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Introduccién

La Espectroelectroquimica es una técnica instrumental de respuesta multiple en
la que se combina una técnica electroquimica con una técnica espectroscopica
proporcionando informacion simultanea y complementaria sobre un sistema quimico en
el que se perturba su equilibrio. Desde su invencién por Kuwana hace méas de 50 afios,
han sido muchos los articulos publicados sobre dispositivos y aplicaciones de esta
técnica, habiéndose utilizado para el estudio de moléculas y materiales de muy diversa
naturaleza. Los desarrollos tecnolégicos han sido muy numerosos, pero sin embargo,
en general, puede considerarse que tanto los dispositivos como el tratamiento de los
resultados presentan una alta complejidad. Quizas sea esta la razén por la que existe
una limitada aplicacion de esta técnica en aplicaciones puramente analiticas. Sin lugar
a dudas, la espectroelectroguimica es una técnica instrumental con grandes
posibilidades analiticas. Son numerosos los mecanismo de reaccion elucidados gracias
a la espectroelectroquimica, del mismo modo, las aplicaciones en la caracterizacion de
materiales ilustran la potencialidad de esta técnica. Incluso se ha utlizado para la
obtencion de pardmetros quimico-fisicos caracteristicos de las moléculas que
dificilmente son obtenidos mediante otras técnicas, y sin embargo, la Quimica Analitica
todavia no ha aprovechado las bondades de esta técnica de respuesta multiple. Como
se indica en uno de los articulos mas citados sobre espectroelectroquimica, esta
técnica recoge lo mejor de dos mundos diferentes, que ademas son complementarios.
Tanto la electroquimica como la espectrofotometria de absorcion molecular en el
UV/Vis, por si mismas, presentan una alta limitacion en la selectividad de los andlisis.
Particularmente, la electroquimica carece de la especificidad molecular suficiente para
resolver mezclas complejas, que unida al alto grado de solapamiento de sefales en
moléculas de naturaleza similar, limita sus aplicaciones a no ser que se combine con
una técnica de separaciéon. Sin embargo, presenta la ventaja de perturbar faciimente
los sistemas quimicos, poseyendo una propiedad que no se suele tener en cuenta a la
hora de realizar analisis quimico y que consiste en que la medida se realiza en
condiciones alejadas del equilibrio. Por lo tanto podemos afirmar que es una técnica
intrinsecamente dinamica. Del mismo modo, la espectrofotometria de absorcién
molecular, aunque contiene informacion molecular, el alto solapamiento de bandas no
permite separar las sefiales analiticas de modo sencillo. Por ello, en numerosas
ocasiones, al igual que la electroquimica, se combina también con técnicas de

separacién. Sin embargo, muchos compuestos que no presentan bandas
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Introduccioén

caracteristicas en el espectro visible en alguna de sus formas redox, si que dan lugar a
cambios espectrales cuando son oxidadas o reducidas. La espectrofotometria que
suele ser una técnica en la que se mide en el equilibrio, se aprovecha de la naturaleza
dinAmica de la electroquimica. Y la electroquimica se aprovecha de la informacion
molecular de la espectrofotometria. Es practicamente imposible que dos compuestos
qguimicos se oxiden y reduzcan al mismo potencial y que a su vez tengan el mismo
espectro. Por ello, y aprovechando las herramientas matematicas existentes en la
actualidad, hacen que la espectroelectroquimica sea una técnica con una alta
potencialidad en el andlisis quimico con un futuro prometedor, permitiendo resolver
mezclas realmente complejas de moléculas de alto interés, sin necesidad de ser
acoplada con una técnica de separaciéon, como se demuestra a lo largo de esa Tesis
Doctoral. El principal objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo de nuevas
metodologias que permitan una facil obtencibn y tratamiento de datos
espectroelectroquimicos con alta reproducibilidad. Para ello se ha decido trabajar con
electrodos serigrafiados de carbono que permiten obtener medidas analiticas con el
mismo estado superficial del electrodo de trabajo, lo que es fundamental para
conseguir medias espectroscéopicas reproducibles, faciltando a la vez el
posicionamiento del sistema Optico de iluminacion y de recoleccién de la luz. Asimismo,
y simultaneamente a los desarrollos tecnoldégicos, también se ha realizado una
seleccion de sistemas quimicos que ilustren las capacidades analiticas de la
espectroelectroquimica de absorciéon molecular en el Ultravioleta/Visible. En concreto,
los neurotransmisores son sustancias de alto interés quimico y biolégico que presentan
una electroquimica y una espectroscopia muy similar, lo que les convierte en moléculas

ideales para demostrar la potencialidad de la espectroelectroquimica.

La presente Tesis Doctoral esta centrada en la determinacion de
neurotransmisores  utilizando  espectroelectroquimica de absorcion en el
Ultravioleta/Visible. En el capitulo 1 de la memoria se realiza una introduccion a los
aspectos fundamentales tanto de la espectroelectroquimica como de los
neurotransmisores que van a ser estudiados. A continuacion en el capitulo 2 se
describen los equipos y los dispositivos espectroelectroquimicos utilizados,
mostrandose experimentos con moléculas habitualmente utilizadas para demonstrar su

correcto funcionamiento. Particularmente relevante es el desarrollo de una nueva celda

20 | Noelia Gonzalez Diéguez



Introduccién

espectroelectroquimica para electrodos serigrafiados que en estos momentos esta
siendo comercializada por la empresa Dropsens S.L. En los resultados y discusion se
pueden distinguir cuatro partes fundamentales. Inicialmente se describe el
comportamiento y determinacion de los neurotransmisores elegidos: dopamina,
adrenalina y L-dopa, que son analizados individualmente con el fin de comprender su
mecanismo de reaccion y sus caracteristicas analiticas, demostrando la gran capacidad
de la espectroelectroquimica no solo para “ver” lo que ocurre en el proceso electrodico,
sino que también se obtienen sefiales de gran calidad analitica. Una de las claras
ventajas de la espectroelectroquimica en analisis, es la intrinseca capacidad de esta
técnica para conocer los mecanismos de reaccion de las moléculas en el proceso
electrédico, lo que permite seleccionar las condiciones optimas para llevar a cabo la
determinacion, comprendiendo en todo momento el comportamiento de los analitos. En
muchas ocasiones, el andlisis electroquimico conduce a métodos ciegos, que son una
verdadera caja negra, en la que sabemos que nuestra sefial es dependiente de la
concentracion de analito, pero no tenemos clara cual son las razones que mejoran o
empeoran nuestro método analitico, e incluso por qué en determinadas ocasiones no
funciona. Por otro lado, la cuantificacién se ha planteado a lo largo de la Tesis Doctoral
como una muestra de las diferentes posibilidades matematicas que permite un conjunto
de datos tan grande. Asi, se han utilizado métodos univariantes basados en la
corriente, absorbancia y derivada de la absorbancia, asi como métodos multivariantes
basados en Partial Least Squares y Parallel Factor Analysis. Este conjunto de
resultados ilustra la potencialidad de la técnica, asi como la versatilidad de la
espectroelectroquimica dependiendo del problema estudiado. Es en la cuarta parte de
los resultados y discusion donde se demuestra la mayor potencialidad de la
espectroelectroquimica en analisis cuantitativo ya que se aborda la determinacién de
mezclas realmente complejas, con un alto nivel de interferencia. En concreto se
estudian mezclas de dopamina con L-dopa y de dopamina con catecol, obteniendo muy
buenos resultados desde el punto de vista cuantitativo. Finalmente en el dltimo capitulo

se recogen las conclusiones fundamentales de este trabajo.
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1. Fundamento teoérico

1.1 FUNDAMENTOS DE ESPECTROELECTROQUIMICA

1.1.1 INTRODUCCION

La espectroelectroquimica es una técnica analitica que permite registrar de
forma simultanea dos sefiales con informacién muy diferente relacionada con un mismo
proceso electrodico. Estas dos sefales son, por una parte la electroquimica y por otra

parte la espectroscopica.

El uso de técnicas electroquimicas acopladas a técnicas espectrofotométricas de
absorcion, emision o reflexion, en las regiones espectrales del ultravioleta, visible e
infrarrojo cercano, permite obtener informacion muy Gtil sobre las transiciones
electrénicas de los reactivos, productos y/o intermedios de reaccién durante una
determinada reaccion electrédica. Esta informacion se consigue registrando los
espectros de absorcién, emision o reflexion mientras se electrolizan las especies

contenidas en la capa de disolucién adyacente al electrodo de trabajo.

Entre las principales  ventajas que presentan las  técnicas
espectroelectroquimicas se encuentran la posibilidad de monitorizar e identificar
especies inestables o intermedios de reaccidon que aparecen durante el proceso de
electrélisis, o la capacidad de realizar estudios dinamicos sobre los procesos

analizados.

A mediados del siglo XX T. Kuwana propuso por primera vez la posibilidad de,
trabajando con un electrodo Opticamente transparente, registrar los espectros de
determinadas especies electroactivas y absorbentes de radiacion UV/Visible durante su
electrolisis [1]. Desde entonces han sido muchos los grupos que han utilizado estas
técnicas aplicandolos a todo tipo de sistemas, desde analitos de interés bioldgico, a
polimeros conductores o complejos metalicos, pasando por materiales de interés en

nanotecnologia como nanoparticulas metalicas o nanoestructuras de carbono [2—-26].

La espectroelectroguimica como técnica combinada permite la utilizacion
simultdnea de practicamente cualquier técnica espectroscopica y electroquimica,
combinacion que finalmente dependera del objetivo del estudio a llevar a cabo. Por

ejemplo, en analisis cuantitativo las técnicas espectroelectroquimicas de absorcion en
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el UV/Visible son las mas adecuadas, siempre que las especies sean electroactivas y
absorban radiacion en esta region espectral [15,16,27-31]. Si el objetivo de la técnica
es obtener informacién estructural del sistema bajo estudio, entonces lo mas adecuado
es utilizar técnicas especificas como la absorcion o reflexion en el Infrarrojo
[9,11,13,32-36], Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [4,37-41] o la Espectroscopia
Raman [25,34,42-51]. Si ademas de la informacién estructural, se sospecha que
pueden existir radicales en el medio de trabajo lo mas aconsejable es aplicar la

resonancia de spin electronico (RSE) [2,35,52-56].

En la Tabla 1 se muestra una comparacion entre estas técnicas
espectroelectroquimicas que registran in situ los cambios ocurridos en el medio de

reaccion:

Tablal. Comparacion de técnicas espectroelectroquimicas (SEC) in-situ [57].

B INFORMACION TIEMPO DE
TECNICA SENSIBILIDAD - SELECTIVIDAD B,
SEC UV-Vis

buena muy pobre muy pobre buena
(OTTLE/OTE)
SEC REFLEXION UV-
v buena muy pobre muy pobre buena

IS
SEC RMN muy pobre buena muy pobre muy pobre

excelente para
SECRSE ) buena pobre buena
radicales
SECIR buena muy buena muy pobre muy pobre
SEC RAMAN pobre muy buena pobre buena
SEC RAMAN SERS excelente muy buena excelente buena
ELIPSOMETRIA excelente pobre buena buena

En cuanto a las técnicas electroquimicas habitualmente utilizadas para combinar
con las espectroscopicas anteriormente mencionadas, cabe destacar dos de ellas, la

cronoamperometria y la voltamperometria, usadas de forma masiva.
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1. Fundamento teoérico

La cronoamperometria [58,59] consiste en analizar la evolucién temporal de la
intensidad de corriente al aplicar un potencial fijo al sistema, potencial en el cual tiene
lugar la reaccion electrédica. En la voltamperometria [58,59], sin embargo, se aplica
una rampa de potenciales en un rango en el se produce la transferencia electrénica
registrandose el valor de intensidad de corriente en cada uno de los valores de

potencial aplicados.

Menos utilizadas son las técnicas cronopotenciométricas [58,59], en las cuales
se registran las variaciones de potencial al aplicar un valor constante de intensidad de
corriente o las técnicas de pulsos [58,59], extremadamente Utiles para la determinacion
cuantitativa de especies organicas e inorganicas ya que implican una notable mejora de
la relacién corriente faradaica/no faradaica. Por dltimo indicar, que ocasionalmente se
utilizan técnicas voltamperométricas de redisolucion con fines cuantitativos acopladas a
la espectroscopia [58,59] donde se deposita un analito sobre la superficie del electrodo,
el cual se detectard al producirse su redisolucion durante un barrido de potencial

adecuado.

Por dltimo mencionar la combinacion de la microbalanza electroquimica de
cristal de cuarzo (EQCM) con técnicas espectroelectroquimicas [60,61], a través de la
cual se pueden correlacionar las reacciones ocurridas en la superficie del electrodo con

los cambios de masa en la misma.

1.1.2 ESPECTROELECTROQUIMICA DE ABSORCION EN EL UV /VISIBLE

En este trabajo se van a presentar los resultados experimentales obtenidos
mediante medidas espectroelectroquimicas basadas en la absorcién de radiacion
electromagnética por parte de los analitos estudiados, cuando dicho haz de luz es
reflejado sobre la superficie del electrodo. A continuacion se explican las bases teoricas
de las técnicas espectroelectroquimicas de absorcion en la region UV/Visible del
espectro electromagnético, que ayudaran a comprender el método de trabajo utilizado

asi como el analisis de los resultados obtenidos.

