ESTUDI DE MATRIUS DE SENSORS
PER L’AVALUACIO DE SISTEMES
QUIMICS COMPLEXOS:
DETERMINACIO DE CREATININA EN
MOSTRES D’ORINA

Adridn Roc Roc

Dirigit per el Dr. Jordi Riu i el Dr. Francisco Javier Andrade

TREBALL DE FI DE GRAU

Grau de Quimica

UNIVERSITAT
ROVIRA i VIRGILI

Tarragona
2020



index:

I o ST 1] o T 2
R © ] o] = Tox 111U PPPPUPRRN: 3
K T 1211 To 1§ o o1 (o J PP 4
4. Creatinina: Qué ésila seva importancia...........ccveeeeeeiiiiiieieie i 5
5. Metodes per a la determinacio de creatinina.............cccoevvvvvvveiiiiiiiiiienennn. 7
5.1. Metodes actuals previament utilitzats...............cccoovvvvriiiiiiiiieeennn. 7
5.2. Metode proposat: eléctrodes potenciometrics selectius de ions..... 11
T =01 (Y aTod (0] 4 1] 4 - SRS PPRR 11
6.1. Fonaments de la potenCiometria.........ccccoeeeeeeeeiieeeeeeeeee e 11
6.2. Electrodes selectius de ions (lon Selective Electrodes, ISES)........ 12
7. Tecniques de calibratge multivariant.............cccoccveiiieiiiiiiiecee e 14
8. MALIUS U8 SENSOIS. .. uuuuuuiii i e ettt e e e e e e e e e e e e e eaeeeeanan s 15
8.1. IntroducciO a les matrius de SENSOIS........ccceeviiiiriiieeeeiiiiieeee e 15
8.2. Revisio bibliografica...........cccceviiiiiieiiccee e 17
8.2.1. Aplicacions de matrius de SENSOIS........ccceeeeveiiiiiiieeeeeiiiiie e, 20
8.2.2. Substrats low-cost per a la fabricacié de sensors..................... 29
9. PropoSta € PrOJECTE. ......uuuiiieiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e 34
9.1. Composici6, estructura i fabricacié dels sensors..............ccccevvveee 34
9.2. Optimitzacié dels analiSis............cccceeeieiiiiieiieeeeeeeeeeee 38
SR T | 01 (=1 1 (=T €= o] [T PEESRRRRPRR 39
9.4, MaLriU 08 SENSOIS....cuuuuuuuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeettarneaaaaseeaeaaeaaeareerennnnnnnns 40
9.5, ANAlISIS A& MOSIIES. . ...ttt 41
L10. CONCIUSIONS. ...ttt e e e e e e e e e e e eeeas 44
L1 REIEIBNCIES. .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e nanes 46




1. Resum:

En el seglient projecte es presenten una serie de métodes per a la determinacio
de la concentraciéo de creatinina en fluids humans, la qual s’utilitza com a
indicador de la preséncia de problemes renals. Aquests métodes pateixen d’'una
série d’'inconvenients practics i economics. Per tant, es proposa com a solucio
fer Us de metodes potenciométrics. Degut a la preséncia d’interferents en les
mostres, es desenvolupa una matriu d’eléctrodes per a la determinacio de la
concentracio d’analit, el que implica la construccié d’'un model multivariant. S’ha
realitzat un recull d’articles, en els quals es fa Us de diverses matrius de sensors
per a la determinacio de diferents espécies en diferents mostres, de manera que
es manifesta la importancia que té I'is d’aquests sistemes i les diferents
optimitzacions realitzades en els ultims anys. Per tal de reduir els costos en la
construccioé d’aquests sistemes, es mostren una série de materials economics a

utilitzar com a substrats dels sensors.

This project highlights a series of methods for the determination of creatinine’s
concentration in human fluids, which is considered a biomarker for kidney failure.
Traditional methods present some practical and economic problems. A
potentiometric approach is proposed as a solution to these problems. Due to the
presence of different interferences in samples, sensor arrays are developed to
determine the concentration of the analyte, developing a multivariant model for
this purpose. A series of articles, where they have used sensor arrays to
determine different species in different samples have been studied in order to
demonstrate the importance of these systems and study the different
optimizations in the last years. In order to minimize the construction costs of these

systems, a series of low-cost materials used as sensor substrates are shown.




2. Objectiu:

L’objectiu d’aquest treball és I'estudi d’'una série de matrius de sensors i materials

economics, per tal de presentar la proposta del desenvolupament d’'una matriu

d’eléctrodes selectius de ions (lon Selective Electrodes, ISES) sobre un substrat

low-cost, capac de determinar la concentracié de creatinina en orina humana en

presencia de nicotina, mitjancant la construccié d’'un model de calibratge

multivariant de regressié de minims quadrats parcials (Partial Least Squares,

PLS) a partir dels resultats de les diferents mesures.

Per tal de poder aconseguir el nostre objectiu haurem d’assolir altres proposits:

>
>

Realitzar una cerca bibliografica especifica sobre el camp de treball.
Entendre el funcionament de la potenciometria i dels eléctrodes emprats.
Comprendre la construccié d’'una matriu d’eléctrodes potenciométrics del
tipus ISE.

Tenir coneixement de les interferencies presents en l'analisi i de com
solucionar-les.

Coneixer el funcionament del model multivariant per a determinar la

concentracio de creatinina en preséncia d’interferents.




3. Introduccio:

Les malalties renals croniques (Chronic Kidney Diseases, CKD), sén un dels
principals problemes de salut a nivell mundial. A Espanya un 9,16% de la
poblacié, I'equivalent a unes 4.300.000 persones, sén pacients amb CKD.
Economicament els tractaments de CKD suposen un cost molt elevat, podent
arribar fins als 50 bilions de dolars als Estats Units o al 3% del pressupost total
destinat a la sanitat en el cas d’Espanya. Per tant, la prevencié d’aquestes és
molt important.! Un metode per a determinar la preséncia de CKD en humans és
analitzar la concentracié de creatinina en fluids de I'organisme. El métode més
emprat a nivell mundial és 'anomenat Jaffé, descrit I'any 1886.2 Aquest métode
comporta diversos problemes de selectivitat, portabilitat, cost, temps d’analisi i
manipulacio; per tant s’han desenvolupat altres métodes, com per exemple els
cromatografics, per a la determinacié de creatinina en fluids de l'organisme.
Aquests proporcionen limits de deteccié i quantificacié millors, pero tot i aixi, els
problemes de portabilitat, cost i temps d’analisi segueixen presents. Per tal de
reduir els problemes que suposen aquestes tecniques, s’estan desenvolupant
tecniques electroquimiques com a meétodes alternatius per a la determinacio i
quantificacié de la creatinina. En el meu grup de treball s’ha utilitzat com a sensor
un eléctrode selectiu de ions (ISE) utilitzant com a substrat un material low-cost
(paper), per a la determinacié de la concentracié de creatinina en orina. Tot i ser
un metode economic, facil de manipular i amb un temps d’analisi curt, a '’hora
d’'usar els ISEs desenvolupats al laboratori per a la determinacié de creatinina,
sobretot en mostres de pacients fumadors, s’ha observat |la preséncia d’elevades
concentracions de nicotina, cotinina (metabolit de la nicotina) o carnitina, que
interfereixen en la determinacié de creatinina. Per tal de predir la concentracio
de creatinina correctament i negligir els senyals produits pels interferents, es
proposa la determinacio de creatinina mitjangant I'is d’'una matriu de sensors:
diversos sensors i mesures a diferent pH per tal de relacionar la concentracié de
creatinina a mesurar, amb la resposta instrumental (for¢a electromotriu, EMF)
dels diferents sensors de la matriu. Com a resposta s’obté una matriu de dades
multivariants, amb la qual, a partir d’'un métode de calibratge multivariant com la
regressié de minims quadrats parcials (Partial Least Squares, PLS), es podra

predir la concentracié de creatinina en mostres reals d’orina.




4. Creatinina: Que és i la seva importancia.

La creatinina o 2-amino-1-metilimidazol-4-ol és un compost organic producte
final del metabolisme muscular. La creatinina s’obté a partir de la creatina
procedent del fetge, ronyons i pancrees. Aquesta és transportada fins als teixits
i els organs on és metabolitzada per I'obtencié de creatinina. La creatina es
transforma en creatina fosfat en presencia d’ATP (adenosinatrifosfat) i de 'enzim
creatina fosfoquinasa. A partir de la creatina fosfat i amb la pérdua d’un fosfor i
una molécula d’aigua mitjancant una reaccié de hidrolisi, s’obté un lactam que
és la creatinina. En aquest cas, quan en la conversié hi ha involucrat ATP, la
creatina per si sola, és una font d’energia per a molts processos biologics, com
per exemple, I'activitat muscular.® A partir de la creatina, mitjancant la reaccié
d’hidrolisi en abséncia d’ATP, també s’obté la creatinina (figura 1). Tant la
creatinina com la creatina es troben en els teixits musculars on, en el cas de la
creatinina, es difon en la sang per ser transportada fins als ronyons on és filtrada

i finalment eliminada de I'organisme a través de I'orina.*
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Figura 1: Biosintesis de la creatinina a partir de la creatina.

Per una persona sana la concentracié de creatinina excretada en l'orina és
aproximadament 1,3-1,5 g/l (12-13 mM) i es manté constant.® Quan hi ha un
problema renal, la creatinina s’acumula en la sang i per tant, la concentracio
d’aquesta en orina disminueix. Aixi que, els nivells anormals de creatinina tant
en sang com en l'orina poden ser senyal de la presencia d’'una malaltia renal
cronica. Les CKD es caracteritzen per 'acumulacié de metabdlits en sang que
alteren el balang d’electrolits aixi com, simultaniament, provoquen problemes
vasculars o malalties obstructives pulmonars que poden portar a la mort del

individu.!




El diagnostic preco¢ de qualsevol tipus de disfuncié és molt important en la
prevencio o control de les CKD, ja que aquestes malalties sén asimptomatiques
durant les primeres fases. Per tant, quan l'individu nota algun simptoma, la
malaltia es troba probablement en una fase molt avancada, en la qual els ronyons
poden quedar forca danyats. Pot comportar un canvi en la rutina del pacient, ja
que, el tractament de les CKD implica visitar I'hospital cada dos dies pel
tractament de dialisi, o si el dany causat és sever, la persona requerira d’'un

trasplantament de rony6.°
e Gloumeral Filtration Rate (GFR):

Per determinar si el pacient pateix d’'un problema renal, es calcula I'index de
Filtracio Glomerular (Gloumeral Filtration Rate ,GFR) (equacio 1). Es el volum de
fluid filtrat per unitat de temps a través dels capil-lars glomerulars cap a la capsula
de Bowman, és a dir, el volum de sang filtrada als ronyons.” El GFR es mesura
en unitats de ml-m?/min i es calcula a partir de la concentracié de creatinina en
sérum tenint en compte I'edat, el pes, sexe i grandaria del cos del pacient. Tot i
que s’han presentat diferents métodes per a la determinacioé del GFR, el més
emprat és el basat en I'equacié proposada per Cockcroft i Gault.” Aquesta
equacié s’'usa per detectar I'aparicié d’insuficiencia renal, per ajustar les dosis de
substancies excretades pels ronyons i per 'avaluacié de 'efectivitat d’'una terapia

per malalties renals progressives.®

(140 — edat [anys]) - pes [kg]
GFR = -(0,85end
Creatinina en sérum [mg/dl] - 0,72 ( en dones)

Equacio 1: Calcul del GFR mitjangant la formula proposada per Cockcroft i Gault.

