muestra en un recipiente estéril durante 24 horas antes
del andlisis. El andlisis se realizé insertando el biosensor en una incision realizada en el tejido utilizando un bisturi
quirdrgico. Los resultados se dan en la figura 12 y muestran claramente que se obtuvo una respuesta incrementada
con el aumento de la concentracion de androstenona.

Fabricacion y evaluacion del sensor de escatol

Los presentes inventores han demostrado un ejemplo de la medicion electroquimica de escatol en solucién. Esto
implica la utilizacion de un electrodo de carbono serigrafiado (SPCE) que se coloca en una solucion tampoén acuosa
que contiene escatol. El electrodo de trabajo serigrafiado (3x8mm) est4d rodeado por un electrodo de
referencia/contraelectrodo de Ag/AgCl serigrafiado. La respuesta de la corriente para el escatol surge de la oxidacion
directa en la superficie del electrodo de carbono serigrafiado (SPCE) (véase la figura 9).

La figura 10 muestra una respuesta voltamperométrica ciclica tipica obtenida con un SPCE utilizando una solucion
que comprende escatol 0,5 mM en una solucion tampoén de pH 8,0. Claramente se obtuvo una respuesta bien
definida que era el resultado de una reaccion de oxidacién (véase la figura 9). En condiciones optimizadas también
fue posible medir el escatol en presencia de indol. Se realiz6 un estudio de calibracién utilizando la técnica conocida
como amperometria en solucién agitada; se descubrié que la respuesta de escatol era lineal sobre el intervalo de
concentracion estudiado 0,5-20 pm (figura 11).

El sensor de escatol fabricado también se utilizd para el analisis directo de escatol en tejido adiposo. Este
experimento se realiz6 exactamente del mismo modo que el analisis de la androstenona en el tejido adiposo, pero
con la utilizacién del sensor de escatol en lugar del biosensor de androstenona. Los resultados se dan en la figura 13
y muestran que el andlisis directo del escatol es factible a lo largo del intervalo de concentracion necesario para la
deteccion del olor a verraco.
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REIVINDICACIONES

1. Matriz de sensores para detectar androstenona y escatol en un animal vivo, una muestra del animal vivo, un
cuerpo de animal muerto, una muestra del cuerpo de animal muerto, un producto carnico o una muestra del producto
carnico, comprendiendo la matriz de sensores:

(a) un sensor para androstenona que comprende NADH o NADPH; una enzima que metaboliza la androstenona
en presencia de NADH o NADPH; y medios para detectar un cambio en la concentracion de NADH o NADPH,
comprendiendo los medios, como minimo, un electrodo o un dispositivo 6ptico; y
(b) un sensor para detectar escatol que comprende, como minimo, un electrodo;

caracterizado por que la matriz de sensores esta situada en una sonda o sobre la misma que puede ponerse en
contacto con el animal vivo, una muestra del animal vivo, el cuerpo de animal muerto, una muestra de el cuerpo de
animal muerto, el producto carnico o una muestra del producto carnico; y

la matriz de sensores permite la deteccion simultdnea o paralela de los niveles tanto de escatol como de
androstenona mediante la deteccién de un cambio en el nivel de NADH o NADPH causado por el metabolismo de la
androstenona utilizando, como minimo, un electrodo o el dispositivo éptico del sensor (a) y la deteccion de escatol
utilizando el electrodo del sensor (b).

2. Matriz de sensores, segun la reivindicacion 1, en la que los medios para detectar un cambio en la concentracion
de NADH o NADPH comprenden, como minimo, un electrodo, preferentemente, como minimo, dos electrodos, unos
electrodos de trabajo y un contraelectrodo/electrodo de referencia, mas preferentemente tres electrodos, un
electrodo de trabajo, un contraelectrodo y un electrodo de referencia.

3. Matriz de sensores, segun la reivindicacién 2, en la que, como minimo, uno de los electrodos comprende carbono,
preferentemente en el que el electrodo de trabajo comprende carbono, de forma mas preferente en el que los
electrodos son electrodos de carbono serigrafiados.

4. Matriz de sensores, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la enzima que metaboliza la
androstenona en presencia de NADH o NADPH es 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

5. Matriz de sensores, segun la reivindicaciéon 4, en la que el NADH o NADPH y la 3-hidroxiesteroide
deshidrogenasa se inmovilizan, como minimo, en uno de los electrodos, preferentemente en el que estan
inmovilizados sobre el electrodo de trabajo.

6. Matriz de sensores, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el sensor (a) comprende
adicionalmente un mediador redox, preferentemente en el que el mediador redox es azul de Meldola.

7. Matriz de sensores, segun la reivindicaciéon 1, en la que el sensor para detectar escatol comprende
adicionalmente un aparato para explorar el sensor con voltamperometria ciclica, voltamperometria de corriente
continua de muestra, voltamperometria de impulsos, voltamperometria de onda cuadrada, cronoamperometria o
amperometria para detectar la oxidacién de escatol en la superficie del, como minimo, un electrodo.

8. Matriz de sensores, segun la reivindicacion 1 o 7, en la que el sensor para detectar escatol incluye, como minimo,
dos electrodos, un electrodo de trabajo y un contraelectrodo/electrodo de referencia, mas preferentemente tres
electrodos, un electrodo de trabajo, un contraelectrodo y un electrodo de referencia, en el que el, como minimo, uno
de los electrodos comprende carbono, de forma mas preferente en el que los electrodos son electrodos de carbono
serigrafiados.

9. Matriz de sensores, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en forma de una sonda para inserciéon en
el tejido adiposo subcutaneo de un cerdo.

10. Procedimiento para detectar androstenona y escatol en un animal vivo, una muestra del animal vivo, un cuerpo
de animal muerto, una muestra del cuerpo de animal muerto, un producto carnico o una muestra del producto
carnico, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(i) dar a conocer una matriz de sensores situada en una sonda o sobre la misma y que comprende:

(a) un sensor para androstenona que comprende NADH o NADPH; una enzima que metaboliza la
androstenona en presencia de NADH o NADPH; y medios para detectar un cambio en la concentracion de
NADH o NADPH, comprendiendo los medios, como minimo, un electrodo o un dispositivo éptico; y

(b) un sensor para detectar escatol que comprende, como minimo, un electrodo;

estando el procedimiento caracterizado por

(if) poner en contacto la sonda con el animal vivo, una muestra del animal vivo, el cuerpo de animal muerto, una
muestra del cuerpo de animal muerto, el producto carnico o una muestra del producto carnico; y
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(iii) detectar un cambio en el nivel de NADH o NADPH causado por el metabolismo de la androstenona,
utilizando, como minimo, un electrodo o el dispositivo éptico del sensor en (a) y detectar escatol utilizando el
electrodo del sensor (b).

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, en el que la enzima es 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

12. Procedimiento, segun la reivindicacion 10 u 11, en el que la sonda se pone en contacto con una muestra de un
animal vivo o de un cuerpo de animal muerto, preferentemente en la que el animal es un cerdo.

13. Procedimiento, segun la reivindicacién 12, en el que la sonda se inserta en un animal vivo, un cuerpo de animal

muerto o un producto carnico, preferentemente en el que el animal es un cerdo, de la forma mas preferente, en el
que el sensor se inserta en el tejido adiposo subcutaneo de un cerdo.
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