En una experiencia espectroelectroquimica de absorcion en el UV/Vis, las
variaciones de la luz absorbida por un sistema quimico pueden ser registradas en

funcién de:
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v'la longitud de onda a una diferencia de potencial determinada, denominado

ESPECTRO DE ABSORCION.

v el potencial aplicado o el tiempo a una longitud de onda determinada, denominado

VOLTABSORCIOGRAMA.

Por otro lado se dispondra siempre de la sefial electroquimica, que en este

trabajo sera en todos los casos voltamperogramas.

Los votabsorciogramas y voltamperogramas obtenidos son muy Uutiles para
estudiar el mecanismo de oxidacién y/o reduccion de los analitos, es decir, ayudan a
determinar el mecanismo de reaccion del sistema objeto de estudio. Por otro lado, los
espectros de absorcion registrados a diferentes potenciales suministran gran cantidad
de informacidén que permiten caracterizar tanto los productos como los intermedios de
reaccion. En general, las técnicas espectroelectroquimicas de absorcion en el UV/Vis
ayudan a identificar el centro redox implicado en el proceso de transferencia electronica
y caracterizar los productos de la oxidacion y/o reduccién gracias a la doble informacion

obtenida, electroquimica y espectroscopica.

Un problema que complica en muchas ocasiones la interpretacion de
experiencias puramente electroquimicas, como es la aparicion de intermedios o
productos secundarios de reaccién, es simplificado con frecuencia al combinar estas
dos técnicas, ya que es mas sencillo obtener informacién directa sobre practicamente
toda especie generada y/o consumida durante la reaccién sobre el electrodo de trabajo
[15,62].

Tomando como base la difusion de las especies desde y hacia la superficie del
electrodo donde ocurre el proceso de transferencia electronica, se puede hablar de dos
métodos de trabajo diferentes segun se limite o0 no el espacio en el que estas especies
difunden:

v REGIMEN DE DIFUSION SEMI-INFINITA: nNO existe ninguna restriccion en el espacio en el
cual pueden difundir las especies generadas durante la reaccion electrodica
[6,16,31,35,52,63-68].
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v' REGIMEN DE DIFUSION EN CAPA FINA: el espacio en el cual difunden las especies
electroactivas queda confinado a una estrecha capa delimitada por dos paredes
paralelas y enfrentadas. Una de ellas es el electrodo de trabajo, mientras que la otra
puede ser una pared inerte u otro electrodo de trabajo gemelo al anterior. En este
modo de trabajo, las especies quedan electrolizadas completamente en un corto
espacio tiempo, dependiendo siempre del espesor de la capa fina, lo cual supone

una ventaja para determinadas aplicaciones [12,13,29,33,62,66,68—72].

Genéricamente una celda electroquimica consta de tres electrodos, el electrodo
de trabajo en el cual ocurre la reaccion electrddica, el electrodo de referencia frente al
gue se mide el potencial aplicado al de trabajo, y el contraelectrodo. Para que esta
celda se convierta en una celda espectroelectroquimica, debe hacerse pasar un haz de
luz (de la naturaleza deseada) con el objetivo de estudiar las especies electroactivas
consumidas, generadas y/o adsorbidas sobre la superficie electrodica. Segun el modo
de incidencia del haz de radiacion en el electrodo de trabajo las celdas
espectroelectroquimicas y, por lo tanto, las medidas espectroelectroquimicas, se

pueden clasificar en tres grupos generales:

v CELDAS DE TRANSMISION NORMAL (Figura 1.a): el haz de radiacion incide
perpendicularmente a la superficie del electrodo de trabajo, siendo imprescindible

gue éste sea Opticamente transparente.

v' CELDAS DE REFLEXION: el haz de radiacion es reflejado sobre la superficie del
electrodo antes de llegar al detector. Existen dos modos basicos de realizar medidas
de reflexion. La primera es la denominada de REFLEXION ESPECULAR, donde el haz de
radiacion es reflejado sobre la superficie metélica del electrodo de trabajo pasando a
través de la disolucion antes y después de la reflexion (Figura 1.b). El segundo tipo
son las llamadas de REFLEXION INTERNA (Figura 1.c), en las que el haz de radiacion
incide por la parte anterior o trasera del electrodo Opticamente transparente con un
angulo superior al critico de modo que es totalmente reflejado. Como consecuencia
solo las moléculas situadas muy cerca de la superficie del electrodo pueden
absorber parte de la luz incidente, lo que hace que se midan valores de absorbancia
muy bajos. Para aumentar esta sefial, se han disefiado celdas en las que el haz se
refleja multiples veces sobre el electrodo 6pticamente transparente.
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v' CELDAS DE CONFIGURACION PARALELA (Figura 1.d): el haz de radiacion incide
paralelamente a la superficie del electrodo que debe ser perfectamente plana,

siendo muy importante la alineacion del haz de radiacién con dicha superficie.

a b ¢ hv d
solution solution solution solution

¥ 1 / hv Y, Y,

v
an]

hv

\ \ S hv

metallic
transparent metallic
electrode reflectant transparent  electrode
electrode
electrode

Figura 1. Esquemas de diferentes celdas espectroelectroquimicas en funcién del modo
de incidencia de la radiacion electromagnética sobre el electrodo de trabajo. (a)
Celda de transmision normal, (b) Celda de reflexion especular, (c) Celda de

reflexién interna y (d) Celda de configuracion paralela.[62]

Asi, tal y como queda reflejado en la Figura 1, las medidas realizadas con celdas
de transmisién normal y de reflexion interna tienen una particularidad, los electrodos
deben de ser Opticamente transparentes y conductores de la electricidad. Conseguir
gue un electrodo tenga una alta transparencia y ademas sea muy conductor no siempre
es sencillo, por lo que habitualmente se tiene que llegar a soluciones de compromiso.

Las alternativas mas comunes para este tipo de electrodos son las siguientes:

v" MINIREJILLAS DE FINOS HILOS METALICOS, generalmente oro o platino, que agrupan cientos de

hilos por centimetro, y las aberturas presentes les confieren su transparencia [62,69,73—75].

v' PELICULAS FINAS de metales como oro o platino, de materiales semiconductores como el
O6xido de indio y estafio (ITO), o de materiales nanoestructurados de carbono como
nanotubos de carbono o grafeno, depositadas sobre vidrio, cuarzo o un sustrato polimérico
que sea transparente a la radiacion en la regibn espectral estudiada
[6,13,20,32,62,67,69,73,76].
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Desde este punto de vista, uno de los dispositivos mas utilizados y que mas
informacion ha suministrado sobre multitud de sistemas son las celdas con electrodos
Opticamente transparente de capa fina (OTTLE). Existen muchas variantes de la
primera celda de estas caracteristicas propuesta por Heineman y colaboradores en
1971 [75].

RE

quartz cell
d=0.5mm

N, flux at RT

Figura 2. Representacién esquematica de una celda OTTLE de transmision a
temperatura controlada. [62]

La Figura 2 muestra un ejemplo de celda OTTLE [62] donde el electrodo
Opticamente transparente es una malla de platino-rodio El disefio permite una buena
reproducibilidad en la posicion de los electrodos y que el volumen a analizar sea muy
pequefio. Ademas es posible realizar experiencias a temperatura controlada, una
variable muy importante en toda reaccién electroquimica. EI mayor problema de este

disefio es la gran caida 6hmica de las sefales registradas.

Con el objetivo de disminuir el efecto de la caida 6hmica se han propuesto
diferentes soluciones. Una de basa en trabajar con una celda de capa fina con

estructura tipo sandwich como las mostradas en la Figura 3 [72,74].
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@25 mm

(b)

Figura 3. Representacion esquematica de celdas OTTLE tipo sandwich (a) para medidas

de transmision en el infrarrojo [74] y en el UV-Vis [72].

1.1.3 ESPECTROELECTROQUIMICA DE REFLEXION EN EL UV /VISIBLE

Los estudios realizados en este trabajo se han llevado a cabo utilizando la
técnica espectroelectroquimica de reflexion especular de incidencia normal,
permitiendo realizar no solo estudios de mecanismo de reaccidn sino también obtener

informacion cuantitativa y cualitativa de los sistemas biolégicos objeto de estudio.

Como se ha comentado anteriormente, en la reflexion especular un haz de
radiacion incide sobre la superficie del electrodo, siendo parcialmente reflejada y
absorbida (Figura 4). Dependiendo de las condiciones de trabajo y del sistema objeto

de estudio, esta técnica puede proporcionar informacion tanto sobre especies
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generadas y/o consumidas durante la reaccion electrodica presentes en la disolucion
adyacente a la superficie del electrodo de trabajo como sobre homogeneidad y espesor

de una pelicula depositada sobre el citado electrodo.

O

Electrodo

Disolucién

v L

Figura 4. Esquema del modo de medida en la técnica espectroelectroquimica reflexion

de incidencia normal.

Dentro de las diferentes configuraciones de trabajo que se pueden utilizar para
trabajar en espectroelectroquimica de reflexién en este trabajo se ha hecho uso de la
denominada espectroelectroquimica de reflexion de incidencia casi normal (NNIRS)
propuesta por Pyun y Park [77] (Figura 5). Este tipo de medidas se consiguen utilizando
una sonda de fibra Optica de reflexidbn colocada perpendicular y muy cerca de la
superficie del electrodo de trabajo que ha de ser reflectante, sonda de reflexion que es
capaz de conducir la radiacion procedente de la fuente hasta la superficie del electrodo
y la disolucion adyacente a él, y desde éste hasta el detector. Con este tipo de
dispositivo se puede realizar tanto estudios sobre las especies presentes en la

disolucién como para peliculas adsorbidas sobre el electrodo de trabajo.

Esta configuracion es simple y muy versétil para medidas en difusion semi-
infinita y peliculas finas [65]. El principal requisito es que el electrodo de trabajo sea de
un material altamente pulido para que la luz procedente de la fibra Optica pueda

reflejarse correctamente bajo las condiciones adecuadas.
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Figura 5. Diagrama esquematico de una celda utilizada en medidas NNIRS [77].

1.2 ELECTRODOS SERIGRAFIADOS

El desarrollo de nuevos sensores electroguimicos Utiles para analisis rutinarios
hace que los electrodos convencionales de oro, platino o carbono no sean muy tiles,
ya que habitualmente tras una determinaciéon quedan modificados, siendo necesaria su
limpieza para recuperar el estado inicial del mismo, lo que alarga el analisis no
haciendo los analisis muy reproducibles en algunos casos. Por otro lado, es cada vez
mas habitual trabajar con volumenes de muestra muy reducidos, lo que supone adaptar
las celdas electroquimicas convencionales para posibilitar el analisis de

microvoliumenes.

En esta linea, los electrodos serigrafiados (SPE) se presentan como una
solucion que incluyen en un solo dispositivo el electrodo de referencia, el de trabajo y el
contraelectrodo (Figura 6). La tecnologia de serigrafiado consiste en la fabricacion de
estos dispositivos con técnicas de impresién de tintas con diferentes caracteristicas
sobre sustratos aislantes de diferente naturaleza como plastico o ceramica [78-84].
Utilizando sucesivamente mascaras adecuadas se consigue depositar tanto los

electrodos con la geometria deseada, como los contactos eléctricos de cada uno de
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ellos. Las tintas mas habituales son las que contienen plata o carbono, pero éstas

pueden ser modificadas con otros materiales como enzimas, nanoparticulas metalicas,
nanotubos de carbono, polimeros o agentes complejantes, para mejorar la sensibilidad

y/o selectividad del andlisis en el que se vaya a utilizar el electrodo serigrafiado final.

Squeegee

Opening
in screen

Screen

Screen
frame

]
]
Screened
pattern
Support

@)

b1

a. Vias b. Electrodo c. Electrodo  d. Contraelectrodo e. Tinta
de plata de referencia de trabajo aislante

(b)

Figura 6. (a) Proceso de serigrafiado [83]. (b) Etapas para fabricar un electrodo
serigrafiado (SPE).

Entre las ventajas mas destacables de los electrodos serigrafiados se
encuentran su flexibilidad en el disefio de dichos electrodos, la automatizacién del
proceso de fabricacién, la buena reproducibilidad del proceso y de los electrodos
obtenidos, asi como la posibilidad de fabricarlos con un gran abanico de materiales.

Esto ultimo unido a las amplias vias de modificacion a las que se puede someter la
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superficie del electrodo de trabajo, como por ejemplo, enzimas, nanoparticulas,
polimeros les hace buenos candidatos en el campo del electroanalisis o la catélisis [85—
98]. Asi una de las vias mas explotadas en la actualidad es su utilizacion como
plataformas para construir diversos biosensores como son los enzimaticos, los

Inmunosensores o los genosensores [81,85,88—-93,97,98].

Una de las desventajas que presentan estos electrodos son por una parte la
reproducibilidad, cuestionada en muchas ocasiones, aunque los actuales desarrollos y
medios de fabricacion van solventando estos problemas. Por otro lado, la necesidad de
utilizar tintas de impresion que suelen contener algunos aglutinantes minerales o
polimeros aislantes que mejoran la adherencia sobre el sustrato [99] hace que aumente
la resistencia de los electrodos serigrafiados, lo que se traduce en unas cinéticas mas
lentas de las registradas por ejemplo en electrodos de carbono vitreo. Se han descrito
procedimientos en los que se ha sometido a electrodos de carbono a un tratamiento
previo con mejoras significativas en cuanto a los procesos de transferencia electronica

en los que se han utilizado posteriormente [100-109].