Els valors de GFR obtinguts mitjangant 'equacié proposada per Cockcroft i Gault
per a homes sans i per a dones sanes, son respectivament 70+14 ml-m?/min i
60410 ml-m?/min.”

La determinaci6 de creatinina també és important per al diagnostic prematur de
diverses malalties musculars, com per exemple la distrofia muscular de
Duchenne, miasténia gravis, infarts aguts de miocardi... aixi com verificar I'estat
del pacient abans i després d’'una intervencié quirurgica o bé quan pateix un
accident, ja que les lesions musculars estan relacionades amb les elevades

concentracions de creatinina en sang.




5. Metodes per a la determinaci6 de creatinina:

e Metodes basats en les reaccions de Jaffé:

S’han proposat diferents métodes per a la determinacié de creatina en sang,
sérum i orina. Molts d’aquests métodes es basen en reaccions colorimétriques
gue tenen lloc entre la creatina i el sodi picrat en un medi alcali, conegudes per
el nom de reaccions de Jaffé, descrites I'any 1886 (figura 2). En reaccionar un
alcali picrat amb la creatinina en solucio i en transcérrer un cert temps, la solucio
canvia de color prenent una tonalitat vermellosa degut a la formacio del complex

de Janowski.2
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Figura 2: Reaccid de Jaffé.

Un cop s’ha completat la reaccio, mitjangant I'is d’'un espectrofotdmetre a una
longitud d’ona fixa (520 nm), es determina la concentracié de creatinina en
solucio a partir de la mesura de I'absorbancia de la mostra. Les reaccions de
Jaffé resulten problematiques per la falta de selectivitat per la creatinina, ja que
no s’obtenen els mateixos resultats al fer I'analisi colorimetric del sérum i de la
sang. Tant en la sang com en el sérum i en menor quantitat en I'orina, hi ha
preséncia d’'una o més substancies, com per exemple acetona o glucosa, que
també confereixen una coloracié vermella al reaccionar amb el picrat en solucio
alcalina i que interfereixen en els resultats de I'analisi colorimetric. Per tal de
millorar I'especificitat s’han dissenyat metodes enzimatics, més especifics,
exactes i precisos, pero l'adicid6 d’enzims comporta un increment en el cost
economic de lanalisi.® Tot i els problemes d’especificitat, portabilitat o
manipulacio que presenten les reaccions de Jaffé, és el métode més ampliament

utilitzat per a la determinacié de creatinina a nivell mundial.




e Tecniques cromatografiques:

Per tal de millorar els problemes de selectivitat que presenten les reaccions de
Jaffé, més recentment, s’han proposat técniques cromatografiques com a
metode alternatiu per a la determinacio de creatinina en mostres complexes, com
poden ser la sang, el sérum o l'orina. Les técniques cromatografiques son un
conjunt de técniques de laboratori a partir de les quals es pot separar I'analit a
determinar d’'una mescla en solucié. Seguidament es mesura la concentracio de

I'espécie separada mitjancant técniques espectrofotometriques.©

La cromatografia d’alta resoluciéo o High Performance Liquid Chromatography
associada a un detector ultraviolat (HPLC-UV), la cromatografia liquida
associada a un espectre de masses o Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry (LC-MS) i la cromatografia de gasos associada a un espectrometre
de masses 0 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) (figura 3), sén
alguns dels metodes cromatografics més utilitzats en la determinacio de

creatinina en mostres complexes.*
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Figura 3: Instrumentacié per a GC-MS i espectre obtingut en la determinacié de la creatinina mitjancant GC-MS.*

Degut a la bona selectivitat i precisio que presenten aquestes técniques a I’hora
de determinar la concentracié de creatinina, son el millor candidat per a ser
usades com a metode de referencia. Proporcionen limits de deteccio i
quantificacié excel-lents per a la determinacié de creatinina,* pero requereixen

d’'un equipament costés, temps experimental, tant en analisi com en preparacio




de mostres i la presencia de personal especialitzat, a part del cost addicional i
els possibles problemes que suposa el transport de les mostres, problema també
present pel métode Jaffé.

e Espectroscopia Raman:

Alguns estudis més recents, han proposat I'espectroscopia Raman de superficie
millorada (Surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS) per a la determinacio
quantitativa de creatinina en orina com a metode rapid. Mitjancant aquesta
técnica s’ha comprovat que els limits de deteccio i els temps de les analisis son
millors que els que s’obtenen mitjangant I'us de kits per creatinina (Creatinine
Kits, CK), basats en les reaccions de Jaffé modificades mitjancant I'adicio

d’enzims que milloren I'especificitat.'!

El SERS és una tecnica vibracional espectroscopica que, tot i que es presenta
com una tecnica que permet la determinacid d’analits en mescles complexes de
manera rapida, a 'hora de determinar creatinina en mostres de fluids humans,
I'especificitat es veu afectada degut a la complexitat de les mostres biologiques.*?
La preséncia d’interferents, com poden ser molécules petites, sals organiques o
proteines, generen soroll de fons, de manera que la selectivitat i els limits de
detecci6 es veuen afectats. Per tal de solucionar aquests problemes dintre de les
técniques SERS, s’han proposat diverses solucions. Una d’aquestes solucions
és treballar amb isotops marcats de la creatinina, el qual resulta molt dificil degut
a la baixa accessibilitat que hi ha per isdtop analeg de la creatinina. L’altra solucio
que s’ha proposat és fer una extraccio prévia a I'analisi de tipus liquid-liquid amb

un solvent (figura 4).13
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Figura 4: Procediment per a la determinacid de creatinina mitjancant la técnica SERS.*3




Tot i que aquesta segona proposta es pot aplicar en medicina clinica i forense,
el procés d’extraccié comporta la preséncia de personal especialitzat i més temps
per a la determinacio de 'analit.

e Kits per ala determinaci6 de creatinina (CK):

Actualment diferents empreses, com per exemple Ethos Biosciences, Sigma
Aldrich, Thermo Fisher, Abcam... comercialitzen kits preparats per a la
determinacié de creatinina (figura 5). Aquests kits estan basats en un test
colorimeétric, adaptat del métode Jaffé, on es compara I'absorbancia de la mostra
a 500 nm amb una corba estandard. En preséncia de I'enzim creatininasa, al
reaccionar la mostra amb el reactiu, la creatinina es converteix selectivament en
creatina. Aquesta creatina, degut a la creatininasa, seguidament, es converteix
en sarcosina, la qual s’oxida, obtenint un producte que reacciona amb un reactiu
i genera una coloracio vermella (570 nm) i fluorescéncia (ExX/Em= 538/587 nm).
Aquest métode té millor selectivitat per la creatinina que el métode Jaffé per a
mostres de sérum, sang, orina o altres mescles
bioldgiques. El principal inconvenient d’aquests kits
és el seu elevat cost, ja que cada kit al mercat costa

al voltant de 300 dolars. A més d’aix0, per tal de

determinar I'absorbancia, es requereix d’un
colorimetre i per tant, la presencia de personal
especialitzat, fent que siguin poc accessibles per a

Figura 5: Kit per a la determinacio de

tota la pOb'&Cié. creatinina.

Per tal de solucionar els problemes tant economics, de temps, de selectivitat,
portabilitat o manipulacié que suposen aquestes tecniques préviament citades,
s’estan desenvolupant técniques electroquimiques com a métodes alternatius
per a la determinacié i quantificacié de la creatinina. Aquestes técniques s’espera
que permetin disminuir el cost, el temps d’analisi i facilitar la portabilitat i la
manipulacié de les mostres, mantenint la robustesa i selectivitat de técniques
complexes. Gracies a les caracteristiques d’aquestes técniques, no sols es podra
detectar rapidament si el pacient pateix d’'una CKD mitjancant la determinacié de
creatinina, siné que també es podra portar un control i la monitoritzacio rutinaria
d’aquestes, el que comportaria una descongestido del sistema sanitari i una
disminucié del pressupost sanitari invertit en el tractament de les CKD.
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5.2. Metode proposat: eléctrodes potenciometrics selectius
de ions.

L’objectiu principal per I'aplicacioé d’aquest metode electroquimic és la disminucio
del cost economic, el facil as i la portabilitat del sistema, mantenint la mateixa
eficacia i selectivitat de sistemes més complexos com poden ser HPLC-UV, LC-
MS o GC-MS. Els metodes electroquimics sén ideals per la construccié de
sistemes compactes degut a la facilitat de miniaturitzacio i el baix consum de
poténcia.* Segons la IUPAC, un metode de deteccid electroquimic és un metode
en el qual el corrent i/o potencial son mesurats durant una reaccio
electroguimica.'® Existeixen diferents metodes electroquimics com per exemple
la potenciometria i 'amperometria, amb els quals es treballa en el nostre grup de
recerca. En el cas de la meva proposta de projecte, esta basada en tecniques

potenciometriques.

6. Potenciometria:

La potenciometria és una técnica electroanalitica a partir de la qual es pot trobar
la concentracié d’un analit electroactiu present en solucio, en el nostre cas la
creatinina. Es mesura la diferéncia de potencial entre dos eléctrodes (eléctrode
de treball i eléctrode de referencia) submergits en una solucié, on el potencial
d’'un dels eléctrodes, és funcié de la concentracié de I'analit a determinar en la
solucio. A partir de la diferencia de potencials entre els dos eléctrodes es pot
obtenir de forma directa la concentracio de I'analit diana o seguir I'evolucié d’'una
reaccio quimica. Per tal de mesurar la diferencia de potencial, es requereixen
tres elements: Un dispositiu per a la mesura de potencial, un electrode de
referencia i un electrode de treball (figura 6). El dispositiu utilitzat per a la mesura
de potencial és un voltimetre, el qual mesura el voltatge de la cel-la que formen
tots dos electrodes. L’eléctrode de referéncia té un potencial estable i conegut, i
la seva funci6 és proporcionar un potencial de referencia constant. En I'eléctrode
de treball es produeixen reaccions d’equilibri entre I'eléctrode i els elements
electroactius de la cel-la. Per a la determinacio de creatinina es proposa utilitzar
un electrode de treball de tipus lon Selective Electrode (ISE).

11



La diferencia de potencial mesurada és la contribucié de la interaccio de la
membrana de I'electrode de treball amb els ions en solucid, la interaccio entre
I'electrode de referéncia amb el medi de treball per tal d’establir un potencial
constant (tenint en compte que la composicié i la temperatura de la solucié no
varien) i per ultim, del potencial d’unié liquida, que s’origina entre la soluci6 de

treball i la solucié interna de I'eléctrode de referéncia.

\ Voltimetre

84. 2mV,
g

Eléctrode de referéncia \

Pont sali \

Dissolucio del analit

Membrana porosa

Figura 6: Esquema de un potenciometre.

lon selective electrodes o eléctrodes selectius de ions, sOn sensors
electroquimics capacos de determinar selectivament 'activitat d’'un ié concret en
una solucié aquosa en preséncia d’altres substancies interferents, mesurant la
diferencia de potencial eléctric produit a I'hora d’interaccionar aquest amb
I'electrode. SGn un subgrup de sensors electroquimics que es caracteritzen per
la seva mida petita, facil portabilitat, baix consum d’energia i baix cost;
caracteristiques molt importants per a aplicacions practiques.*® Aquests sensors,
a part de tenir de les caracteristiques citades, presenten altres avantatges,
sobretot en 'ambit clinic o0 mediambiental, ja que requereixen de poc volum de
mostra.l’

La selectivitat dels ISEs s’aconsegueix gracies a la membrana selectiva de ions
que incorpora un ionofor, una molécula que s’uneix selectivament al analit a

determinar. Quan interaccionen especificament aquesta molecula selectiva i
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'analit a determinar, es produeix una variacio del potencial eléctric, a partir del
qual es pot determinar la concentracio d’analit diana en solucié. A la membrana
selectiva de ions del ISE també hi ha preséncia d’intercanviador ionic. Aquesta
substancia conté ions que soOn intercanviats amb altres ions de carrega igual
presents en solucio i per tant permeten I'entrada del analit a determinar dins de
la membrana.'® De manera que la funcié del intercanviador ionic dintre de la
membrana del ISE és mantenir I'electroneutralitat del sistema, alliberant una
carrega igual a la incorporada pel ionofor o captant-ne una de signe contrari. Un
altre component present en la membrana selectiva dels ISE és el plastificant.
Aquest component s’encarrega de conferir flexibilitat i resisténcia, augmentant
aixi la durabilitat del sensor.!® El plastificant és un liquid viscés compost,
normalment, d’'una molécula lipofilica afi a la resta de components de la
membrana, que evita que la membrana es dissolgui en la solucié i que, per tant,
perdi la seva funcionalitat.?® Per tal d’escollir un plastificant adequat per a un
determinat ISE, s’ha de tenir en compte que aquest tingui afinitat per la resta de
components de la membrana, que no cristal-litzi en la superficie de la membrana
i que no s’oxidi.? També s’ha de considerar que sigui el més inert possible, per
tal d’evitar que interfereixi en el bescanvi idnic a través de la membrana.?? La
composicié de la membrana selectiva de ions del ISE permet que I'analit en
solucio es pugui difondre en aquesta, i gracies al coeficient de particio entre
I'analit i el ionofor, aquest es pot unir al ionofor. Aixd0 comporta que es pugui
relacionar la concentracié d’analit a determinar amb el potencial tenint en compte
el phase boundary model, en el qual es considera que la diferencia de potencial
nomeés és funcié de la concentracié d’analit en solucio, ja que es considera
constant la seva concentracié en l'interior de la membrana i no té en compte la
preséncia d’altres ions interferents en solucio.?® D’aquesta manera s’obté una

resposta Nernstiana:

E—E°+RTl
= Fna

Equacid 2: Equacié Nernstiana.?

E=Potencial del electrode. (V =]-C1). T=Temperatura. (K).
E°=Potencial en condicions estandard (tabulat) (J-C1). z=Carrega del i6.
R=Constant dels gasos ideals. (8.314472 J-mol-1-K'1). F=Constant de Faraday. (C-mol-1).

a= Activitat idnica en solucié. (a=yaxa) = Xxa = fraccio molar.
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7. Tecniques de calibratge multivariant:

L’analisi multivariant és el conjunt de metodes estadistics que tenen com a
finalitat analitzar simultaniament una série de dades multivariants, de manera
gue per a cada mostra hi ha diferents variables. La resposta instrumental pot ser
processada fent us de diferents algoritmes quimiometrics, per tal d’obtenir
informacié qualitativa i quantitativa dels diferents analits en la mostra a
determinar. En cas de tractar-se d’un analisi quantitatiu, diferents métodes de
calibratge multivariants, com per exemple la regressid6 de minims quadrats
parcials (partial least squares, PLS), sén aplicats a la taula de valors obtinguts
per tal de construir un model entre la resposta instrumental i els parametres a

determinar de la mostra analitzada.?*

En el calibratge univariant hi té lloc I'analisi d’'una mostra amb una unica variable
instrumental. Per tant, es determina la concentracié de I'analit tenint en compte
una Unica variable instrumental. Es el métode més comu per a la majoria de
sensors, on la resposta univariant del sensor, esta relacionada amb la
concentracié de l'analit a determinar mitjancant una equacid lineal. En un
calibratge multivariant, en canvi, la concentracié de I'analit depen de multiples
variables instrumentals, on per exemple, s’obté un espectre sencer o un conjunt
de respostes provinents d’'una matriu de sensors (figura 7). Aquestes respostes
s’organitzen en forma de vector i a partir d’aquestes es construeix un model de

calibratge de primer ordre.

Sensors Concentracid

Y
. [#5}
Multisensor, @ PLS 17q
3% X . -y
= g . " |P
'-”Efi?__‘-::-.;.i;“? "
(cr) (La™ .
— = Sensor  Concentracio
o El v a
Sensor separat, @ T T
- s — n o
o Equacia bi
= lineal |

Concentracia

Figura 7: Comparacié entre un métode multivariant PLS i un métode univariant.?>
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El model PLS consisteix en un model de calibratge multivariant lineal, on es
correlaciona la matriu de les variables independents X amb la variable depenent
Y, considerant significatives les variables latents (variables que no s’observen
directament, sin6 que son combinacions de les variables observables) i la
maximitzacié de la covariancia entre X i Y. Dintre d’'una analisi multivariant, X
representa el conjunt de respostes numeriques de tots els sensors que
composen la matriu de sensors i Y representa el conjunt de valors de referéncia
dels parametres a determinar de I'analit diana en la mostra analitzada.?® De
manera que, a partir del métode multivariant PLS, es poden determinar senyals
superposats considerant un gran nombre de variables originals. No totes les
variables proporcionen la mateixa informacid, algunes, només aportaran soroll
de fons al model construit. Per tal de millorar la prediccié del model PLS, és molt

important la seleccié prévia de variables.?®

8. Matrius de sensors:

Un sensor quimic comu, normalment no és totalment selectiu a I'hora de
determinar analits concrets en mostres complexes. L’abséncia de selectivitat és
una limitacié a I'hnora d’obtenir un valor com a resposta quan es mesura la
concentracio d’un analit concret en una mostra en la qual hi ha preséncia d’altres
substancies interferents en concentracions desconegudes. Per tant, en I'analisi
de mostres reals complexes 0 de mostres en presencia d’espécies interferents
en quantitats desconegudes, un sensor quimic comu no és util. Els métodes
cromatografics s6n una bona alternativa per tal de determinar un analit concret
en una mostra complexa, pero tal i com s’ha comentat en anterioritat, aquests
meétodes, requereixen d’'una instrumentacié molt costosa. Aixi que per tal de
solucionar els problemes d’especificitat, s’afegeixen altres sensors (figura 8) que
proporcionen informacié des d’un altre vessant quimic, encarregats d’obtenir
informacio complementaria, treballant d’aquesta manera amb una matriu de
sensors.?’ Aquests sensors addicionals s’encarreguen d’obtenir informacié del
medi en el qual es troba la substancia a determinar per tal de poder negligir-la a

I'hnora de mesurar i analitzar la informacié procedent de I'analit d’interés.
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Els sensors que formen la matriu poden ser de natura quimicament diferent:
electroguimics, sensibles a la massa, superficie d’ones acustiques, optics...%° Tot
i que, els més utilitzats sén els sensors electroquimics degut a la seva simplicitat,

baix cost i facilitat de miniaturitzar i automatitzar.28

Voltimetre

Eléctrode de
referéncia

Matriu de sensors

Analisi de resultats

Figura 8: Esquema representatiu d'una matriu de sensors.

Poden ser utilitzats tant amb un proposit quantitatiu, per a la determinacié de la
concentracio d’espécies, o qualitatiu, per a la classificacio de mostres en base a
una caracteristica en comu. En qualsevol dels dos casos, I'analisi dels resultats
obtinguts es realitza a través de models multivariants basats en técniques
guimiometriques, on s’estableix una correlacié entre la informacié obtinguda pel

sensors i les propietats de I'entorn.?®

Degut a la similitud que presenten les matrius de sensors amb el sistema olfactiu
dels mamifers o el sistema gustatiu, les matrius de sensors també es coneixen
amb el nom de nas electronic o llengua electronica, si els sensors s6n emprats
per a la determinacio de gasos o substancies en solucio liquida respectivament.
En el cas del nas electronic, determina el perfil total de components volatils de la
mostra a determinar. Esta compost d’'una matriu de sensors no selectius que
converteixen la informacié quimica en eléctrica (resisténcia, voltatge, frequéncia)
0 optica (color). Aquesta informacié es transforma en una forma digital, de tal

manera que pot ser processada computacionalment (figura 9).
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Les llenglies electroniques segueixen un concepte similar al del dels nassos
electronics. Es a dir, la matriu de sensors produeix senyals que no son
necessariament especifics a una espécie en particular, perd formen un patré que
esta relacionat amb algunes qualitats o caracteristiques de la mostra. Aquestes
contenen un grup de sensors que responen a sals, acids, sucres, compostos
amargs... Per tal d’interpretar els resultats que s’obtenen, es requereixen
técniques de calibratge multivariant. L’objectiu principal d’aquestes llengles
electroniques, és 'analisi qualitatiu, aixi com el reconeixement, la classificacioé o

identificacié de mostres.3°

Receptor offactiu Bulb olfactiu Cortex olfactiu

Mucosa
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/ Cilis olfactiu

L Mostra
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) | R R
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Matriu de sensors Preprocessador  Reconeixement de patro