Siguiendo esta linea se han desarrollo diferentes métodos de tratamiento
superficial para mejorar las propiedades electroquimicas de SPEs que han llamado
mucho la atencion [110-112]. Asi, el objetivo principal del pretratamiento previo de
SPEs es eliminar componentes organicos o contaminantes de la tinta, aumentar la

rugosidad de la superficie o incrementar la funcionalidad del electrodo.

1.3 NEUROTRANSMISORES Y AMINOACIDOS

1.3.1 DOPAMINA

La dopamina (Figura 7) es un importante neurotransmisor del grupo de las
catecolaminas que actia de mensajero en el sistema nervioso central de los
mamiferos. Participa en muchas funciones biolégicas como son las cognitivas,
locomocién, emocionales o de regulacion del sistema endocrino. Diversos estudios
indican que variaciones en los niveles de este neurotransmisor tienen una clara
relacion con desordenes neurolégicos, como la enfermedad de Parkinson y la

esquizofrenia, jugando también un papel fundamental en el sistema periférico como
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modulador o regulador en los sistemas renal, hormonal, gastrointestinal y
cardiovascular. Por lo tanto, tiene mucha importancia el desarrollo de métodos
adecuados para determinar dopamina que sean rapidos, sencillos y altamente

sensibles y/o selectivos [113-116].

HO NH>

HO

Figura 7. Estructura de la dopamina.

La dopamina tiene un espectro caracteristico de absorcion (Figura 8) con dos
maximos situados en 220 y 280 nm relacionados con una transicion t—n* y La—Lyp,
respectivamente, lo que hace factible su determinacion espectrofotométrica en

muestras in vitro [117,118].

2.5
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Figura 8. Espectro UV-Vis de dopamina en disolucién acuosa [117].

Por otro lado, este neurotransmisor, al igual que otras catecolaminas, es
facilmente oxidable (Figura 9), por lo que los métodos electroquimicos resultan ser muy

adecuados para su estudio y determinacion [113,119-122].

Los andlisis realizados con estas técnicas instrumentales clasicas dan muy

buenos resultados para analisis in vitro, con muestras en ausencia de interferentes.Sin
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embargo, cuando se quiere determinar dopamina en medios biolégicos o se plantea su
cuantificacion in vivo, los resultados no suelen ser los mas adecuados debido a las

interferencias de muchos analitos habituales en dichos medios.
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Figura 9. Voltamperograma ciclico de dopamina en disolucién acuosa en medio acido.

Entre ellos los mas habituales son el acido ascoérbico, el acido Urico y otros
neurotransmisores como la L-dopa, la adrenalina o la serotonina, ya que se suelen
oxidar a potenciales similares[120,123-125], y en algunas ocasiones presentan

maximos de absorcion en zonas cercanas a la de la dopamina [117,126-129].

Esto ha llevado a proponer multitud de métodos para llevar a cabo una
determinacion selectiva de dopamina en la que la interferencia de estos otros
compuestos sea minima. Asi, se han propuesto multitud de electrodos modificados que
permiten la determinacion de dopamina en presencia de alguno de estos interferentes
utilizando polimeros, enzimas, nanoparticulas y/o nanoestructuras de carbono como
nanotubos [119-122,124,136-140], Tabla 2. En otros casos las propuestas han sido a
una separacion de los analitos previa a su determinacion electroquimica [141-145],
espectroscopica [146,147] o con espectroscopia de masas [148-151], pero
actualmente la linea mas explotada es la deteccidn electroquimica con o sin separacion

previa de los analitos.
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Tabla 2. Modificaciones sobre electrodos de carbono para neurotransmisores.

TIPO DE .
MODIFICACION MEJORAS Y VENTAJAS REFERENCIAS

ELECTRODO
Nanotubos de carbono Aumento de la superficie activa

ELECTRODO . ., [121, 122, 124, 130-
depositados sobre del electrodo, aceleracion de la

DE CARBONO . . . . - 135, 136, 140]
polimeros y ciclodextrinas transferencia electrénica

ELECTRODO

SERIGRAFIADO

Nanotubos de carbono

Eleva la estabilidad quimica y la

conductividad electronica. [120][119]
DE CARBONO Grafeno L . o
Optima resolucion electroquimica
Mejoran la electrocatdlisis. Evitan
) [76,101-105]
Polimeros el ensuciamiento de la superficie
electrédica. [133,136]
Aumentan la sensibilidad y
Surfactantes selectividad. Favorecen la [72,106]
reversibilidad del proceso..
ELECTRODO
DE CARBONO Zeolit Elevada definicion, especificidad
eolitas
VITRIFICADO y selectividad. [90,107]
ELECTRODO Gran actividad catalitica
DE PASTA DE CAW/HNO3 bioldgica. Buena resolucién y [82,108]
CARBONO o
definicion.
] Reduccion tiempo oxidacion.
Nanofibras de carbono [109]

Elevada sensibilidad.

Nanotubos de carbono

Optima resolucion

electroquimica.

[94,96-98,110]

[133,134]

1.3.1.1 Mecanismo de oxidacion de la dopamina.

La dopamina se oxida a través de un proceso bielectronico hasta su forma

quinoidea. En funcién del medio de reaccion y otras variables experimentales, esta
quinona puede sufrir posteriores reacciones quimicas generando una especie

polimérica adsorbida sobre el electrodo que implica la pérdida de actividad del mismo.
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El primer producto de oxidacion de la dopamina es la dopaminoquinona (DAQ),
gue es altamente inestable, y por un proceso de ciclacion intramolecular via adicion
1,4-michael lleva a la generacion del leucodopaminocromo (LDAC), producto facilmente
oxidable hasta dopaminocromo (DAC). ElI dopaminocromo, tras una reacciéon de
isomerizacion, se transforma en un derivado del indol que por oxidacion puede llegar a
polimerizar. Este polimero no conductor, depositado sobre la superficie del electrodo,
es el responsable de la pasivacion del electrodo [125,152-156]. EI mecanismo de
oxidacion de la dopamina es, por lo tanto, de tipo ECE (electroquimico-quimico-

electroquimico) tal y como se detalla en la Figura 10.

)T g

NH, NH,
dopamine (DA) dopaminequinone (DAQ)
C
! | & ’)H + 2 —-.._
dopammcchromc (DAC) leucodopaminechrome (LDAC
C || isomerization poly(5,6-indolequinone)
ox
HO o E
B
9 3‘ 2H+ 26
8 2
1
HO NH 0 NH
5.6-dihydroxylindole 5,6-indolequinone

Figura 10. Mecanismo de oxidacion de la dopamina [152].

Todos los subproductos de oxidacion de la dopamina no son facilmente
detectables electroquimicamente, aunque sus efectos son evidentes al observar la

evolucion del voltamperograma cuando se le somete al electrodo a varios ciclos de
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forma consecutiva [152,154]. En la Figura 11 se aprecia un desplazamiento hacia
sobrepotenciales mayores del maximo de pico, y una significativa disminucion de la
intensidad del mismo, indicando la inactivacion de la superficie electrodica cuando se

realizan diversas voltamperometrias diferencial de impulsos consecutivas [154].

. «—FIRST SCAN
ISO nA .

06 04 oz o —oz E
VOLT Y8 Ag/AgCl

Figura 11. Voltamperograma diferencial de impulsos de dopamina 0.1 mM utilizando un

electrodo de trabajo de platino [154].

Haciendo barridos ciclicos hasta valores mas negativos de potencial se puede llegar a
detectar la oxidacidon-reduccion reversible del DAC, el primero de estos subproductos
(Figura 12). En cualquier caso, la progresiva separacion de los picos relacionados con
la dopamina y con el DAC asi como la disminucion de la intensidad del pico relacionado

con la dopamina, muestra esta inactivacion [152].

Una variable que condiciona esta reversibilidad, y dificulta parcialmente la
aparicion de estos subproductos es el pH del medio de reaccion (Figura 13), [152,157].
Se ha comprobado que la presencia de concentraciones relativamente altas de
protones, inhibe al menos parcialmente, la reaccion de ciclacion por acoplamiento
intramolecular de la dopaminoquinona (Figura 13). Esto implica una menor inactivacion
del electrodo, haciendo posible estudiar esta reaccion sin estos productos de
reacciones laterales, siendo significativamente mas sensibles las sefales
voltamperométricas ya que al disminuir el pH se aprecia un aumento apreciable del

pico anddico.
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Figura 12. Voltamperograma ciclico de dopamina 2 mM utilizando un electrodo de trabajo

de oro [152].
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Figura 13. Voltamperogramas ciclicos de dopamina 2 mM en disoluciones con diferentes

pH utilizando un electrodo de trabajo de oro [152].

1.3.2 ADRENALINA

La adrenalina (Figura 14), también conocida como epinefrina, es una hormona y
un neurotransmisor del grupo de las catecolaminas con funciones relacionadas con el
control de diferentes procesos fisioldgicos en los sistemas vivos [158,159]. La ruta de

biosintesis de éstas y otras catecolaminas, como noradrenalina o dopamina, parten del
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mismo aminoacido, L-tirosina, y bajo la accién de diferentes enzimas generan estos

neurotransmisores [160].

OH
HO

HN
HO “CHj

Figura 14. Estructura de la adrenalina

El estudio y comprension del comportamiento electroquimico de la adrenalina
ayuda significativamente a entender su comportamiento dentro del sistema nervioso

central, y tiene ademas gran relevancia en la investigacion farmacologica.

El estudio y determinacion de adrenalina en fluidos biologicos, tales como la
sangre o la orina, suele ser dificil debido a que suele encontrarse en presencia de
diferentes compuestos, como el &cido ascoérbico, el &cido drico u otros
neurotransmisores. Estos compuestos se oxidan a potenciales similares al de la
adrenalina, lo que supone registrar sefiales electroquimicas muy complicadas donde
aparecen solapadas las respuestas de todos estos analitos, siendo realmente
complicado aislar la contribucién de cada uno de ellos. Una alternativa desarrollada
ampliamente para superar este problema ha sido el de modificar quimicamente la
superficie del electrodo de trabajo, lo que ha llevado en muchas ocasiones a mejorar la
respuesta electroquimica discriminando entre los diferentes compuestos presentes en
el medio de reaccién, lo que ha llevado a aumentar la selectividad de los métodos de
andlisis de adrenalina [133,134,136,161,162] (Tabla 2).

1.3.2.1 Mecanismo de oxidacion de la adrenalina.

En medios muy &cidos la adrenalina (AD) se oxida hasta adrenalinoquinona
(ADQ), una quinona de cadena abierta (ec. 1, Figura 15) [163].

Noelia Gonzélez Diéguez

43



1. Fundamento teoérico

HO OH o OH
[ ]—<< a, \Q_i
+ = o'
c +2H* +2e E;
Ho HaN 1 0/ HaN
CH3

* CHs3
(1)
) OH o OH
N k, L
T
o7 “FHN k. Vs HN +H
CH3 (6] CHg
(2)
o] HO
OH
) S O wpnd
2
—_———
V4 HN N 3
O CHS s CIH3 ( )
leucoadrenochrome

HO
OH
e walyonts
+ —
g ) HaN K3
CH, CH,
4
o4 HO OH ( )
" H
2

3
CH,

adrenochrome

HO
OH e 0 OH
- Iij . +2H* +2e0 E,0
1 o N
CH, |
CH,

(5)

HO
OH K HO
— R +H 2 (o)
N
HO | N
CHa
5,6-dihydroxyl-N-methylindole
(6)
HO
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[163].
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En medios ligeramente acidos o neutros, el mecanismo de oxidacion de la
adrenalina es mas complejo, estando descrito como un mecanismo ECCECE (E:
electroquimico, C: quimico) [163-166], tal y como se muestra en la Figura 15. La
primera etapa pasa por la formacién de ADQ (ec. 1, Figura 15), que via una reacciéon
de adicién intramolecular genera leucoadrenocromo (LADC), ec. 2-3, Figura 15. LADC
puede participar en tres reacciones. Por una parte, puede reaccionar con ADQ a través
de una reaccion de desproporcion generando adrenocromo (ADC) y adrenalina (ec. 4,
Figura 15). Por otra, ya que el LADC es mas facilmente oxidable que la AD, éste puede
oxidarse electroguimicamente hasta ADC (ec. 5, Figura 15). Y, por otra parte, LADC
puede deshidratarse hasta 5,6-dihidroxi-N-metilindol, susceptible de oxidarse hasta 5,6-

diquinona-N-metilindol (ec. 6-7, Figura 15).

A pH basico, igual o superior a 9, esta descrito que la AD no se puede oxidar ya
gue prevalece una reaccion de desproporcion de ésta, ya que su pK. esta en torno a 8
[167], lo que evita su adsorcién sobre la superficie electrédica [168]. Existe igualmente
una clara correlacion entre el pH de la disolucién y la posicién del pico de oxidacion de
AD a ADQ, que se desplaza hacia potenciales mas bajos cuanto mayor es el pH del

medio (Figura 16).

Il | 1 | | | ] | 1

0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 0.800
E/V

Figura 16. Voltamperogramas ciclicos de adrenalina 2 ppm en disoluciones con diferentes

pH utilizando un ultramicroelectrodo de carbono [168].
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1.3.3 L-Dora

L-dopa o levodopa (Figura 17), es un aminoacido que actia como precursor
bioldgico de las catecolaminas, en particular de la dopamina [29,169]. Se metaboliza a
través de una reaccion enzimatica con la dopa-descarboxilasa para generar dopamina.
Esta funcidon de precursor de la dopamina es la principal razén para ser uno de los
medicamentos mas ampliamente utilizados para el tratamiento del Parkinson, ya que la
dopamina directamente no puede atravesar la barrera flujo sanguineo/cerebro
[130,170]. Por lo tanto, la L-dopa es una fuente indirecta de dopamina que ayuda a
mejorar muchos de los problemas motores asociados con el Parkinson en las primeras
etapas de esta enfermedad [171,172]. El problema se encuentra en que tratamientos a
largo plazo con L-dopa inducen fluctuaciones motoras y disquinesia de forma mucho
mas frecuente en los pacientes [130,171,172]. Todo esto lleva a que sea necesario el
desarrollo de técnicas de analisis més eficientes y sensibles que permitan estudiar el

contenido de L-dopa en fluidos bioldgicos.

HO
OH

NH
HO 2

Figura 17. Estructura de la L-dopa.

La determinacion de L-dopa se ha realizado tradicionalmente con técnicas
espectroscopicas [29,126,128,129,173-175], cromatogréficas [148,149,151,176-178],
de electroforesis [141,179,180] o de espectrometria de masas [148,177,181]. Las
técnicas electroquimicas, como la amperometria o la voltamperometria, han resultado
ser de gran utilidad en los ultimos 30 afios para estudiar muchas de las catecolaminas,
entre ellas la L-dopa [169,170,182]. El principal problema de estas técnicas, al igual
gue ocurre con otros neurotransmisores como la dopamina o adrenalina, radica en la
diversas sustancias presentes en los medios biolégicos que pueden actuar de
interferentes en el estudio y determinacion de L-dopa u otras catecolaminas. Para

solventar este problema se han desarrollado un gran numero de sensores
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electroquimicos que habitualmente suponen la modificacion de la superficie electrodica
con diferentes especies como nanotubos de carbono, polimeros, nanoparticulas
metalicas, etc [130,140,183,184].

Algunos trabajos han planteado de forma puntual la combinacion de técnicas
electroquimicas y espectroscopicas permitiendo para estudiar la oxidacion de la L-dopa
en medio neutro [29,185], permitiendo determinar su mecanismo de reaccién, y
combinando la deteccion espectroscépica con la separacion con electroforesis capilar

determinar los intermedios de reaccion [179].

1.3.3.1 Mecanismo de oxidacion de la L-Dopa

El proceso de oxidacién enzimético de la tirosina en medio neutro, precursor de
la L-dopa, esta descrito desde 1927 [186]. Segun ese mecanismo [179,187],
ampliamente aceptado, la L-dopa es oxidada hasta la o-quinona dopaquinona, la cual
es muy inestable. Esta sufre una reorganizacion de forma que la cadena lateral se cicla
obteniéndose el leucodopacromo que se oxida hasta un producto coloreado
denominado dopacromo. Este compuesto ciclado y oxidado, es también inestable por lo
qgue sufre de nuevo un proceso de reorganizacion interna generando como productos
de la reaccion dos productos con estructura inddlica, que posteriormente pueden
participar en procesos de polimerizacion obteniéndose finalmente polimeros con

estructura similar a la melanina.

El proceso de oxidacion electroquimica a pH neutro de L-dopa implica un
mecanismo de reaccion EC (electroquimico-quimico), similar al enzimatico [29], Figura
18.a. De modo que la L-dopa sufre un proceso de electrooxidacion en la superficie del
electrodo hasta dopaquinona. A pH neutro, y conociendo los valores de pKa de la L-
dopa [188], se puede afirmar que la L-dopa y, por lo tanto la dopaquinona, estan en su
forma desprotonada en el grupo carboxilo, teniendo el compuesto una carga neta de
cero. En estas condiciones en que no hay protones suficientes para que el grupo
carboxilo esté en su forma &acida, la dopaquinona sufre una reaccion de adicion
intramolecular de Michael, en la que se produce el ciclado intramolecular del grupo
amino con el anillo de la benzoquinona obteniéndose la ciclodopa o leucodopacromo

[174]. Esta descrito que esta reaccidn quimica es lenta [29]. Esta ciclodopa se puede
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oxidar mas facilmente que la L-dopa, por lo que una vez formada, rapidamente se oxida
hasta dopacromo, bien por reaccion en la superficie del electrodo o bien por reaccién
guimica con la dopaquinona que se produce en gran cantidad en la superficie del
electrodo, siendo mas probable ésta segunda posibilidad [29]. EI dopacromo es

nuevamente precursor de un derivado de la melanina [185].
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Figura 18. Mecanismo de electrooxidacion de la L-dopa (a) en medio neutro (pH = 6-7) [189] y
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(b) en medio ligeramente acido (pH =2-3), y (c) en medio muy acido (pH = 0) [187].

Al igual que en el resto de neurotransmisores de la familia de las catecolaminas,
hay un claro efecto del pH en el proceso de oxidacion de la L-dopa. La Figura 19
muestra los voltamperogramas obtenidos en diferentes condiciones de pH. Asi en
medio muy acido (pH = 0) dnicamente se observa un par de picos relacionados con la
oxidacion de L-dopa a dopaquinona, mostrando una gran estabilidad la o-quinona

(Figura 19.a), siendo el mecanismo el mostrado en la Figura 18.c.
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Figura 19. Voltamperogramas ciclicos de oxidacion L-dopa 1 mM sobre electrodo de
grafito (a) en medio muy acido (pH = 0), (b) en medio ligeramente acido (pH =
2), y (c) en medio neutro (pH = 6.3) [187].
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En cambio cuando el pH aumenta hasta valores de 2 o0 3, aunque prevalece esta
primera oxidacién, con el ciclado sucesivo emerge otro par de picos relacionados con la
oxidacion del leucodopacromo a dopacromo (Figura 19.b), tal y como muestra el
esquema de reaccion mostrado en Figura 18.b. Finalmente, en medio neutro, tal y
como se ha explicado en el mecanismo de reaccion (Figura 18.a), los dos procesos de
oxidacion se aprecian claramente, siendo destacable la significativa disminucion del
pico de reduccion del proceso L-dopa/dopaquinona debido a la inestabilidad de la

dopaquinona en medio neutro y la prevalencia del segundo proceso (Figura 19.c).

1.3.4 CATECOL

El catecol (Figura 20) es un isomero del dihidroxibenceno [63,190,191]
considerado como contaminante medioambiental por la agencia de proteccion del
medio ambiente de Estados Unidos (EPA) y de la Union Europea (EU) debido a su alta
toxicidad, incluso a muy bajas concentraciones [192,193], y a su baja degradabilidad.
Por esta razon este derivado fendlico, al igual que otros fenoles, genera problemas
importantes de salud en los humanos y en los animales, afectando igualmente a los
medios acuaticos y a las plantas [194,195]. Asi por ejemplo, el catecol es un
componente de los cigarrillos y se piensa que podria estar relacionado con el desarrollo
de diferenes tipos de canceres. El catecol es usado junto con otros derivados fendlicos
en multiples industrias como la del caucho, la minera, la farmacedtica, la de los
pesticidas, los colorantes y pinturas o la del aceite [194-196]. Ademas puede actuar

como agente quelante en la quimica de coordinacion y atrapar radicales [197].

OH
OH

Figura 20. Estructura del Catecol
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Por todas las razones anteriormente indicadas resulta necesaria la
determinacion de catecol en medios, que en muchas ocasiones presentan interferentes
con estructuras similares como, por ejemplo, las catecolaminas u otros bifenoles.
Todos estos compuestos con estructuras derivadas del catecol tienen espectros de
absorcion muy similares, y potenciales normales de reduccidon con valores muy
cercanos [121,128,173,198]. Se han utilizado diferentes métodos para su estudio y
cuantificacion como la fluorescencia, la electroforesis capilar, la espectroscopia de
absorcion molecular o la electroquimica [121,128,129,199-201]. Técnicas
espectroelectroquimicas también han demostrado ser Uutiles en el estudio de la
oxidacion de esta molécula al ofrecer simultdneamente la evolucién de los espectros al

variar de forma controlada el potencial aplicado [16,202].

1.3.4.1 Mecanismo de oxidacion del catecol

En medio acido y pH neutro, la electroxidacion del catecol es un proceso quasi-
reversible de dos electrones en el que el producto de reaccion es la o-benzoquinona
[203], Figura 21.a.

OH O
-2e- -2H*

OH O
(@)
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o QL » (X
O

(b)

» Dimer — Polymer

Figura 21. (a) Mecanismo de oxidacion del catecol en medio acido y neutro. (b) Proceso de

hidroxilacién y/o dimerizacion de la o-benzoquinona [203].

En estos casos, la relacion entre las intensidades del pico anddico y del catodico
(lan/lcat) da una idea de la estabilidad del producto de la reaccion, la forma quinénica del

catecol. Si esa relacion es igual a la unidad se puede considerar que la o-benzoquinona
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es estable (Figura 22.a). En cambio, si esa relacién se aleja de la unidad reacciones
laterales tienen lugar, indicando la inestabilidad de la o-benzoquinona debido a la
posibilidad de que reacciones de hidroxilacion y/o dimerizacién tengan lugar (Figura
21.b y Figura 22.b).
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Figura 22. Voltamperogramas ciclicos de oxidacion del catecol (a) en medio acido [203], y
(b) en medio basico [203].

A valores de pH iguales o superiores a 7, se produce el acoplamiento entre las
formas anidnicas y/o dianiénicas del catecol con la o-quinona, generandose en ultima
instancia un compuesto polimérico con estructura tipo melanina [203,204], Figura 21.b.
Esas formas anidnicas se forman por disociacion acida del catecol que tiene lugar a pH
superiores a 7 [205], razén por la cual cuanto mayor es el pH menos estable es la

forma oxidada del catecol produciéndose esa reaccion de polimerizacion.
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2.1 INTRODUCCION

Desde un punto de vista experimental, el desarrollo de la Espectroelectroquimica
como técnica analitica se ha visto condicionado por la inexistencia en el mercado de
equipos comerciales compactos capaces de llevar a cabo este tipo de medidas. Se han
propuesto algunas equipos de espectroelectroquimica en el que se acoplaban un
equipo electroquimico con wuno espectrofotométrico a través de una celda
espectroelectroquimica [206-210]. Estos dispositivos propuestos hasta el momento
presentan las ventajas de poder realizar este tipo de medidas, habiendo desarrollado
algunas de estas casas comerciales incluso celdas y/o electrodos Utiles en este tipo de
experiencias. En cambio, estos equipos, en general, presentan algunas desventajas
que han hecho que aun hoy en dia no sea una técnica ampliamente utilizada en
diversos campos cientificos. Entre estas desventajas estan la dificultad de realizar las
medidas ya que en realidad en todos los casos se trata de dos equipos independientes
conectados a través de una celda, con el problema que supone el tener que controlar
dos software diferentes, uno por equipo. Esta gran desventaja se ha visto superada por
un equipo compacto de espectroelectroquimica desarrollado por DropSens S.L. en
colaboracion con el grupo de analisis instrumental de la Universidad de Burgos, que
recientemente ha sido lanzado al mercado [211]. Ademas las celdas y electrodos
propuestos no siempre cumplen las expectativas de los investigadores debido a falta de
reproducibilidad en algunos casos, dificultad de montaje en otros, o problemas
asociados a los electrodos utilizados, sobre todo en cuanto al electrodo de trabajo se

refiere.

Dado que algunos de los principales problemas en espectroelectroquimica son
los asociados a las celdas y electrodos, uno de los principales objetivos de esta tesis
ha sido el desarrollo de una celda de espectroelectroquimica util para trabajar en
absorcion en la region del UV/Vis utilizando electrodos serigrafiados. Concretamente,

los objetivos operativos han sido los siguientes:

v’ Diseflo y optimizacion del dispositivo experimental, que implica un correcto

acoplamiento de los diferentes elementos asegurando asi, medidas
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espectroelectroquimicas fiables, reproducibles y realmente informativas sobre los

procesos estudiados.

v’ Sistematizacion del procedimiento de medida, sincronizando correctamente el
dispositivo electroquimico y el espectroscopico, para obtener baterias de datos

perfectamente correlacionados entre si.

v Desarrollo de programas informaticos adecuados para el tratamiento sistematico y

fiable del gran volumen de datos generados.

v Validacion de la celda espectroelectroquimica utilizando para ello tolidina como

sistema de referencia.

v Aplicacion de la celda espectroelectroquimica para el estudio de diversos

neurotransmisores.