Figura 9: Comparacié entre sistema olfactiu mamifer i nas electronic.3°

8.2. Revisio bibliografica:

Les primeres matrius de sensors, van ser proposades als anys 80.3132 Des de
llavors, s’han desenvolupat i millorat els sistemes, portant a la creacié de noves
matrius de sensors per la determinacié d’analits en mostres de mescles liquides
i gasoses. Tota la informacié obtinguda a través dels sensors, és mitjangant
meétodes quimiometrics. Aquests sistemes s’han descrit principalment en I'analisi
d’aliments (control de qualitat, optimitzacié de bioreactors, control d’envelliment
i control automatitzat del gust), I'analisi de productes quimics (deteccié de grups
funcionals, determinacio de la puresa del producte) , is meédic (monitoritzacié
clinica in vivo, diagnostics no invasius, avaluaci6 del gust de productes

farmaceutics i creixement de cultius cel-lulars) i en la monitoritzacié ambiental.33
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Treball de fi de Grau 2019-20 Grau de Quimica

Un dels objectius del nostre projecte és I'obtencié d’un sistema de facil accés per
a la determinacié de creatinina en mostres reals. Per tant, és essencial que el
sensor sigui economic, mantenint sempre la robustesa i I'exactitud del sistema.
En molts paisos en desenvolupament s’ha detectat en algunes regions
particulars una elevada prevalenca a les CKD, sobre tot en la poblacio jove i de
mitjana edat que presenta un nivell socioeconomic més baix. S’ha observat que
el percentatge d’aquests casos augmenta depenent de I'étnia i dels factors
mediambientals. Molts paisos no poden assolir, economicament parlant, el
tractament de CKD en malalts com per exemple Bhutan, amb una poblaci6 de
708 mil persones on hi ha al voltant de 140 pacients amb CKD. Un 62% de les
morts per malaltia en aquest pais son degudes a una CKD, aquest fet ha
provocat un augment dels costos sanitaris en el pais, ja que els hospitals del pais
no estan preparats per a realitzar operacions de transplantament de ronyo i tots
els casos han de ser enviats a altres paisos. Ultimament s’esta reportant un
major nombre de casos de diabetis i hipertensié (principals factors de CKD a

Bhutan) i els hospitals del pais només compten amb 10 maquines de dialisi, que

no son suficients per cobrir tota la demanda de tractaments.3*
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Figura 10: Prevalenca de CKD al mén, I'any 2016.%°

Igual que Bhutan, existeixen altres paisos del mon (figura 10), com per exemple
Nepal, Afganistan, Bangladesh o paisos del centre d’Africa que presenten
problemes similars. El desenvolupament de sensors de baix cost, mitjancant la
utilitzacié de substrats economics, permetra que la poblacié de tot el mén pugui

detectar o fer un seguiment dels problemes renals. A més d’aix0, la simplicitat
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gue suposa I'us del sensor electroquimic i la instrumentacié necessaria, permetra
gue els mateixos pacients puguin fer I'analisi sense requerir la presencia de
personal especialitzat, fet que no només sera d'utilitat en paisos amb un nivell
socioeconomic inferior, si no que també influira als paisos més desenvolupats,
reduint les saturacions dels centres medics. S’han desenvolupat diferents
sistemes a partir de materials d’us habitual o de baix cost, per tal de millorar
I'accessibilitat a tota la poblacié i el seu transport. No sols aix0, si no que el
mecanisme per fabricar-los és molt simple. Per tant, la fabricacié6 en massa de

d’aquests sensors no és un objectiu dificil d’assolir.

En la revisio bibliografica que presento a continuacidé, en un primer apartat es
mostren exemples d’aplicacions de matrius de sensors en els Ultims 5 anys en
els quals es poden veure els diferents ambits on poden ser usades les matrius
de sensors avui en dia i els avencos realitzats en els Ultims anys . En una segona
part he fet un recull dels diferents sensors i matrius de sensors que s’han creat
a partir de diferents substrats low-cost i les diferents aplicacions en els ultims 10
anys, on es mostren millores no sols economiques, si ho que també practiques.
Cal destacar, que la utilitzacié de substrats basats en materials economics s’ha
introduit en la darrera década i, per tant, el numero d’articles de sensors i sobre
tot de matrius de sensors fabricades amb aquesta classe de substrats, és encara

limitat.

L’objectiu d’aquesta revisié bibliografica és mostrar com s’han desenvolupat i
han avancat les tecnologies per a la fabricacié de les diferents matrius de sensors
en els diferents camps d’aplicacié i explicar com s’han fabricat diferents tipus
d’eléctrodes usant materials d’ds habitual i/0 economics. De manera que en un
futur, es puguin aplicar aquestes millores a la matriu de sensors que nosaltres

presentem en la nostra proposta de projecte sempre i quant sigui possible.
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Grau de Quimica

8.2.1. Aplicacions de matrius de sensors:

Taula 1: Resum de les aplicacions de matrius de sensors.

Mostres a . -, Tipus de Numero de L
. Aplicacio Referéncia
determinar SENsSOors Sensors
Determinacié
simultania de CI'i | Potenciométrics 9 Wang, L. et. al. (2016).
cations metal-lics
Determinaci6 de
substancies
toxiques en xarxes Optics 10 Guanis, C. et. al. (2016).
de distribucio
Aigles d'aigua.
Determinacié de la
to>.<|C|tat d’aiglies (_1e Potenciomeatrics 23 Zadorozhnaya, O. et. al.
rius, llacs, pous i (2015).
aigues residuals.
Determinaci6 de
toxines biologiques | Potenciométrics 6 Legin, E. et. al. (2019).
en aigua.
Anal|s,|§ rutinaris Potenciomeétrics 21 Dias, L. et. al. (2016).
d’aigua.
Classificaci6 de
sucs de fruites, té
verd, cervesa i Potenciométrics 3 Sorvin, M. et. al. (2018).
begudes
alcoholiques.
all:i’[r(l):rl{ltc:reis i Classificacié de Zﬁigf&%ﬁ:iﬁs{ 5 Giménez-Gomez, P. et. al.
caves. s (2016).
begudes conductimeétrics
Determinacio de la
qualitat de diferents Biosensors 4 Son, M. et. al. (2017).
aliments.
. Batch-ET (16)
Farmacs E)er?]:;cei}c:ﬁ: Potenciometrics | FoW-through- | Ciosek, P. et. al. (2015).
farmaceutiques. ET (8) Wesoty, M. et. al. (2016).
FIA-ET (8)
Determinacio de la
composici6 ionica | Potenciométrics 18 VElEEEne, [ i &l
de mostres d’orina. )
; Monitoritzacio a L
bil(:jlllé‘)ld's temps real d’analits Potenmpmetncs, 7 Nery, E. et. al. (2016).
gics en suor. termometre
D_eterrpinacié Biosensors
simultania de S 3 Gao, J. et. al. (2019).
amperometrics

metabolits en sang.
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e Aplicacio de matrius de sensors en mostres d’aigua:

Els métodes tradicionals per a [lanalisi d'aigues, com per exemple,
I'espectroscopia d’absorcié o emissié atbmica o la cromatografia liquida, entre
d’altres metodes, per a la determinacié de de la toxicitat de I'aigua o la demanda
d’oxigen quimic (Chemical Oxygen Demand, COD), estan ben establerts per un
preu raonable. Tot i aixi treballar amb matrius de sensors comporta certs
avantatges, com per exemple: rapides deteccions quantitatives i qualitatives
d’analits, a temps real i amb capacitat de ser monitoritzades per a un llarg termini.
A més d’aix0, cal tenir en compte que la instrumentacié usada per les matrius de
sensors i les analisis realitzades amb aquesta s6n més economiques.®® Les
primeres aplicacions de matrius de sensors per a I'analisi de mostres d’aigua van
ser descrites fa vora de 25 anys, per a la quantificaci6 de substancies

potencialment perilloses dissoltes en aigua.3’38

Més recentment s’ha presentat una matriu de sensors, la qual conté una série de
ISEs, per a la determinacié simultania de ions clorur i una serie de cations
metal-lics en solucié aquosa. Entre els cations metal-lics a determinar es troba
el cati6 Cu?*, el qual presenta interferéncies en preséncia de I'ié CI- en solucio,
per a I'ISE usat. Per a l'analisi dels resultats i per tal de minimitzar el maxim
possible les interferencies entre ions, es fa Us del metode d’analisi multivariant
del tipus analisi de components principals (Principal component analysis, PCA).
Aquest metode multivariant també ha permes reduir la complexitat dels resultats
obtinguts de la matriu de sensors, classificant les dades obtingudes segons la

seva similitud sense perdre informaci6.3°

Normalment les matrius de sensors Optiques s’usen per a la identificaciéo de
substancies quimiques en l'aire, pero tot i aixi també poden ser aplicades per a
la determinacié de substancies toxiques en I'aigua.*® Guanais et. al. (2016), han
presentat una matriu de sensors optica que treballa en la franja del visible per a
la identificacié de substancies toxiques, (figura 11) com poden ser traces de
pesticides, farmacs o productes intermedis industrials presents en les xarxes de
distribucié d’aigua potable. S’ha estudiat la sensibilitat d’'una matriu de sensors
basada en colorants sensibles a canvis quimics que consisteixen en
metal-loporfirines i indicadors de pH. Tot i que, individualment cadascun dels

sensors ha mostrat una selectivitat limitada davant els contaminants en solucio,
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la matriu de sensors optica ha mostrat tenir bona sensibilitat pels analits amb uns
limits de deteccié d’entre 107 M a 10* M depenent de I'espécie.*! Per tal de
classificar les substancies individuals segons el tipus de contaminant, s’ha aplicat

un métode d’analisi multivariant de tipus PCA.