Los elementos basicos de un equipo espectroelectroquimico convencional se
pueden reducir a cuatro, adaptados en nuestro caso a medidas absorciométricas en la

region espectral del UV/Vis

0 Equipo electroquimico: potenciostato/galvanostato

0 Equipo espectroscopico: espectrofotometro de absorcion en la region UV/Vis
o0 Celda espectroelectroquimica

o Sistema de sincronizacion: trigger o disparador

La Figura 23 muestra un esquema de un equipo espectroelectroquimico con los
elementos béasicos imprescindibles para realizar este tipo de experiencias. Como se ha
comentado, el elemento clave del dispositivo es la celda espectroelectroquimica, ya
gue es el nexo de unién entre los equipos y ademas, es el lugar donde ocurre la
reaccion quimica estudiada. Por otro lado, el disparador juega un papel determinante
en las experiencias para asegurar una adecuada relacion entre la informacion obtenida

con el potenciostato y con el espectrofotometro.
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A continuaciéon se van a describir los diferentes elementos y acoplamientos
realizados, asi como a explicar de forma mas detallada las particularidades de la celda

desarrollada en esta tesis doctoral.

Potenciostato

CELDA Espectrofotéometro

Figura 23. Esquema basico de un equipo espectroelectroquimico convencional.

2.2 REACTIVOS

Se prepararon disoluciones acuosas de dopamina (Acros Organics, 99%),
epinefrina (Acros Organics, 99%), L-dopa (Acros Organics, 99%) y/o catecol. El pH se
controlé utilizando un tampén fosfato con una concentracion 0.2 M (Na;HPO,
(Merck)/NaH,PO, (Panreac)). Este tampon fue preparado mezclando volumenes
adecuados de dos disoluciones de la misma concentracion de Na,HPO, y NaH;PO,
junto con volumen fijo de una disolucion 0.5 M de KCI (Panreac, 99%), llevandolo a un

volumen final de 50 mL. En todas las disoluciones el pH se ajusté a 7.

Todas las disoluciones se prepararon diariamente usando agua desionizada
(MilliQ gradient A10 system, Millipore, Bedford, MA).

2.3 EQUIPO ELECTROQUIMICO

El equipo electroquimico consisti6 en un potenciostato/galvanostato

convencional, cuyas caracteristicas fueron:

v’ Control riguroso del potencial y la intensidad de corriente.
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v Versatilidad en cuanto al tipo de técnicas electroquimicas.

v Incluir un trigger o disparador para sincronizar las medidas electroquimicas y

espectroscopicas.

v Software adecuado para la programacion y gestion del experimento que se quiere

realizar.

En base a estos puntos, el potenciostato/galvanostato elegido fue el AUTOLAB
PGSTAT302N (Figura 24), se trata de un potenciostato/galvanostato modular que
puede generar una intensidad de corriente maxima de 2 A, pudiendo ser ampliada
hasta 20 A acoplandole un médulo BOOSTER20A. Ademas, su ancho de banda se
extiende hasta mas de 1 MHz, proporcionando a este equipo una elevada versatilidad y
rapidez en las medidas, lo cual se ve incrementado por la posibilidad de acoplar

dispositivos externos mediante entradas y salidas tanto analégicas como digitales.

Figura 24. Potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N

Concretamente en voltamperometria ciclica, técnica electroquimica utilizada
para llevar a cabo nuestros experimentos, el rango de velocidad maximo que se puede
alcanzar es de 200 V/s para el equipo estandar, pudiendo ser ampliado hasta 250 Kv/s
en combinacién con los médulos SCAN250 y ADC10M.

El software que se utiliza para el tratamiento de los datos electroquimicos
recogidos es el GPES el cual permite la preparacion de experimentos, el registro de
puntos de datos y los andlisis de datos para crear graficos de forma sencilla y cuyo
formato de salida es perfectamente adaptable para su tratamiento combinado con los

datos espectroscépicos recogidos de forma simultanea.
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2.4 EQUIPO ESPECTROFOTOMETRICO

Con el fin de obtener medidas espectroscopicas de calidad se ha configurado
nuestro propio sistema Optico ensamblando tres modulos. ElI equipo
espectrofotométrico estandar utilizado es un equipo modular que consta de una fuente
de radiacién, una sonda de reflexién y un espectrometro con un dispositivo de carga

acoplada (CCD) como detector de la radiacion.

Se eligié un detector CCD en vez de un fotomultiplicador porque la bateria de
diodos permite registrar, de forma simultanea, variaciones de la luz transmitida a varias
longitudes de onda obteniéndose a partir de una sola experiencia una gran cantidad de
informacion sobre la evolucion espectral global del sistema estudiado. Ademas, el
tiempo de respuesta del detector debe ser lo suficientemente rapido para poder tomar

espectros a una velocidad adecuada al proceso analizado.

Como fuente de radiaciéon (AvaLight-DH-S-BAL de Avantes) se ha utilizado una
que consta de dos lamparas, una halégena y otra de deuterio, Utiles en el rango

ultravioleta, visible e infrarrojo cercano (UV-Vis-NIR) desde 200 hasta 2500 nm.

La fuente AvalLight-DH-S-BAL (Figura 25) tiene un innovador disefio optico, en el
que se integra un divisor de haz dicroico para dar un espectro mucho mas equilibrado a
partir de 200-250nm. La ventaja de este disefio es que el pico alfa a 656 nm se filtra

obteniendo un espectro suave y equilibrado.

Se ha usado una sonda de reflexion de 200 ym, modelo H1OH 200-7-UV-
Vis/FMD 23294 (Ocean Optics Europe Inc.) para conducir la radiacion electromagnética
en el dispositivo espectrofotométrico, (Figura 26.a) Esta sonda de reflexion consta de
siete fibras Opticas de 200 um, una central y otras seis adyacentes a esta (Figura 26.b).
En este trabajo se utiliz6 la fibra Optica central para conducir la radiacion
electromagnética desde la fuente de luz hasta la superficie del electrodo de trabajo,
mientras que las seis fibras Opticas adyacentes se utilizaron para recoger el haz de luz
reflejado y conducirlo hasta el espectrofotémetro.
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Figura 25. Fuente de radiacion AvalLight-DHS-BAL de Avantes con dos lamparas

(deuterio y halégena).
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Figura 26. (a) Esquema de la sonda de reflexion, y (b) vista de las 7 fibras épticas.

El espectrometro utilizado ha sido el QE65000 (Ocean Optics Europe Inc.),
Figura 27. Este consta de un monocromador Czerny-Turner y un detector Hamamatsu
con configuracion en 2-D que consta de 1004 pixeles en direccion horizontal y 64 en

vertical con una respuesta que cubre el rango espectral entre 200 y 1100 nm.

Tiene una eficiencia cuantica del 90%, con una relacion sefial-ruido de 1000:1 y
una elevada velocidad de procesamiento de datos, y permite registrar espectros
completos entre 200 y 1100 nm con un tiempo de integracion minimo de 8
milisegundos. Los espectros se han registrado con el software SpectraSuite (Ocean

Optics Europe, Inc.).
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(a) (b)

Figura 27. (a) Espectrometro QE65000 (Ocean Optics Europe, Inc.) y (b) esquema de

funcionamiento del mismo donde (1) es el conector para la fibra éptica, (2) es
la rendija de entrada, (3) es un filtro, (4) es el espejo colimador, (5) es la red de

difraccion, (6) es el espejo focalizador, (7) es el detector 2-D y (8) es otro filtro.

2.5 DISPOSITIVO ESPECTROELECTROQUIMICO

2.5.1 ELECTRODOS SERIGRAFIADOS

Como se ha expuesto en los puntos anteriores, la espectroelectroquimica, sea
cual sea su naturaleza electroquimica y/o espectroscopica, se trata de una técnica que
proporciona una respuesta simultdnea de ambas sefiales aportando ventajas como
bajos limites de deteccion, bajo coste del equipo o una relativa simplicidad en la
experimentacion, pese a la aparente complicacion que presenta la obtencion de las

sefales electroquimicas y espectroscopicas.

Por otro lado, los electrodos serigrafiados son un tipo de electrodos cada vez
mas habituales en el estudio electroquimico de diferentes sistemas quimicos
eléctricamente activos. Estos electrodos se fabrican mediante la impresion de tintas
diferentes sobre sustratos de plastico o ceramica. La composicion de las tintas
utilizadas para la impresiéon en los electrodos serigrafiados determina la selectividad y

la sensibilidad requerida para cada analisis.

Para el desarrollo de nuestro trabajo se ha hecho uso de electrodos

serigrafiados comerciales, cuyas caracteristicas son excelentes tanto en el analisis
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como en el coste, puesto que permiten llevar a cabo numerosos experimentos a coste
moderado. Ademas, y como ventaja afiadida al uso de estos dispositivos, es que sélo
requieren volumenes de muestra del orden de los microlitros, lo que les hace muy
adecuados tanto para investigacion y control de calidad, como para el estudio de

sistemas reales en los que el volumen de muestra disponible sea muy pequefio.

Para realizar el contacto eléctrico entre el electrodo serigrafiado y el
potenciostato se utilizo la caja DSC en el dispositivo experimental inicial (Figura 28.a).
En cambio en las medidas realizadas utilizando la celda espectroelectroquimica

desarrollada en esta tesis se utilizd un cable conector (Figura 28.b).

() (b)

Figura 28. (a) Conector DRP-DSC (Dropsens S.L.). (b) Cable conector para electrodos

serigrafiados (Dropsens S.L.).

Los electrodos serigrafiados utilizados en esta tesis consisten en unas tiras de
ceramica de dimensiones 3.4 x 1.0 x 0.05 cm sobre las que se encuentran serigrafiados
los tres electrodos que forman el sistema electroquimico (electrodo de trabajo,
electrodo auxiliar y electrodo de referencia) ademas de los contactos eléctricos de plata
situados al final de la misma a través de los cuales se realiza la union al potenciostato.
Un esquema de este tipo de electrodos serigrafiados comerciales fabricados por
Dropsens S.L. se muestra en la Figura 29. Estos constan de un electrodo de trabajo de
carbono de 4 mm de diametro, un electrodo auxiliar también de carbono, y un electrodo

de referencia de plata.
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Counter
Working  Electrode %
<.

Figura 29. Electrodo serigrafiado de carbono DRP-110 de Dropsens S.L.

2.5.2 DISPOSITIVO ESPECTROELECTROQUIMICO BASICO

La primera parte de este trabajo consistio en poner a punto el dispositivo
experimental adecuado para poder realizar experiencias espectroelectroquimicas de
alta calidad utilizando electrodos serigrafiados. El esquema de este dispositivo se

muestra en la Figura 30.

(14
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Light source ;:I
. 0 .
Reflection | |, ® | DETECTOR Register
probe L
o U
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o
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POTENTIOSTAT Register

Figura 30. Esquema del montaje experimental para realizar medidas
espectroelectroquimicas a la gota con electrodos serigrafiados.
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En él se diferencian los dos equipos, el electroquimico y el espectroscépico,
unidos a través de un disparador o trigger, y el dispositivo de medida donde se sitda el
electrodo serigrafiado, la muestra estudiada y la sonda de reflexion que conduce la
radiacion desde la fuente hasta el electrodo y la conduce posteriormente hasta el
espectrofotometro. Para llevar a cabo una experiencia espectroelectroquimica con este
dispositivo se coloca un volumen conocido de disolucion sobre el electrodo
serigrafiado, del orden de los 100 uL, asegurando que ésta cubra completamente los
tres electrodos. A continuacion se introduce la sonda de reflexion en la gota de
disolucién, manteniendo una distancia fija entre la sonda y la superficie del electrodo de
trabajo en la que la sefial espectral en la region UV/Vis tenga la maxima intensidad. Se
realizan los contactos eléctricos, se programa la experiencia con los softwares
correspondientes a cada uno de los equipos y se realiza la experiencia. En todas estas
experiencias el control de la experiencia lo tiene siempre el potenciostato, siendo éste

el que marca cuando se inicia y se finaliza la misma.

Los principales inconvenientes de este dispositivo de medida radican en, por un
lado, la reproducibilidad en la distancia entre la sonda de reflexién y la superficie del
electrodo de trabajo, y por otro, la radiacién paréasita que puede llegar al detector ya

gue no se trabaja en un sistema cerrado y aislado.

2.5.3 CELDA ESPECTROELECTROQUIMICA PARA ELECTRODOS SERIGRAFIADOS

Con el fin de solventar los problemas indicados en el dispositivo anterior, se
utilizé una celda espectroelectroquimica desarrollada por el grupo de Analisis
Instrumental de la Universidad de Burgos en colaboracién con la empresa DropSens
S.L., util para trabajar con electrodos serigrafiados. Esta celda esta fabricada en teflon,
tiene unas dimensiones de 30.15 x 26.78 x 28.65 mm (Figura 31), y consta de dos
piezas unidas con cuatro imanes colocados en las esquinas de cada una de ellas. La
pieza inferior tiene una ranura para colocar el electrodo serigrafiado. La pieza superior
tiene un orificio, con el didmetro de la sonda de reflexion, que la atraviesa
transversalmente. La posicion de este orificio es tal que la sonda de reflexion una vez
introducida en la celda esté situada sobre el electrodo de trabajo de carbono. Por otra

parte, este orificio tiene un tope en la parte interior que garantiza que la distancia entre
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la sonda de reflexion y la superficie del electrodo sea constante e igual a la distancia
focal de las fibras opticas de 200 um de que consta la sonda. La parte interna de esta
pieza tiene una ranura circular para alojar una junta térica que garantiza la hermeticidad

de la celda una vez afiadida la disolucion.

(d)
Figura 31. Esquema de la celda espectroelectroquimica desarrollada por el grupo de

Analisis Instrumental de la Universidad de Burgos en colaboraciéon con la
empresa DropSens S.L. () Vista de la celda montada. Despiece de la celda (b)
parte superior y (c) parte inferior. (d) Imagen de la celda con el electrodo

serigrafiado.

Noelia Gonzalez Diéguez | 65



Disefio, construccion y validacion del dispositivo espectroelectroquimico

2.5.4 DISPOSITIVO ESPECTROELECTROQUIMICO

La etapa clave del disefio, construccion y montaje del dispositivo instrumental
utilizado en este trabajo para realizar las medidas espectroelectroquimicas fue el
acoplamiento de los dispositivos electroquimico y espectroscopico. Esta union se
establece a través de la celda espectroelectroquimica fabricada. En este caso se
realiza colocando 50 pL de disolucion sobre la superficie circular del electrodo
serigrafiado (Figura 29) de manera que la disolucién de trabajo cubra los tres
electrodos del dispositivo antes de cerrar herméticamente la celda. A continuacién, se
afladen otros 50 uL de disolucion a través del orificio practicado en la pieza superior de
la celda para evitar la formacién de burbujas cuando posteriormente se introduce la

sonda de reflexién a través de dicho orificio.

La Figura 32 muestra como se realizan las conexiones de la sonda y el conector
eléctrico con la celda espectroelectroquimica.

Figura 32. Montaje experimental final de la celda con la sonda de reflexién y el contacto

eléctrico para el electrodo serigrafiado.

Por otro lado la Figura 33 muestra el esquema del montaje  experimental
utilizado en este trabajo cuando se ha hecho uso de la celda espectroelectroquimica
desarrollada (Figura 31).
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Figura 33. Esquema del dispositivo espectroelectroquimico para medidas de reflexion que

utiliza un electrodo serigrafiado situado en la celda espectroelectroquimica

desarrollada.

2.6 VALIDACION DE LA CELDA ESPECTROELECTROQUIMICA

Previa a la utilizacion sistematica en el estudio de neurotransmisores de la celda
espectroelectroquimica desarrollada (Figura 31) y del dispositivo instrumental
propuesto (Figura 33), se validaron utilizando diversos sistemas de referencia
habituales en espectroelectroquimica, como son el ferrocianuro, el complejo de

rutenio(ll) tris(2,2’-bipiridina), Ru"(bpy), el carmin de indigo, y la o-tolidina.

2.6.1.1 Oxidacion de ferrocianuro

La reaccién de oxidacion/reduccion del par ferrocianuro/ferricianuro es un
proceso cuasi-reversible donde se intercambia un electrén. Este par se caracteriza por

ser incolora la disolucién de ferrocianuro y amarillenta la de ferricianuro.

Como primer test de validacion se realizé una experiencia voltamperométrica
barriendo de forma ciclica el potencial entre 0.00 y +0.45 V a una velocidad de 0.005 V

x s, Para ello se utilizé una disolucién de ferrocianuro potasico 0.01 M en 1.36 M de

nitrato potasico. El tiempo de integracion espectral, es decir, el tiempo tras el cual
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registra un espectro completo de absorcién en el UV/Vis se fij6 en 60 ms. Se tomod
como espectro de referencia, el de la disolucion de ferrocianuro potasico a 0.00 V.

6ij
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(© (d)

Figura 34. (a) Voltamperograma ciclico, (b) evoluciéon temporal de los espectros (absorbancia-
tiempo-longitud de onda), (c) voltabsorciograma a 415 nm, y (d) representacion conjunta
del voltamperograma ciclico (linea azul) y del voltabsorciograma derivado a 415 nm
(Iinea verde). Cerrocianuro = 0.01 M; Cynos = 1.36 M; E; = E; = 0.00 V; E, = +0.45 V; v =
0.005 V x s,

El voltamperograma mostrado en Figura 34.a presenta un unico pico de
oxidacion centrado en +0.295 V y un pico de reduccion a +0.145 V relacionados con la
oxidacion del ferrocianuro hasta ferricianuro, y su posterior reduccion hasta el reactivo
inicial. Este proceso lleva asociado un cambio en el espectro de absorcion (Figura 34.b)
tal y como se observa en la representacion de la evolucion temporal de los espectros.

Evoluciona una banda centrada en 415 nm asociada a la formacioén de ferricianuro,
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banda que disminuye en intensidad durante el barrido de reduccién. Realizando un
corte a esa longitud de onda, 415 nm, se obtiene el correspondiente voltabsorciograma
(Figura 34.c) en el que se aprecia como al finalizar la experiencia no se consigue
recuperar el valor inicial de absorbancia, o que indica que no se ha producido el
consumo total de todo el ferricianuro generado. La razén de esa diferencia de
absorbancias entre el valor inicial y final es debido a que el experimento se ha realizado
en régimen de difusion semi-infinita, condiciones en las que la forma oxidada puede
difundir fuera de la interfase electrodo/disolucion. Al comparar la sefal
voltamperométrica con el voltabsorciograma derivado a la longitud de onda del maximo
de absorcién (Figura 34.d) se puede ver una total coincidencia entre ambas sefiales,
tanto en forma como en posicion de los picos anddico y catédico, indicando el correcto

funcionamiento de la celda desarrollada.

2.6.1.2 Complejo de rutenio tris(2,2’-bipiridina), Ru(bpy)

El segundo sistema elegido para validar la celda espectroelectroquimica fue el
complejo de rutenio (ll) tris(2,2’ bipiridina), el cual se oxida en una regién de potencial

méas anddica. Para ello se preparé una disolucién 4 x 10“ M del complejo Ru'(bpy) en

0.1 M de nitrato potasico. Se realizé una voltamperometria ciclica entre +0.70 y +1.10

V a una velocidad de 0.005 V x s™, mientras se registraban espectros en la region

UV/Vis cada 200 ms. Se registré6 como espectro de referencia el de la disolucion inicial
a+0.70 V.

En este caso en la sefial voltamperométrica se aprecia un par de picos situados
a +0.920 V el anddico y a +0.845 V el catodico (Figura 35.a), mientras que en la sefal
absorciométrica se pueden apreciar tres bandas (Figura 35.b). La primera y mas
intensa con un maximo en 312 nm y la Udltima y mas débil centrada en 670 nm se

relacionan con la generacién del complejo Ru"

(bpy). SimultAneamente se aprecia una
banda que disminuye en intensidad a 455 nm relacionada con el estado de
transferencia de carga metal-ligando (t;4o(Ru) — n*(bpy)) del complejo Ru'(bpy)
[212,213]. Seleccionando estas tres longitudes de onda y representandolas frente al
potencial, se puede apreciar como su evoluciébn es muy similar, diferenciandose

Gnicamente en la intensidad de la sefial, y en si se corresponde con la desaparicion del
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reactivo (455 nm, linea roja, Figura 35.c) o la aparicién de la forma oxidada del
complejo (312 y 670 nm, lineas rosa y verde respectivamente, Figura 35.c).
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Figura 35. (a) Voltamperograma ciclico, (b) mapa de contorno de la evolucién temporal de
los espectros (absorbancia-tiempo-longitud de onda), (c) voltabsorciograma a
312, 455 y 670 nm, y (d) representacién conjunta del voltamperograma ciclico

(linea azul) y del voltabsorciograma derivado a 455 nm (linea verde). Cryppy) = 4 x

10* M; Cknoz = 0.1 M; E;= E;=+0.70 V; E, = +1.10 V; v=0.005 V x s ™.

Representando la derivada de la absorbancia de la banda mas intensa, 312 nm,
respecto al tiempo y comparando su evolucion con la del voltamperograma (Figura
35.d) se puede concluir que el proceso detectado en los dos equipos es el mismo, la
oxidacién-reduccién reversible del complejo Ru'(bpy)/Ru"(bpy). La principal diferencia
se encuentra en la ausencia de corriente capacitiva en el voltabsorciograma derivado

ya que la absorbancia unicamente contiene informacion con los procesos faradaicos,
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no asi la sefal voltamperométrica. Este resultado demuestra nuevamente el correcto
funcionamiento de la celda espectroelectroquimica propuesta para trabajar con

electrodos serigrafiados.

2.6.1.3 Carmin de indigo

El tercer sistema utilizado para comprobar el adecuado funcionamiento de esta
celda ha sido el carmin de indigo, un colorante habitualmente utilizado en la industria

farmacéutica y alimentaria. Se utilizé una disolucién acuosa 1 x 10* M de carmin de

indigo en 1 M de acido sulfarico, para evitar que se formaran en disolucion dimeros de
este compuesto en disolucion, asegurando que el equilibrio de dimerizacién estuviera
desplazado hacia la forma monomérica [214]. Para estudiar su comportamiento

espectroelectroquimico se realiz6 una experiencia voltamperométrica a 0.01 V x s™

iniciando el barrido en +0.20 V en direccién catddica hasta alcanzar un valor minimo de
-0.40 V; en el barrido anddico de vuelta se vario el potencial hasta alcanzar el valor de
+0.70 V, terminando la experiencia en el valor inicial de +0.20 V. Durante esta
experiencia se realizé el registro simultdneo de los correspondientes espectros de

absorcion trabajando con un tiempo de integracién de 100 ms.

El voltamperograma ciclico registrado presenta un par de picos bien definidos y
reversibles en torno a -0.30 V y un pico irreversible a +0.335 V (Figura 36.a), similares
a los encontrados en bibliografia [215,216]. Por otro lado la evolucion de los espectros
muestra la evolucion de tres bandas de absorcion a 288, 380 y 610 nm (Figura 36.b) tal
y como se han observado en algunos estudios espectroelectroquimicos [217]. Los
voltabsorciogramas a estas longitudes de onda (Figura 36.c) muestran como en la
region entre +0.20 y -0.40 V, donde se aprecia el par de picos reversibles en el
voltamperograma, las bandas de 288 y 610 nm disminuyen durante la reduccion
recuperando practicamente su valor inicial de absorbancia al recuperar el valor de
+0.20 V en el barrido de oxidacion. Y, por otro lado, la banda de 380 nm aumenta en
intensidad durante la reduccidon para disminuir posteriormente en el de oxidacion y
recuperar el potencial de +0.20 V. En la regidén anddica, en cambio, Unicamente se
aprecian variaciones de absorbancia a las longitudes de onda de 288 y 610 nm, y al

igual que en la regién catddica, con variaciones negativas de absorbancia.
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Figura 36. (a) Voltamperograma ciclico, (b) mapa de contorno de la evolucién temporal de
los espectros (absorbancia-tiempo-longitud de onda), (c) voltabsorciograma a
288, 380 y 610 nm. Ccamin de indigo = 1 X 10 M; Ch2sos =1 M; E, = E;=+0.20 V;
E.i = -0.40; E,, = +0.70; v = 0.01 V x s™. P¢y: pico catddico 1, Pay: pico anddico

1, Paz: pico anddico 2.
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La sefial derivada de la absorbancia respecto del tiempo de estas tres sefiales
(Figura 37) muestra una gran similitud con el voltamperograma en la region catddica, a
potenciales menores de +0.20 V, donde el proceso reversible se observa. En cambio,
en la regiébn anddica, donde se aprecia el proceso irreversible, Unicamente los
voltabsorciogramas a 288 y 610 nm muestran una gran coincidencia con la seial

voltamperométrica (Figura 37.b).
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Figura 37. Representacion conjunta del voltamperograma ciclico (linea azul) y del
voltabsorciograma derivado (linea verde) (a) a 380 nm, y (b) a 610 nm. Ccamin de
indigo = 1 x 10 M; Ciizsos = 1 M; E; = E¢ = +0.20 V; E,; = -0.40; E,, = +0.70; v =

0.01Vxs™t Pey: pico catddico 1, Pas: pico anddico 1, Pa,: pico anddico 2.
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El par de picos observados en la region catddica en ambos tipos de sefales,
voltamperométrica y absorciométrica, se relacionan con un proceso electroquimico
reversible bielectronico en el que el carmin de indigo se reduce hasta carmin de
leucoindigo (Figura 38) a través de los grupos carbonilo que se reducen hasta grupos
enol [215,216,218,219]. La explicacion de las variaciones negativas de absorbancia a
288 y 610 nm, esta en que se ha tomado como espectro de referencia el del carmin de
indigo, el cual presenta dos bandas de absorcion precisamente en esas posiciones
[219]. Por lo tanto, lo que se aprecia a esas dos longitudes de onda en la regién
catédica es el consumo del carmin de indigo por reduccion hasta el carmin de
leucoindigo que presenta un maximo de absorcion en 380 nm, y su posterior
regeneracion, al ser un proceso reversible. La separacion de picos en el
voltamperograma es de 0.029 V (Epc1 @ -0.314 V e Epa1 a -0.285 V), el valor esperado

para un proceso bielectronico reversible [218].

HO,S HO3S HO5S

B s
HO H P
1 11 I
SO;H SOzH SO3H
Leucoindigo carmine Indigo carmine Dehydroindigo carmine

Figura 38. Mecanismo de oxidacién-reduccion del carmin de indigo [216].