Figura 11: Imatge de la preparacic experimental de les mostres sota il-luminacié blava.**

Una matriu de sensors potenciométrica ha sigut utilitzada per a I'analisi d’aigties
superficials. En aquest estudi, s’han analitzat mostres reals d’aigua obtingudes
de pous, rius i llacs de Catalunya (en total 55 mostres reals d’aigua
contaminada). S’han comparat els resultats obtinguts a partir de la matriu
potenciomeétrica, amb els obtinguts per I'analitzador Microtox®, amb el qual es
pot determinar la toxicitat de l'aigua mitjangcant la determinaci6 de la
luminescéncia dels bacteris Vibrio fischeri, que depen de les condicions de
metabolisme i la toxicitat del medi.*>43 Una matriu constituida de 23 sensors s’ha
utilitzat per a la determinacio de les mostres, analitzant les dades obtingudes
amb analisi multivariant de tipus PLS per obtenir la concentracié de les
substancies toxiques. El fet de treballar amb una matriu de sensors que mimetitzi
la funcié dels bacteris en les mostres d’aigua, fa que no sigui necessaria la
preséncia d’'organismes vius en les mostres, a més que I'avaluacio de la toxicitat
€s més rapida. Substituir els bacteris per matrius de sensors potenciometrics és
un gran avantatge, ja que treballar amb analits vius comporta controlar
continuament les condicions del medi per mantenir I'habitat apropiat per als

éssers vius.#4
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Més recentment s’ha usat una matriu potenciometrica composta per 20 sensors
per I'avaluaci6 de mostres d’aigua procedents de rius, llacs, pous i aigues
residuals de la ciutat de Sant Petersburg (Russia) en diferents condicions
climatiques.*® Préviament al seu analisi, les mostres han sigut tractades amb
ultrasons de cavitacio (cavitation ultrasound treatment, UST) per tal de reduir la
concentracié de contaminants i purificar I'aigua de cianobacteris.*® Per tant, s’ha
ideat un sistema al qual s’ha acoblat un aparell UST a una matriu de sensors
potenciometrica. El que permet aquest sistema, en comparacié al metode
tradicional per a I'avaluacio de la toxicitat de I'aigua mitjangant un bioassaig, és
la reduccio del temps requerit per a I'analisi, i de la mateixa manera que en el
cas anterior, no es requereix un control continu de les condicions del med..
Aquest sistema també ha sigut utilitzat per a la determinacio de la qualitat de
I'aigua tenint en compte el COD de 20 mostres d’aigua procedents de pous i rius
de Kolkata (india) i 320 mostres procedents de plantes de tractament d’aigua.
S’ha determinat la concentracié de fosfor inorganic, amoni i nitrats. Els resultats
obtinguts han mostrat una bona correlacié al comparar-los amb els resultats

obtinguts mitjangant un bioassaig estandard.*®

Les llengues electroniques també s’han utilitzat en la determinacié de toxines
biologiques en aigua. Mitjancant una matriu composta de sis sensors
potenciomeétrics miniaturitzats s’han pogut quantificar toxines paralitiques de
mariscs en extractes de musclos.*” A partir d’'un model de regressié PLS, s’han
pogut obtenir les concentracions de 4 tipus de diferents toxines, en 16 mostres
de musclos recol-lectats a les costes portugueses i han sigut comparats amb els

resultats obtinguts per un metode de referéncia cromatografic.*’

Aquests sistemes també sén usats en analisis rutinaris d’aigua.*® Els sensors
estan compostos amb membranes polimériques lipidiques per a I'avaluacié
rutinaria quantitativa de parametres fisicoquimics (pH i conductivitat) i per la
classificacio qualitativa de les diferents mostres d’aigua depenent de cada tipus.
Mitjangant una matriu composta de 21 sensors s’ha pogut classificar el 100% de
les diferents mostres d’aigua i mitjangant models de regressio multivariant lineals,

s’ha pogut determinar la conductivitat i el pH amb elevada precisi6.*®
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e Aplicacié de matrius de sensors en I'analisi de productes alimentaris i

begudes:

L’aplicabilitat de les matrius de sensors és especialment rellevant en els controls
de qualitat dels aliments i les begudes, on en els ultims anys s’ha vist un
increment en la demanda de la produccioé sostenible i d’alta qualitat, que ha

comportat el desenvolupament de sistemes analitics més precisos i velogos.*

S’ha proposat una matriu de sensors la qual conté una serie d’eléctrodes
selectius de ions amb una membrana de polianilina i thacali[4]arene per a I'analisi
de diferents mostres de sucs de fruites, té verd, cervesa i begudes alcoholiques.
S’han classificat en base al seu origen, marca i estil.>® Tot i les millores que s’han
dut a terme en el desenvolupament de matrius de sensors i en el software per a
'analisi de dades obtingudes per aquest sistema, s’ha proposat la millora del
namero de ISEs i el disseny d’aquests. Treballar amb un menor nombre de
electrodes en les matrius de sensors, simplifica el funcionament i accelera el
processament de les dades obtingudes. Gracies a I'is del macrocicle com a
ionofor, juntament amb la polianilina, s’ha pogut compactar el sistema, sense
perdre selectivitat ni funcionalitat d’aquest davant diferents espécies o mostres
complexes.>* El macrocicle provoca l'oxidacio de la polianilina, de manera que
quan ions de Fe(lll) s’introdueixen en linterior del macrocicle, la concentracié
parcial del macrocicle varia, de manera que afecta a la participacio d’aquest en

I'oxidacié parcial de la polianilina i per tant a la variacio del potencial.>?

La portabilitat del sistema é€s molt important ja que en ocasions, el transport de
la mostra és inviable. Aixi doncs, s’han desenvolupat sistemes portatils basats
en matrius de sensors. Gimenez-Gomez, P. et. al. (2016) presenten un sistema
amb aquestes caracteristiques per a I'analisi de cava.®® Han creat un sistema
compacte basat en sis transistors d’efecte camp selectius (ion-selective field
effect transistor, ISFET) sensibles a pH i una série de cations i anions. Juntament
als ISFETs s’han unit un sensor de conductivitat, un sensor redox de potencial i
dos eléctrodes d’or amperométrics per a la creacio de la matriu de sensors (figura
12). Aquest sistema juntament amb eines quimiométriques ha permés I'analisi
de 78 mostres de cava diferent, classificant-les en funcié dels anys, acidesa total,
pH, grau en alcohol, concentracié de potassi, glicerol i conductivitat.>® En

comparacié a altres llengiies electroniques usades per I'analisi de cava,>*>®
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aguest sistema permet determinar simultaniament fins a set parametres quimics,
a part de lanalisis qualitatiu, gracies a la natura hibrida dels sensors

electroquimics (potenciomeétric, amperometric i conductimeétric).

Processador de dades Aparell de mesura

del ISFET

Figura 12: Esquema de tot el sistema de mesura. A) Sensor conductimétric; B) Sensor amperomeétric; C) Eléctrode de
referencia; D) Eléctrode potenciométric E) ISFET.>3

A les llengues electroniques s’han incorporat biosensors, portant a la creacio del
que es coneix com llengles bioelectroniques. Aquests sistemes proporcionen un
rendiment superior mitjancant la combinacié de la capacitat de les llengtes
electroniques per donar significat a dades o mostres complexes i I'elevada
especificitat o selectivitat dels biosensors.%® Una matriu de sensors bioelectronica
ha sigut desenvolupada amb el proposit de proporcionar deteccions rapides, al
instant i simultanies de diferents molécules. A partir d’aquest sistema s’han pogut
mesurar els canvis en la conductancia amb una selectivitat i sensibilitat elevada
i s’han identificat molecules de gust o olor caracteristiques del menjar
contaminat.>” La matriu de sensors ha sigut capac de distingir satisfactoriament
quatre molecules diferents i ha reconegut els patrons de mescles complexes
mitjancant la uni6 de molécules als receptors especifics sense cap tipus
d’interferéncia, de manera que s’han pogut analitzar diferents aspectes de la
qualitat del menjar. Altres sistemes actuals basats en matrius bioelectroniques
han sigut referenciats en altres revisions bibliografiques,®® on es mostren,

sobretot aplicacions en analisis d’aigles i de la qualitat del menjar.

25



e Aplicacio de matrius de sensors en I’analisi farmaceutic:

En els dltims anys els requisits dels consumidors i els fabricants de productes
farmaceutics han augmentat i cada cop s6n més avancats, de manera que, el
numero de controls de qualitat s’ha vist incrementat en matéries primes,
productes finals i en processos de produccid. L’aplicaci6 de llengles
electroniques en els controls de qualitat en la indUstria farmacéutica s’ha aplicat
en els Ultims anys per a satisfer aquesta demanda.®® S’han proposat diferents
estructures, estrategies experimentals, tecniques de processament de resultats
i metodes de referéncia diferents per a satisfer la demanda.

tabanska et. al. proposen tres estructures diferents de llengues electroniques,
utilitzades préviament en l'estudi d’altres substancies, per a l'estudi de les
formulacions farmacéutiques. Cadascuna aporta diferents senyals com a
resposta, que es processen mitjangant métodes d’analisi multivariant:

- Batch-ET: Es un sistema dedicat a la mesura de mostres individuals,
equipat amb una matriu de sensors selectius de ions classica. Aquest
sistema esta constituit per 16 ISEs com a maxim, els quals estan
submergits en la mostra a determinar (figura 13A).

- Flow-through-ET: Es un sistema dedicat a les mesures de flux, equipat
amb una matriu de sensors d’eléctrodes selectius de ions miniaturitzats,
dintre d’'una cel-la de flux personalitzada (figura 13B). La mostra es
bombeja continuament a I'interior de la cel-la, obtenint com a resultats les
diferents respostes de cada sensor, similars a les que s’obtenen per
Batch- ET. 5960

- FIA-ET (flow injection analysis ET): El sistema conté el mateix sensor,
és a dir, una cel-la de flux modular, amb ISEs miniaturitzats connectats
entre si. A més d’aixd conté una valvula multicanal amb dos posicions i un
dispositiu d’injeccié de mostra amb un loop per a la dosificacio precisa de
la mostra injectada (figura 13C). En aquest cas la solucié portadora es
bombejada continuament a les cel-les on es troben els sensors i la mostra
es introduida periodicament, obtenint una resposta amb pics de senyals.
El gran avantatge que presenta aquest métode és la reduccié de volum

necessari per els analisis.®*
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Figura 13: A) Batch-ET; B) Flow-through-ET; C) FIA-ET.58

S’han utilitzat tots tres tipus d’arquitectura de sensors per a comparar-los segons
la seva capacitat per reconeixer mostres que contenen ibuprofé emmascarades
amb gust.®! S’ha demostrat que en el cas del sistema FIA-ET, el procediment és
més curt degut a l'automatitzacié, perd mostra tenir una pitjor repetibilitat.
Mitjancant les altres estructures s’han pogut classificar els resultats a partir d’'un
meétode PLS, pero no ha sigut possible mitjangant aquest métode.