Por otro lado, el pico irreversible observado en la regién anodica a +0.335 V
corresponde con la oxidacién electroquimica del carmin de indigo hasta carmin de
dehidroindigo, proceso nuevamente bielectrénico, a través de los grupos —NH de la
estructura indédlica del compuesto. El hecho de que no se aprecie pico de reduccion se
debe a que a la velocidad de barrido (0.01 V/s) y pH elegido (pH = 0) esta muy
favorecida una reaccién quimica posterior en la que probablemente se produzca la
hidrolisis de los grupos imino [216], proceso irreversible quimicamente. EI mecanismo

de reaccion para el proceso de oxidacion es, por lo tanto, electroquimico-quimico (EC)
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irreversible [215,216]. Este estudio demuestra que la celda es de gran utilidad también
en el estudio de sistemas con mecanismos de reaccion complejos, ya que las
conclusiones obtenidas en base a estos resultados coinciden con los encontrados en

bibliografia.

2.6.1.4 o-Tolidina

Por ultimo, para determinar el funcionamiento de la celda con una serie de
medidas consecutivas no puntuales, como las mostradas con los sistemas anteriores,
se planteo el uso del sistema o-tolidina/catién o-tolidinio, par redox habitual en el testeo
de dispositivos espectroelectroquimicos. Para ello se prepar6 una disolucion de o-

tolidina 1 x 10* M en &cido acético 0.5 M y &cido perclérico 1 M, y se realizaron

diferentes barridos voltamperométricos entre +0.05 V y +0.45 V a diferentes

velocidades comprendidas entre 0.005 y 0.040 V x s. Entre una y otra experiencia se

renovo la disolucion de trabajo en la celda, trabajando en todos los casos con el mismo
electrodo serigrafiado de carbono. Previa a cada experiencia se tom6 como espectro

de referencia el de la disolucién de o-tolidina al potencial inicial, +0.05 V.

El proceso de oxidacién/reduccion de este par redox es bielectrénico y reversible
electroguimicamente, tal y como muestran los voltamperogramas registrados a las
diferentes velocidades de barrido indicadas (Figura 39.a). Se obtiene una relacion lineal
entre la intensidad de pico anddico y la raiz de la velocidad (Ip = 2.156-10°-v*? —
3.984-107, R? = 0.9904), siguiendo la relacién marcada por la ecuacién de Randles-
Sevcik (Ecuacion 1), e indicando que el proceso esta controlado por la difusion de la o-

tolidina hasta la superficie del electrodo:

5 3/2

1,=2.69-10°-n**.5.C.D"* v

Ecuacion 1

Asi, conocida el area del electrodo (S = 0.1257 cm?), la concentracién de la o-
tolidina (C = 107 mol x cm™) y el nimero de electrones intercambiados (n = 2), y
utilizando la relacién lineal antes obtenida entre Ip y v¥?, se puede realizar una
estimacion del coeficiente de difusién de este compuesto (D). Se obtiene un valor de

5.08:10° cm? x s, bastante cercano a los valores encontrados en bibliografia [220—-222].
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Por otro lado los voltabsorciogramas representados a la longitud de onda del
méaximo de absorcion, centrado en 438 nm, muestran coOmo cuanto menor es la
velocidad de barrido, mayor cantidad de cation o-tolidinio se genera, tal y como indican

los valores de absorbancia mostrados en la Figura 39.b.
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Figura 39. (a) Voltamperogramas ciclicos, (b) voltabsorciogramas a 438 nm a diferentes
velocidades de barrido. Cojigina= 1 x 10* M; Chcios = 1 M; Cacido acetico = 0.5 M. E;

= E;= +0.10 V; E,; = +0.50; v = 0.005, 0.01, 0.015, 0.02, 0.03, 0.04 V x s™.

En condiciones de electrolisis total, la concentracion de la especie absorbente en
disolucién se puede considerar constante, pudiéndose aplicar en ese caso la ley de
Lambert-Beer (Ecuacion 2)
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A, =¢,-b-C Ecuacion 2

donde A, es la absorbancia del analito a una determinada longitud de onda (a.u.), €, es
el coeficiente de absortividad molar (L-mol™*.cm™), b el camino 6ptico recorrido por el
haz de radiaciéon (cm) y C la concentracién del analito (mol-L™). En las experiencias
planteadas para la oxidacion de la o-tolidina con la celda espectroelectroquimica para
electrodos serigrafiados (Figura 31), el camino 6Optico, coincidente con el espesor de la
capa de difusion es el doble de este valor, ya que las experiencias se realizan en

reflexion. Por lo tanto, la Ecuacion 2 se puede expresar como:
Ay=¢-2-b-C Ecuacion 3

suponiendo que b es el espesor de la capa de difusiébn (cm). Por otro lado, en esas
mismas condiciones de electrolisis total, la carga total consumida (Q) se puede calcular

como indica la Ecuacion 4:
Q=n-F-V-C Ecuacion 4

donde n es el numero de electrones consumidos por molécula oxidada o reducida

durante la electrolisis, F es la constante de Faraday (96485 C x mol') y V es el

volumen de disolucion (L).

En experiencias espectroelectroquimicas realizadas con una variacion lineal del
potencial, donde la oxidacion o reduccién del analito es reversible y esta controlada por
difusion, existe una semejanza funcional entre la absorbancia de la especie
absorbente, consumida o generada en la reaccion, y la carga faradaica que pasa por el
sistema durante la experiencia [220,223,224]. Asi, sustituyendo la Ecuacion 4 en la

Ecuacion 3, y conociendo que V = S-b, se obtiene la siguiente relacién:

A _2-10% ¢,
A7 h-F-S

Ecuacion 5

Utilizando esta relacion con las experiencias realizadas con o-tolidina a

diferentes velocidades se puede realizar una estimacion del coeficiente de extincion

molar de su forma oxidada, el catién o-tolidinio (¢ cation o-telidinioy "Fligiendo la region
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de potenciales donde el proceso esta controlado por la velocidad de transferencia
electrénica, y aun la difusion no es el proceso que limita la oxidacion de la o-tolidina, se
realizan regresiones lineales de la absorbancia al maximo de absorcion del catién o-
tolidinio (438 nm) frente a la carga consumida en ese proceso. Asi, con los valores de
las pendientes obtenidas de las experiencias a diferentes velocidades de barrido se
determiné el citado coeficiente de extincibn molar a esa longitud de onda

(¢ Sation o—tolidinio) ghteniéndose un valor de 60666 + 1845 mol x L™ x cm™, muy similar

al encontrado en bibliografia [223—-225]. Este resultado demuestra de nuevo que la
celda espectroelectroquimica y la metodologia desarrollada permite también determinar
parametros caracteristicos del sistema estudiado como se ha demostrado con la o-
tolidina. Con este conjunto de experimentos realizados con diferentes sistemas que en
uno u otro sentido se pueden considerar de referencia en espectroelectroquimica se ha
visto las posibilidades que tiene la celda espectroelectroquimica disefiada para trabajar
con electrodos serigrafiados. Se ha demostrado como con estos sistemas muy
conocidos, estudiados y caracterizados en bibliografia se ha llegado a conclusiones o
valores de paradmetros similares habiendo servido para validar la celda siendo el punto
de partida para el trabajo de esta tesis doctoral, el que se utilizard en aplicaciones y

sistemas significativamente mas complejos.
2.7 ADQUISICION Y TRATAMIENTO DE DATOS

El potenciostato y espectrofotometro utilizados disponen de software propio
para la adquisicion y tratamiento inicial de los datos experimentales, pero de forma
separada. El primer paso tras cada experiencia fue almacenar los datos generados por
el detector espectrofotométrico y el potenciostato en ficheros ASCIlI con estructura
matricial. Con ninguno de los programas que gestionaban los equipos, electroquimico y
espectrofotométrico, fue posible tratar, analizar de forma pormenorizada y sacar
conclusiones definitivas sobre ningun sistema a partir de los dos tipos de datos
registrados, aunque éstos fueron obtenidos de forma sincronizada. La razon principal
es que no estan preparados para gestionar el gran volumen de datos generados en una

sola experiencia espectroelectroquimica.
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Para extraer toda la informacion contenida en cada una de las experiencias
espectroelectroquimicas es fundamental correlacionar adecuadamente ambos tipos de
datos, los electroquimicos y los espectroscopicos. Para el tratamiento e interpretacion
de estos resultados se han utilizado dos programas que pueden gestionar grandes
volimenes de datos, asi como ayudar a realizar un andlisis pormenorizado de los
mismos: MATLAB y R [226,227].

MATLAB se utilizé rutinariamente para cargar, tratar y analizar cada conjunto de
experiencias, asi como realizar la gestion de figuras y gréaficos. Para ello se han
desarrollado una serie de funciones adaptadas a MATLAB, algunas basadas en
funciones previas desarrolladas por el grupo de investigacion de Analisis Instrumental
de la Universidad de Burgos [228-231], que han facilitado y simplificado el analisis de
grandes set de datos. Entre las diversas funciones implementadas cabe destacar las
que permiten cargar los datos generando las matrices de datos adecuadas para cada
experiencia espectroelectroquimica, las que permiten filtrar y/o derivar las diferentes
sefiales electroquimicas y espectroscopicas, las que permiten calcular diferentes
parametros caracteristicos de cada sefial, asi como las que permiten generar graficos

con informacion visible y facilmente interpretable.

El analisis estadistico de los datos espectroelectroquimicos, en cambio, se
realizd habitualmente con el programa R que proporciona un amplio abanico de
herramientas estadisticas (modelos lineales y no lineales, tests estadisticos, analisis
de series temporales, algoritmos de clasificacion y agrupamiento, analisis multivariante
asi como regresion multivariante, etc.). Asi, en parte de este trabajo el programa R se
ha utilizado para realizar regresiones lineales utilizando Ordinary Least Squares
Regression (OLSR) y regresiones robustas de los datos para los diferentes calibrados
realizados. En el primer caso, se ha estudiado la relacibn matemética entre una
variable dependiente, la concentracion del analito estudiado, y diferentes variables
independientes, tanto electroquimicas (intensidad de pico) como espectroscopicas
(maximos de absorcion, intensidad de pico de las sefiales absorciométricas derivadas,
etc.). Ademas, se realizaron regresiones robustas previas a las regresiones lineales
para detectar puntos andémalos en las curvas de calibrado realizadas. Por otro lado, se

debe recordar que un experimento espectroelectroquimico nos suministra multitud de
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espectros de absorcion en la regién UV/Vis del espectro a lo largo de una experiencia
electroquimica. Es decir, conseguimos tener a los diferentes potenciales aplicados al
sistema un espectro completo entre aproximadamente 200 y 1000 nm. Es bien sabido,
gue en la regidn UV/Vis del espectro las bandas de absorcidbn son muy anchas
incluyendo en muchas ocasiones informacion sobre mas de una especie. Por esta
razén, se ha decidido en muchos de los analisis estadisticos realizados en este trabajo
llevar a cabo un anadlisis multivariante de los datos, para asi, poder extraer la
informacion mas directamente relacionada con el analito objeto de analisis, separando
la informacién relativa a productos secundarios de reaccion. Este analisis multivariante,
nos ha permitido en otras ocasiones incluso identificar alguno de esos sub-productos
de reaccion lo que ha llevado a comprender mejor el correspondiente mecanismo de

reaccion.

Entre las herramientas de andlisis multivariante utilizadas se encuentra en primer
lugar, Partial Least Squares Regression (PLSR) [232-234], que combina los
fundamentos del Principal Component Analysis (PCA) y la regresion multiple. Ha
demostrado ser muy util cuando se trabaja con un conjunto de variables independientes
muy grande, llamados predictores, y se pretende predecir un conjunto de variables
dependientes claramente menor. En todos los casos presentados en esta tesis el
namero de variables predictoras, normalmente longitudes de onda, es
significativamente superior al de variables dependientes o nuimero de muestras
estudiadas, pudiéndose dar problemas de multicolinealidad, es decir, de dependencia
lineal entre las variables predictoras. Es precisamente en estos casos, cuando PLSR es
especialmente eficaz. Este método actua transformando las variables predictoras en
componentes ortogonales llamadas “vectores latentes” no correlacionadas entre si, de
forma que expliquen la mayor covarianza posible entre la matriz de variables
predictoras (X) y la matriz de variables dependientes (Y). Es decir, extrae las
componentes de X mas relevantes para explicar Y de este modo se consigue por una
parte resolver el problema de multicolinealidad y, por otra parte, reducir la
dimensionalidad del espacio de estas variables predictoras. Finalmente, el proceso
termina con la etapa de regresion en la que se utiliza los vectores latentes o

componentes de PLS para predecir las matriz de variables dependientes (Y).
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Con el objetivo de buscar las variables que mas pesan en una sefial
multivariante, se puede usar también otras herramientas estadisticas como
Independent Component Analysis (ICA) [235-237]. Este método matematico se basa
en suponer que la respuesta es un conjunto de sefiales o variables no-gausianas e
independientes estadisticamente hablando. De este modo se consigue separar y
extraer a ciegas la estructura fundamental de un conjunto de datos, con la informacion
mas representativa del sistema estudiado, algo extremadamente util en problemas de
los que se tiene muy poca informacion. Una de sus limitaciones es que no suministra
informacion directa sobre la composicién de un sistema, pero la que suministra si que
indica los principales componentes del mismo. Existen varias diferencias entre el
Analisis por Componentes Principales (PCA) e ICA. En primer lugar, para utilizar PCA
se debe asumir que las sefales son gausianas, lo que implica que las componentes
extraidas con este modelo podrian ser a su vez combinacion lineal de al menos otras
dos variables independientes. Por otro lado, en ICA no hay un orden de magnitud
asociado a cada una de las componentes encontradas, es decir, que la primera
componente no tiene porqué se la que mas peso tiene en la respuesta. Y, por ultimo,
las componentes extraidas con ICA no varian con el signo positivo o negativo. Esta
herramienta se ha utilizado en el estudio de experiencias en las que se sospechaba por
la forma de la sefal electroquimica y/o espectroscopica que mas de un compuesto
quimico participaba en la reaccién de oxidacion/reduccion estudiada.