S’han pogut determinar quantitativament diferents mescles de substancies
farmaceutiques actives mitjancant el sistema Flow-through-ET. Un sistema
compost de vuit ISEs miniaturitzats connectats entre si, han permes automatitzar
la andlisis de 18 mescles que contenien tres substancies farmaceutiques en
diferents rangs de concentracié. Gracies a aquesta automatitzacié s’ha pogut
reduir el temps experimental i aplicar el sistema per al control rutinari de
productes farmaceéutics.%?

e Aplicacio de matrius de sensors en la determinacio de fluids biologics:

Gracies a l'especificitat que presenten les llengiies electroniques, poden ser
usades com a diagnosi per a la identificacio i monitoritzacié de malalties que no
poden ser detectades en les primeres fases. Els analits a determinar per a la
identificacié de malalties es troben en mostres de fluids bioldgics com poden ser
sang, orina, sérum o suor.®® Aquests sistemes s’apropen més al sistema que
nosaltres presentem en la proposta de projecte per a la determinacié de

creatinina en orina.
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S’ha proposat un sistema per a determinar la composicio idnica de 136 mostres
d'orina, per a la detecci6 preventiva de problemes renals com pot ser la
urolitiasis. Per tal de fer-ho possible s’ha treballat amb una matriu de sensors
composta de 18 ISEs i com a métode de referéncia s’ha utilitzat I'ultraforesis
capil-lar. Juntament amb métodes quimiomeétrics de tipus PLS s’ha pogut fer

I'analisi quantitatiu de 10 substancies ioniques presents en 'orina.5

La monitoritzacio del suor és una altra aplicacio potencial que tenen les matrius
de sensors. En aquest cas s’han creat sensors basats en tatuatges que es
col-loquen en diferents parts dels cos per tal de monitoritzar en temps real les
concentracions de glucosa, ions, acid lactic...> S’ha proposat un sistema
d’aquest tipus per a la determinacié de la concentracié de glucosa en suor, per
tal de prevenir la diabetis (figura 14). S’han comparat els resultats obtinguts amb
sensors comercials per a la determinacio de glucosa. L’avantatge principal que
presenta aquest tipus de sistema és el monitoratge continu de la concentracio de

glucosa a llarg termini.®®

Wireless
monitoring

.
.

Figura 14: Sistema portatil per al monitoratge de la diabetis.®®

S’han desenvolupat matrius de biosensors econdomics i versatils per a la
determinacié simultania de mdultiples metabolits en sang. Gao et. al. (2019)
presenten una microagulla flexible com a eléctrode, funcionalitzat amb glucosa
oxidasa, ureasa i colesterol oxidasa per a la determinacio simultania de glucosa,

acid dric i colesterol en sang de manera rapida.®’
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A continuacié presento una serie de materials d’us habitual i economics que han

sigut aplicats com a substrat per a la fabricacié de sensors i matrius de sensors

en els ultims 10 anys. Cal destacar que la utilitzacié d’aquests materials com a

substrat, és un camp emergent, aixi que per tal de tenir un major nombre

d’exemples, he ampliat a 10 anys la franja de recerca. El numero d’articles

referenciats en la fabricacié de matrius de sensors mitjancant aquests substrats

en l'ultima década és molt petit, aixi que no només descriuré la fabricacio de

matrius de sensors, sinG que també descriuré la fabricaci6 de sensors

convencionals.

Taula 2: Resum dels substrats low-cost per a la fabricacié de sensors.

Substrat

Beneficis

Aplicacions

Referencia

Teixit

Bones propietats elastiques.

Contacte total entre el sensor i la pell.

Determinacio de ions en suor a partir

d’una matriu de sensors independents.

Parrilla, M. et. al.
(2016)

Monitoratge terapéutic del liti en
farmacs de forma no invasiva en fluids
intersticials mitjangcant un sensor
guimic portable sobre una base de

coto.

Sweilam, M. et. al.
(2018)

Paper

Permet I'obtencié de dispositius
microfluidics.
Es veu facilitat 'emmagatzematge de
reactius dintre de la fibra i el transport
de fluids.

Determinacié de cations electrolitics

usant un sensor fabricat amb paper de

Yoon, J. et. al.

(2017)
diari.
Analisi i classificacio de cerveses a
) i Nery, E. et. al.
partir d’'una matriu de sensors sobre
(2016)

substrat de paper.

Goma

Bona resistencia quimica i mecanica.

Desenvolupament d’'un ISE sobre un
substrat de goma per a la determinacio
de K*.

Cuartero, M. et.
al. (2014)

Fibra de
carboni

comercial

Elevada conductivitat, rigidesa i
resisténcia a la traccio.
Resisténcia quimica, mecanica i a
elevades temperatures.

Baix pes.

Determinaci6 de sodi en suor a partir

Parrilla, M. et. al.

d’una cel-la potenciométrica. (2016)
Determinacié de cortisol en suor Sekar, M. et. al.
mitjancant una cel-la conductimétrica. (2019)
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e Teixits:

Els teixits son un bon material per a la fabricacié de sensors portables, ja que
ofereixen unes propietats elastiques molt bones, a més a més de permetre un
contacte total entre el sensor i la pell. A I'hora d’integrar els sistemes quimics
directament als teixits, es pot treballar sota la influencia de tensions mecaniques

extremes sense afectar al rendiment analitic.58

Ecoflex
— K'ISM Stretchable materials
- Na* ISM
” ‘e MWCNT ink
=== Ag/AgCI ink

Textile

Figura 15: Disseny de un sensor basat en un teixit com a substrat.®

Parrilla et al. (2016), han desenvolupat una matriu de sensors potenciometrics
per a la determinacié de diferents ions en suor (figura 15) basats en teixits
altament flexibles, mitjancant la combinaci6 de membranes de poliureta
(proporciona biocompatibilitat i major resisténcia al estrés mecanic) i tintes
selectives de ions, organitzades amb un patré de sensors i electrodes impresos.
D’aquesta manera la selectivitat, la conductivitat eléctrica, la reproductibilitat i la
forta adhesio a teixits convencionals queden garantides. En aquest cas, entre els
diferents ISEs que composen la matriu no hi ha interferencies, de manera que
cada sensor dona un senyal independent i no es requereix de técnigues
quimiometriques per a I'analisi dels resultats. D’aquesta manera s’ha aconseguit

un monitoratge no invasiu a temps real de diferents electrolits.®®

Més recentment s’ha presentat un sensor quimic portable per al monitoratge
terapeutic del liti en farmacs de forma no invasiva en fluids intersticials. Aquest
sistema s’ha construit a partir d'una base de cotd sobre la qual s’hi ha depositat
un ionofor selectiu al liti i s’ha unit juntament amb un electrode de referéncia de
fibra de carboni, per tal de construir un sistema potenciometric miniaturitzat.”® La
fabricacio del electrode selectiu de liti s’ha realitzat de manera senzilla,
submergint la base de cot6 en una solucié en la que s’hi troba juntament al

ionofor plastificant dissolt i un bescanviador ionic.”*
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e Paper:

El paper també s’ha utilitzat en estudis previs com a substrat per a la fabricacio
de sensors low-cost, aquest material permet I'obtenci6 de dispositius
microfluidics (Microfluidic paper-based analytical devices, PPADs) sense
necessitat d’utilitzar una bomba, degut a la capacitat del paper per absorbir la
mostra.”? La gran relacio area/volum dels yPADs permet que a I'hora d'utilitzar-
los en reaccions quimiques i/o en deteccio, 'emmagatzematge de reactius dintre
de la fibra es veu facilitat igual que el transport de fluids a través de l'accid
capil-lar. Altrament, els uPADs sén susceptibles a modificacions, per tant poden
ser utilitzats en la determinacié de diferents substancies, sempre i quan sigui
compatible amb les condicions de treball. A partir de paper s’han desenvolupat
sensors ISE potenciométrics usant una tinta composta de nanotubs de carboni
com a material conductor i membranes polimériques, de manera que s’ha
demostrat que aquests sensors de paper, poden tenir una funcionalitat similar a
un sensor convencional de laboratori. L’'Us de sensors solids en potenciometria,
proporciona una forta capacitat de deteccid, simplicitat, poc consum d’energia i
baix manteniment, el que fa del paper com a substrat low-cost en técniques
potenciometriques, un material molt atractiu.”® El paper, a més a més, és un

material de facil accés, per tant, és economic.

A partir de paper de diari s’ha fabricat un sensor potenciométric per la deteccié
de cations electrolitics (figura 16). Sobre el substrat de paper de diari s’hi ha
depositat paril-lina C mitjancant un procés de deposicid quimica de vapor.
L’eléctrode obtingut, permetra la creacié de sistemes potenciomeétrics
economics, quimica i mecanicament estables a gran escala i de manera

senzilla.”

in 2011 that P2

Figura 16: Sensor potenciométric amb base de paper de diari.”*
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En els ultims anys s’han presentat matrius de sensors amb base de paper. L’any
2016 Nery et. al. van presentar un sistema amb aquestes caracteristiques (figura
17), compost de 5 eléctrodes, dels quals un actua com a ISE i un altre com a
electrode de referéncia.” Mitjancant aquesta llengua electronica, s’han pogut
analitzar diferents cerveses i classificar-les segons el seu tipus, marca i
determinar la preséncia d’antioxidants, estabilitzants i colorants, a partir de la
determinacio6 del pH, el tipus de fermentacio i la quantitat d’alcohol. Mitjancant el
mateix sistema s’ha treballat en condicions de flux, de manera que amb una
minima quantitat de mostra s’han analitzat les diferents mostres de vi i s’han

classificat en funcié de cada classe.’®

Figura 17: Llengua electronica amb electrode de referencia integrat. A) Electrode de treball; B) electrode de
referencia Ag/AgCl; C) Contactes electronics; D) Substrat de paper.”®

També s’ha referenciat la creacido de matrius de sensors microfluidiques amb
substrat de paper sobre el qual s’hi han depositat electrodes de carboni revestits
amb hidrogels d’acid boronic fenilic. A partir d’aquest sistema, combinat amb
I'analisi de dades quimiométric, s’han pogut classificar diferents tipus de sucres
(glucosa, fructosa i sacarosa) i diferenciar entre marques de sucs de poma

utilitzant una concentracié de 6 pl de mostra.””
e Goma:

Tant el paper com els teixits mostren bones propietats per a un gran ambit
d’aplicacions, pero estan limitats en termes de resisténcia tant quimica com
mecanica, aixi que també s’han desenvolupat sensors basats en un substrat de
goma, material facil d’obtenir degut a I'is habitual que té en la industria. Cuartero
et al. (2014), proposen desenvolupar una superficie conductora sobre una goma

comercial a partir de nanotubs de carboni i, a partir d’aquesta, crear un ISE
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mitjancant I'adicié de la membrana polimérica corresponent per a la determinacio
de K*. Es molt simple de construir i d’operar i es poden produir sensors a gran

escala.l*
e Fibres de carboni comercials:

Les fibres de carboni sén un bon material a usar com a substrat per a la fabricacio
de sensors portatils. Aquests es fabriquen a partir de fibres de carboni extruides
en forma de fil, amb una matriu polimérica que sol ser un epoxid. Les fibres de
carboni son ideals, ja que, presenten una elevada conductivitat, gran rigidesa i
resisténcia a la traccié, baix pes; la tolerancia a elevades temperatures, la
resisténcia quimica i mecanica és elevada i el seu cost és relativament baix.”®
Parrilla et al. (2016), proposen usar aquest material com a substrat per la
fabricacio de una cel-la potenciomeétrica portable completament integrada per a
la determinacio de sodi en suor a temps real, per tant, sobre aquestes fibres de

carboni s’hi diposita una membrana que conté un ionofor selectiu de sodi.”

També s’ha pogut monitoritzar i determinar la concentracio de cortisol en suor a
partir d’'un sensor conductimétric fabricat sobre un substrat de fibres de carboni.
Per a la determinacié d’aquests biomarcadors s’ha utilitzat un eléctrode
immunosensor, el qual té una gran sensibilitat per el cortisol i és capac¢ de

detectar-lo en una franja de temps curta.®®

Per a qualsevol dels materials citats que s’utilitzi com a substrat, la composicio
de la membrana selectiva de ions i de les tintes impreses s’ha d’adaptar per

garantir conductivitat eléctrica i la correcta adhesio als substrats.
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9. Proposta de projecte:

Tenint en compte la bibliografia citada i els diferents coneixements i avencos
aportats en aquesta, el projecte proposat pel meu grup de recerca és la fabricacié
d’'un sensor potenciometric low-cost per a la determinacié de creatinina en
mostres reals d’orina. Tal i com s’ha comentat en anterioritat, les CKD s6n un
problema a nivell mundial que ha incrementat en els Ultims anys, augmentant aixi
els costos sanitaris que comporta la demanda dels tractaments i disminuint
'accessibilitat d’aquests tractaments a part de la poblaci6 mundial. El fet
d’incorporar un sensor potenciomeétric econodmic per a la determinacié de la
concentracio de creatinina, permetra la deteccié de possibles problemes renals i
la monitoritzacié d’aquest. No només s’observara una disminucié dels costos
sanitaris, sind que també es notara una dessaturacio del sistema sanitari, ja que

aquest sistema és facil de manipular per el pacient, tot i no tenir experiéncia.

e Substrat:

Com a substrat per a la fabricacié dels sensors s’ha usat paper, s’ha demostrat
que per a les condicions de treball a les quals es sotmeten els sensors és
suficientment resistent. Tal com s’ha comentat en I'apartat de substrats low-cost
per a la fabricacio de sensors de la recerca bibliografica, el paper és un bon
material a utilitzar com a substrat per a la fabricacié de sensors, ja que, a part de
ser un material economic i de facil accés que permet rebaixar el cost del sensor,
la seva estructura fibrosa permet I'absorcié de les mostres a determinar sense
requerir la preséncia d’'una bomba que ho faci, per tant, les dimensions del
sistema es veuen reduides, facilitant la seva portabilitat.”> També cal tenir en
compte que el paper és un material biodegradable. Aquest fet facilita el reciclatge
del sistema i rebaixa els costos que suposa el reciclatge d’un sensor comercial
comu amb caracteristiques similars. Per a conferir-li conductivitat al substrat, s’ha
pintat amb una tinta de carboni. El carboni és un material de gran interés a I'hora
de fabricar sensors electroquimics, ja que, €s quimicament inert i €s un material
molt economic.?! La seva hibridacié sp? manté deslocalitzats els electrons en

I'orbital 11, el que fa de la tinta de carboni un bon conductor d’electricitat, sent
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capac de substituir a 'or com a material conductor. El carboni, a més d’aixo,
manté una excel-lent estabilitat del potencial, degut a I'area de contacte entre el
material conductor i la membrana selectiva de ions que li confereix una
capacitancia de doble capa (doble capa de carregues amb polaritat oposada, de

manera que actua com a material dieléctric), que estabilitza el potencial.1®

Sobre aquest substrat de paper, s’ha dipositat la membrana selectiva de ions. La
taula 3 mostra els diferents components de la membrana selectiva de ions per a

diferents sensors (ISE i blanc).

Taula 3: Composicié de les matrius dels sensors ISE i blanc.

Compost ISE Blanc
PVC
0-NPOE
KBARF
calix[4]pyrrole ) ¢

e PVC:

El PVC o policlorur de vinil (figura 18), és un material poliméric que s’usa en la
fabricacio dels sensors per tal de donar consisténcia i forma a la membrana
selectiva de ions. Es la base amb la qual s’hi solubilitzaran B H CI 7
la resta de components de la membrana. Aquest material | |

és inert, en soluci6 es pot mesclar amb la resta de —+C—C——

components i permet I'entrada i sortida de ions de la | |

membrana,’® caracteristiques per les quals ha sigut _ H H dn
escollit per a la creacio dels sensors proposats, a més a  Figura 18: Unitat repetitiva

del PVC.
més del seu baix cost.

e 0-NPOE:

El o-NPOE o 2-nitrofenil octil eter (figura 19), és un compost quimic que actua
com a plastificant en la membrana selectiva de ions. Es una substancia lipofilica,
de manera que no es dissol en la solucié aquosa a determinar i per tant confereix
consisténcia solida a la membrana. Té gran afinitat amb la resta de components

de la membrana, de manera que és soluble en aquests.?® Aquestes propietats
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fan del o-NPOE un material ideal per actuar com a plastificant en els sensors

presentats per a la determinacié de creatinina en orina.

NO,

O\\V//\\\//A\\///\\»//Cm

Figura 19: Molécula o-NPOE.

e KBARF:

El KBARF o Tetrakis[3,5-bis(trifluoromethil)fenillborat de potassi (figura 20),
actua com a bescanviador ionic de en la membrana selectiva de ions. La seva
funcié és mantenir I'electroneutralitat del sistema, captant o alliberant ions a la
solucié, de manera que la membrana sempre tingui una diferéncia de carrega
igual a zero. En aquest cas s’ha escollit el KBARF, degut a que té carrega
contraria i de mateix nombre a I'analit a determinar i aixi poder interaccionar amb
especies de carrega +1. A més d’aix0, la seva solubilitat el fa idoni en la resta de

components de la membrana.

F3C

KBQ

Fa

c
CF,

F3C CF3

Figura 20: KBARF.
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e Calix[4]pyrrole:

El ionofor que s’ha incorporat en la membrana del ISE per a la determinacié de
creatinina en orina és del tipus calix[4]pyrrole (figura 21), el qual té una excel-lent
selectivitat per la creatinina degut a les multiples interaccions host-guest, que

permeten la introduccié de la creatinina ionica en linterior de la cavitat del

ionofor.82
1) 2)
| if \
H3C, N-H 7 TN q
MN— / H )
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O D.L"_ - 'j..o

Figura 21: Estructura molecular de 1) Catié Creatinina, 2) calix[4]pyrrole.8?

En [lestructura cristal-lina per raig-X (figura 22), s’observa la formacio
d’interaccions de tipus host-guest entre els nitrogens dels pirrols de la molécula
calix[4]pyrrole i I'atom d’oxigen de la lactama del cati6é creatinina. També es
produeixen interaccions de tipus 1T-dador 1r-acceptor entre els hidrogens del catio
creatinina i els centres dels benzens que composen el calix[4]pyrrole. D’aquesta
manera la deslocalitzacié de la carga positiva del i6 creatinina es veu afavorida.
Aquestes interaccions supramoleculars provoquen que hi hagi una major
constant d’afinitat entre el ionofor i I'id creatinina que amb altres substancies
cationiques presents en orina com poden ser K* o Na*, que només tenen

interaccions i6-dipol amb el fosfonat del calze.??

Figura 22: Estructura cristal-lina per raig-X del ionofor Calix[4]pyrrole amb la creatina amb la seva forma cationica en
l'interior de la seva cavitat.®?
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Construcci6 dels sensors:

Figura 23: Muntatge d'un sensor sobre un substrat de paper. A) Membrana selectiva de ions; B) Mdascara protectora

hidrofobica; C) Substrat de paper pintat amb tinta de carboni.

Es retallen tires de paper, cada tira sera el substrat de cada sensor que
composi la matriu. Aquestes es pinten amb tinta de carboni per a conferir
conductivitat al paper i s’'uneix a la mascara protectora tal i com es mostra en
la figura 23. La mascara protectora és en un paper recobert d’'un plastificant
impermeable que protegeix el substrat de la solucio a determinar. Aquesta
mascara té un petit orifici que deixa al descobert el substrat de paper, en el
qual s’hi deposita la membrana selectiva de ions. Per a preparar la
membrana, s’han dissolt tots els components presentats en la Taula 1, amb
tetrahidrofura (THF). S’ha utilitzat THF com a dissolvent degut a que és un
dissolvent dipolar aprotic, poc viscos i capac de solubilitzar tots els

components.8?

9.2. Optimitzaci6 dels analisis:

Dos aspectes a tenir en compte per tal de tenir una determinacié optima de la

concentracié de creatinina en mostres reals mitjangant la utilitzacio del ISE

presentat, son la dilucié de la mostra i el pH. A partir de la dilucié es redueix

significativament I'acumulacié d’espécies interferents sobre la superficie del

sensor a I'hora de determinar mostres reals (biofouling). A més d’aixo, al diluir la

mostra, s’obté una concentracio de creatinina que es troba dintre de l'interval de

linealitat dels sensors. Pel que fa el pH, s’ha demostrat que els parametres de
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deteccid es milloren, degut a que el pKa de la creatinina és 4.8. Per tant, per sota
d’un pH de 4.8, I'espécie predominant en solucid, sera la creatinina cationica.®?
En la corba representada (figura 24) s’'observa que el valor maxim de la resposta
del potenciometre (EMF/mV) s’assoleix quan el pH de la solucié és 3.8 i que tal
com augmenta el pH, la resposta potenciomeétrica disminueix de manera
constant.8? Aquest fet demostra la importancia de calibrar el pH a I'hora de

determinar creatinina en mostres reals.

T T T T T

B

pH 2.8

EMF / mV

59.2 mV

E
b

L
L

Figura 24: Variacié de la resposta potenciométrica (eix y), a mesura que el pH (eix x) varia. &

El fet d’incorporar un ionofor al electrode, comporta una notable millora en la
selectivitat i afinitat d’aquest per la creatinina. Tot i aixi, aquest sistema
electroquimic ha de ser capa¢ de mantenir aguest comportament selectiu i eficag
a I'nora de determinar creatinina en mostres reals, en particular, en fluids
bioldgics com és el cas de l'orina. El calix[4]pyrrole utilitzat com a ionofor en la
fabricacio de la membrana del ISE, té una forta afinitat per la forma cationica de
la creatinina. Per tant, s’ajusta el pH de les mostres per a que sigui inferior al pKa
de la creatinina.®* El problema de treballar a un pH inferior a 7.9, és que en
mostres reals d’orina obtingudes de pacients fumadors, hi ha preséncia de
nicotina en la seva forma cationica, degut a que és el pKal de la nicotina. La
nicotina en la seva forma cationica també té una forta afinitat pel ionofor, tal i com

s’ha observat en estudis previs recents. Per tant, es produeixen interferéncies a
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'hora de determinar la concentracié de creatinina en mostres reals de
determinats pacients, ja que la resposta instrumental en I'analisi correspondra a

ambdues especies (figura 25).

R . 4 . . +
[(nicotina) Hz2] [(nicotina) H] nicotina

e + e
[|creatinina) H] creatinina

pKa creatinina (4.8)
pKas nicotina (3.217.9)

Figura 25: pKas de la creatinina (vermell) i la nicotina (blau).

Tinc dos incognites en una sola equacié, aixi que es treballa a un pH diferent
(pH=7.4), on el senyal de potencial és majoritariament corresponent a la nicotina,
ja que a aquest pH, la concentracié de i6 creatinina sera practicament nul-la.
D’aquesta manera podria tenir dos incognites en dos equacions per fer un
sistema d’equacions, perd s’ha de tenir en compte que en solucié, a major o
menor concentracio, tindré també nicotina doblement carregada i altres espécies
carregades que alteraran el valor de potencial. Per tant, s’ha de treballar amb
una matriu de sensors i amb un model de calibratge multivariant per a la

determinacio de la concentracio de cada espécie.

L’afinitat que presenta la nicotina pel ionofor és similar a la que presenta la

creatinina pel mateix.

T e MNH
N 4
A T Ty HN= ™,
H 1 | N—CH;
" C_HE /‘“*-,_,_/{
9]
Nicotina Creatinina

Figura 26: Estructura molecular de la Nicotina i la Creatinina.
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Tant la creatinina com la nicotina presenten unes dimensions moleculars optimes
per introduir-se en linterior del iondfor i unir-se a aquests mitjangcant maltiples
interaccions supramoleculars. A més, cal tenir en compte que ambdues especies
es poden desprotonar, en el cas de la creatinina només una vegada i en el cas

de la nicotina dos.

La matriu de sensors que es proposa esta composta d’'un electrode de tipus ISE
i un electrode blanc. Cadascun amb una membrana selectiva de ions composta
dels components presentats en la Taula 2. El blanc tendeix a captar totes les
especies positives de la mostra (cations monovalents preferentment), tot i que
aquestes tenen preferencia per estar en solucio que en la membrana plastica del
blanc. D’aquesta manera es descarta qualsevol potencial generat per una
espécie negativa, ja que el KBARF només tindra afinitat per especies
cationiques. L'ISE, conté el ionofor, el que comporta una millora en la selectivitat
per la determinacié de creatinina, tot i que també té forta afinitat per la nicotina.
Encara i aixi altres especies cationiques seran captades pel ionofor, pero amb

menor afinitat.

Figura 27: Matriu de sensors composta d'un blanc i un ISE.

9.5. Analisi de mostres:

En la determinacié de mostres reals, tal i com s‘ha comentat anteriorment, s’ha
d’ajustar el pH per tal de tenir la maxima concentracié de creatinina catidnica.
Per realitzar la mesura, els eléctrodes de la matriu presentada en l'apartat
anterior el blanc i el ISE actuen com a electrodes de treball, mentre que com a
electrode de referencia es fa us d’un eléctrode comercial de plata-clorur de plata

(Ag/AgCl). La diferencia de potencial que provoca la presencia de creatinina o el
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seu principal interferent, la nicotina, al interaccionar amb el ionofor, €s major a la
que pot aportar qualsevol altra especie atomica cationica. Aixo és degut a la forca
d’interaccio que tenen unes i altres espécies amb el ionofor. En el cas dels atoms
cationics, I'unica interaccidé que hi haura sera del tipus i6-dipol entre ell mateix i
els grups fosfonat del calix[4]pyrrole, de manera que la for¢a d’enllac és baixa i
per tant la diferencia de potencial que aporten aquestes espécies €s menor. En
canvi, les formes cationiques de la creatinina o la nicotina, tenen una série de
interaccions supramoleculars amb el ionofor que provoquen un augment en la
constant d’enllag entre aquestes espécies i per tant, la diferéncia de potencial

d’aquestes dues és major (figura 28).82

EMF f mV

Figura 28: Diferéncia de potencial tal com varia la concentracio de les espécies cationiques creatinina, potassi i sodi.
Eix x: Variacié de temps (s); eix y: Variacié de potencial (mV).%*

e Model multivariant:

L’objectiu principal del model PLS és correlacionar els valors de potencial
obtinguts en les diferents mesures a diferents pH tant del blanc com del ionofor
(resposta instrumental), amb la concentracid de creatinina. En la taula 4 es
presenten aquestes relacions, on per a cada valor de la concentraci6 de
creatinina, s’observa el senyal de potencial tant del blanc com del ionofor a
diferents pH. Aquesta taula proporcionada pel meu grup de laboratori, s’ha creat
a partir de la mesura dels potencials de les diferents mostres a diferents
concentracions conegudes de creatinina i nicotina. D’aquesta manera podem
coneéixer a cada concentracio i pH el senyal de potencial obtingut i crear un model

multivariant.
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Taula 4: Variacid de potencial en el ISE i el blanc a pH 3.8 i 7.4, tal i com varia la concentracid de creatinina i nicotina.

Nimero |Log([creatinine,M])Log{[nicotine,M]) EMF Blank pH 3.8/ EMFIn 1 pH 3.8 |EMF Blanks pH 7.4 (mV)| EMF In1pH 7.4 (mV)
1 -3 -3 145 172 18 64
2 3 -6 114 147 3 14
3 3 -6,1 121 154 1 11
4 -2 -5 178 215 31 71
5 2 -6 167 214 13 42
6 -2 -6,1 179 210 12 40
7 -2,3 -5 165 203 27 72
8 -2,3 -6 157 205 6 32
9 -2,3 -6 158 207 -2 23

10 -2 -5,2 181 223 32 64
11 -3 -5,2 126 162 15 40
12 -2 -4,7 182 227 50 86
13 -3 -4,7 149 185 45 78
14 -3 -5,7 119 164 2

15 -4 -3,7 76 141 2 ]
16 -2 -5,4 174 220 39 67
17 -3 -5,4 127 178 g 26
18 -4 -5,4 71 136 4 28
19 -2,5 -4,7 168 190 52 a7
20 -2,5 -3 153 192 24 68
21 -2,5 -5,4 146 177 11 33
22 -2,5 -5,7 151 196 12 33
23 -2,5 -6 145 182 10 30
24 -3,5 -6 96 144 2 7
25 -3,5 -5,4 113 156 43 61

EMF Blank, correspon al senyal de potencial obtingut del eléctrode blanc, tant a
pH 3.8 com a pH 7.4, mentre que EMF In 1, correspon a la resposta de potencial
obtinguda en I'lSE a pH 3.8 i pH 7.4. Tal i com s’aprecia en la taula, al treballar
a pH=7,4 el senyal de potencial és menor, degut a la menor concentracio

d’espécies carregades que hi ha en respecte pH=3,8.

A partir de taules com aquesta, en les quals s’estableix una relacié entre la
resposta instrumental (potencial) i els parametres a determinar (concentracio de
creatinina) , es pot crear un model multivariant PLS. Quan s’analitzin mostres
reals, automaticament, tenint en compte el model multivariant PLS creat,
s’obtindra una concentracié de creatinina mitjangcant la mesura de la variacio del

valor de potencial en la mostra.
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10. Conclusions:
e Catala:

En aquest treball s’ha estudiat I'aplicabilitat de les matrius de sensors en la
determinacié d’analits en mostres quimicament complexes. L’evolucié d’aquests
sistemes ha permes la classificacié i/o quantificacié d’'un gran nombre d’especies
de manera efica¢ i amb un temps d’analisi curt. A més d’aixo, mitjancant la
utilitzacié de materials de baix cost com a substrat per a la fabricacié de matrius
de sensors, es poden reduir els costos de fabricacido d’aquests sistemes, de
manera que poden tenir una major accessibilitat a nivell mundial. En el cas del
substrat usat en la proposta de projecte, el paper, no nomeés es tracta d'un
material economic i ideal degut a la seva capacitat d’absorcio, sin6 que també

€s un material biodegradable, aixi que és facil de reciclar.

La determinacié de creatinina en mostres d’orina mitjangant I'is de matrius
potenciometriques presenta una bona visié de futur, vist que es tracta d'un
metode no invasiu, velog i facil de manipular, que permetra que el mateix pacient
pugui realitzar un seguiment de la concentracié de creatinina en orina a casa

seva i que pugi predir I'aparicié de CKD.

El fet d’incorporar un ISE com a eléctrode de treball, proporciona una bona
selectivitat i bons limits de detecci6 per a la creatinina en mostres d’orina. Tot i
aixi altres especies ,com la nicotina, interfereixen en la mesura del potencial. Al
treballar amb una matriu de sensors i mitjangant un model de calibratge PLS, es
poden correlacionar els senyals de potencial obtinguts de I'analisi de les mostres
amb la concentracio de creatinina en preséncia d’altres espécies interferents. En
el meu cas, la matriu de sensors esta constituida per dos eléctrodes de treball i
un eléctrode de referéncia, perd l'ideal seria treballar amb el maxim nombre
d’eléctrodes de treball possibles per tal d’obtenir la major informacié possible per
poder establir una millor correlacié entre els potencials obtinguts i concentracio

de creatinina de la mostra.
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e English:

In this project we studied the applicability of sensor arrays for the determination
of analytes in chemistry complex samples. The evolution of these systems
allowed the effective classification and quantification of a huge group of species
into a short analysis time. Apart from that, using low-cost materials as substrates
to fabricate sensor arrays, lead to a decrease of the fabrication costs, so that,
there could be a major accessibility worldwide. The substrate used for this project,
paper, is a cheap biodegradable solution, easy to recycle and with a high capacity

of absorption.

The determination of creatinine in urine samples using potentiometric sensor
arrays, has a good future vision, as it is a non-invasive method, fast and easy to
manipulate, allowing the patient to perform himself a creatinine concentration

tracing in urine at home to predict the emergence of CKD.

The incorporation of an ISE as working electrode, provides good selectivity and
limits of detection for creatinine in urine samples. Nevertheless, there are other
species, as the nicotine, that interfere in the measurement of the potential.
Working with a sensor array and using a multivariant calibration model PLS, the
obtained potential signals in the sample’s measurements could be correlated with
the creatinine’s concentration in presence of other interfering species. In my case,
the sensor array is constituted by two working electrodes and one reference
electrode, but the ideal would be to work with a major number of working
electrodes in order to get as much information as possible, so as to obtain a better
correlation between the obtained potential signals and the creatinine’s

concentration in the samples.
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