Previamente al uso de PLS se utliza el algoritmo MCR-ALS (Multi Curve
Resolution — Alternating Least Squares) que mejora en cada iteracion el ajuste del
modelo. Si el algoritmo converge a un minimo global (caso ideal) se encuentra la
solucién por minimos cuadrados, como es el caso. Un punto negativo es el tiempo
requerido para estimar los modelos, especialmente cuando el nimero de variables es
elevado lo que repercute en un gran incremento de iteraciones hasta alcanzar la

convergencia y en un obstaculo en la deteccién de muestras anomalas (outliers).

En cuanto al segundo método utilizado en el analisis de nuestros datos fue
PARAFAC (PARAllel FACtor Analysis) el cual se basa en la descomposicion de

matrices de datos tridimensionales, resolviendo curvas en tres sub-matrices
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bidimensionales, lo que le hace adecuado para tratar complejos de gran nimero de
datos obteniendo informacion fehaciente y real [137-139].

En la descomposicién que realiza PARAFAC cada componente viene definida
por tres vectores de loadings que representan el comportamiento de los mismos en
cada una de las tres dimensiones. PARAFAC es un modelo mas simple que PLS pero
mas restrictivo, lo cual le hace que sea apropiado para casos diferentes en los que la
cantidad de datos requiera restricciones mas fuertes para poder obtener informacion de
la matriz [140]. PARAFAC también requiere del algoritmo ALS para ayudarle a
determinar las componentes del sistema aplicando restricciones a la convergencia
mejorando el ajuste, idéntica base que para PLS, siempre se busca el minimo de
convergencia y para lograrlo se requiere de una iniciacion apropiada que en este

trabajo se realiz6 con ICA.

Sin embargo, en PARAFAC a veces pueden darse pequefios cambios en el
ajuste que pueden estar relacionados con grandes diferencias en los loadings. Para
evitar esto, se utilizan criterios de parada en la convergencia de ALS siendo uno de los
méas comunes la detencion de las iteraciones cuando el cambio relativo en el ajuste

entre iteraciones es inferior a un cierto valor.

Es posible hacer una comparacion entre ambos métodos estableciendo
ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos. PLS por su parte descompone la
matriz en un conjunto de cubos de manera Optima, pudiendo ser el rango superior al
namero de especies absorbentes. Su principal caracteristica es que los scores tienen

maxima covarianza con la parte inexplicada de la variable dependiente.

Por otro lado, su solucién es facil de interpretar, incluso con enormes cantidades
de datos, es un algoritmo rapido debido a los pocos pardmetros necesarios ya que el
problema queda reducido a valores propios, y ademas permite la estabilizacion de la
solucion en caso de baja contribucion neta del analito, debido a la incorporacion de la

variable dependiente en la descomposicion.

Sin embargo, con PLS se pierde ajuste en el modelo trilineal en comparaciéon a
uno bilineal por no tener restricciones muy severas, de ahi la necesidad de elegir bien

el método en funcion de la naturaleza y cantidad de datos a tratar [136].
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PARAFAC destaca principalmente porque presenta unicidad en la solucién. Los
loadings son calculados sin imposicién de ortogonalidad, por lo que los loadings
pueden ser asociados a las fuentes que provocan la variacion en cada modo,
aportando asi, mayor informacion visual que los scores o loadings obtenidos con otros

métodos estadisticos.

Ademas, PARAFAC permite trabajar con mas de tres dimensiones, lo que le
hace presentar un gran beneficio en aquellos problemas tediosos en los que las
matrices de datos son intratables con otras aplicaciones. Pero también tiene sus
desventajas, como la libertad rotacional que hace que los componentes deban ser
identificados después de la construccion del modelo. Pero la més importante a tener en
cuenta para conseguir que PARAFAC proporcione resultados fiables y robustos es que

la estructura de los datos a tratar debe ser obligatoria y absolutamente trilineal.

Gracias a estas herramientas estadisticas podemos obtener otro dato
importante para el tema que nos ocupa, como es el limite de deteccién o nivel minimo
de la sustancia estudiada para que el método la pueda detectar con certeza razonable.
El método puede ser capaz de detectar los niveles mas bajos de la sustancia quimica,
pero a esos niveles tan bajos, la probabilidad de un resultado positivo falso puede
llegar a ser inaceptable. Esto ocurre porque todos los métodos de prueba tienen una
cierta variacion aleatoria en sus resultados, por lo tanto, cuando se prueba una muestra
gue no contiene ninguno de los analitos, la prueba puede demostrar que también tiene
una cantidad muy pequefia del mismo. Por esta razén, los resultados muy bajos no se
toman en cuenta. La linea en la que es dificil distinguir entre los verdaderos positivos y

los aleatorios dispersos es el limite de deteccion.

Los programas se implementaron en Matlab 7.0 de The Mathworks Co. [141]
gue utiliza un lenguaje de alto nivel capaz de manejar de modo sencillo los volimenes
de informacion adquiridos en cada experiencia. El volumen de informacion que se
genera es muy grande, siendo poco manejables las matrices de datos obtenidas con

los programas de tratamiento de datos convencionales.
Los puntos caracteristicos de Matlab son los siguientes:

v’ Los calculos vectoriales de la matriz de datos son muy eficientes y precisos.
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v

v

v

v

Los graficos son sencillos de crear e identificar.

Se pueden integrar un elevado namero de herramientas con las que tratar distintos

procesos e interpretarlos.
Se pueden desarrollar aplicaciones utilizando el lenguaje de Matlab.

El lenguaje de programacién de Matlab es versatil en muchos campos, gracias a
sus caracteristicas de calculo vectorial, numérico y al algoritmo del software. La
primera y principal aplicacion es dar solucion a algunos de los problemas mas
complejos de los sistemas de ecuaciones. Otra de sus aplicaciones mas
considerables es la estimulacion del software, ya que el resto son aplicaciones mas

triviales, como el analisis grafico, visualizacion y exploracion.

El grupo de programas creado para el correcto tratamiento de los datos

espectroelectroquimicos permite realizar todas las transformaciones necesarias para la

posterior interpretacion de los diversos fendmenos que hayan podido suceder.
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3.1 ESTUDIO ESPECTROELECTROQUIMICO DE DOPAMINA

3.1.1 ESPECTROELECTROQUIMICA DE LA ELECTRO-OXIDACION DE DOPAMINA.

El estudio del mecanismo de oxidacion de la dopamina en medio neutro se
abordé utilizando técnicas espectroelectroquimicas de absorcién en el UV/Vis. Para ello
se realizaron una serie de experiencias realizando barridos voltamperométricos entre -
0.50 V y +0.70 V, analizando el efecto que tenian la concentracion de dopamina y la

velocidad de barrido en las respuestas espectroelectroquimicas.

Para analizar el efecto de la concentracion en el proceso de oxidacién de la
dopamina se eligieron dos concentraciones representativas de este neurotransmisor,
1.0 x 10° M y 6.0 x 10° M, preparadas en un medio tamponado, disolucién tampén
fosfato (0.5M PBS) con un pH de 7. Se realizaron barridos voltamperométricos entre -
050 V y +0.70 V a una velocidad de barrido de 0.05 V x s*, registrando

simultdneamente la sefal electroquimica y la sefial espectral entre 250 y 900 nm.

El voltamperograma lineal registrado durante el barrido anddico en este rango de
potenciales muestra un Unico pico de oxidacion relacionado con el proceso de
oxidacion de la dopamina presente en el medio de reaccion (Figura 40.a). Se aprecia
claramente como la intensidad de pico del voltamperograma obtenido con la disolucion
6.0 x 10° M es mayor que la del voltamperograma de la disolucién més diluida, pero no
seis veces mayor con cabria esperar sino Unicamente 3.8 veces. Ademas se observa
como el potencial onset es menor para la disolucibn mas concentrada, +0.04 V para

6.0 x 10° M y +0.10 V para 1.0 x 10° M. En cambio, el potencial de pico es
significativamente mayor para la disoluciéon mas concentrada, +0.43 V para 6.0 x 10
M y +0.28 V para 1.0 x 10° M. Representando normalizados estos dos

voltamperogramas (Figura 40.b) se puede apreciar, como el aumento de corriente es
mucho méas acusado en la disolucién mas diluida que en la de 6.0 x 10° M. Todas
estas evidencias llevan a pensar que el mecanismo de oxidacion de la dopamina es
complejo, donde estan implicadas diferentes especies segun sea la concentracion

inicial de dopamina.
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Figura 40. Voltamperograma lineal de oxidacion de dopamina a dos concentraciones: 1.0

x 10 M y 6.0 x 10 M. Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH = 7).
Einicia = -0.50 V, Efna = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.05 V x st (@)

sefiales originales, y (b) sefiales normalizadas.

Las seflales espectrales registradas durante estas dos experiencias
espectroelectroquimicas muestran espectros de absorcién y una evolucion de los
mismos durante el barrido de potencial claramente diferente segun cual sea la
concentracion de dopamina en el medio (Figura 41). Entre el potencial inicial, -0.50 V, y

el potencial de pico, +0.43 V para 6.0 x 10° My +0.28 V para 1.0 x 102 M, se puede

ver como en ambos casos los espectros son muy similares, diferencidandose
basicamente en la intensidad de la sefial, mayor cuanto mayor es la concentracion

inicial de dopamina. En los dos espectros, lineas verdes y rojas en Figura 41.a y Figura
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41.b, hay dos bandas de absorcion centradas en 300 y 395 nm. Estas dos bandas se
atribuyen a una transicion interligando m — m* derivada de la transicion 1L, < 1A; de la
dopamina, tipica de una semiquinona [34,117], y a una transicion n - m* relacionada
con el grupo carbonilo unido al anillo bencénico caracteristico de la o-quinona
[117,153], respectivamente. Un primer analisis de las sefales a los dos potenciales de
pico, diferentes segun la concentracion de dopamina utilizada, muestra que la Unica
diferencia significativa es la intensidad neta del espectro de absorcién. La banda
situada en 395 nm esté relacionada con el primer producto de oxidacién de dopamina,
la dopaminoquinona (DAQ), Figura 42.

—E=-050V

0.08f —E =+0.28 V||
0.07} E = +0.43 V|
—E=+0.70 V
0.06} ]
\
5 0.05 | b\
4] \
2 0-047/A

0.03})
0.02f/
0.01

—E=-050V

0.25; —E =+0.28 V||
E=+0.43V
0.2 —E = +0.70 V|l
5 0.15}
8
<
0.1
0.05
0 p——
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Figura 41. Evolucion de los espectros de absorcion en el UV/Vis durante el barrido de
oxidacion: (a) 1.0 x 10° M, (b) 6.0 x 10° M. Eiyiciw = -0.50 V, Egpa = +0.70 V,
velocidad de barrido (v) = 0.05 V x S, tinegracien = 0.135 s.
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E O
— = +2H" + 2¢
(0]

HO NH, NH,

HO

dopamine (DA) dopaminequinone (DAQ)
Figura 42. Reaccion de oxidacion de la dopamina hasta DAQ [152].

Analizando los espectros de absorcion al final del barrido, y por lo tanto su
evolucion entre +0.43 V y +0.70 V, se evidencian cambios no observados en el primer
tramo del barrido anddico (Figura 41.a y Figura 41.b). Los espectros registrados para la

disolucién de dopamina 1.0 x 102 M muestran como la banda centrada en 395 nm

sigue creciendo pero mas lentamente, mientras que entre 460-480 nm emerge una

nueva banda que aumenta a una velocidad muy superior a lo que lo hace la de 395 nm.

En cambio, los espectros registrados para la disoluciéon de dopamina 6.0 x 10

M, muestran como ambas bandas, la de 395 y la nueva entre 460 y 480 nm, crecen
aproximadamente a la misma velocidad. Esta nueva banda, que emerge entre 460 y
480 nm, esté relacionada con la transicion n — w* relacionada con el grupo carbonilo
unido al anillo bencénico del producto de oxidacion en el que se ha producido un
reaccion de ciclado intramolecular para dar el leucodopaminocromo, el cual en el rango
de potenciales analizados se encuentra oxidado en forma de dopaminocromo (DAC)
[152-154], Figura 43.

Por otro lado, la banda centrada en 300 nm, sigue aumentando su intensidad
hasta el final del barrido anddico. Analizando la relacion entre los valores de
absorbancia a 300 (Aszo0) Y 395 nm (Asgs), para las dos concentraciones de dopamina
estudiadas se puede comprobar que cuanto mayor es la concentracion de dopamina
mayor es la relacion (Ases/Asno), Figura 44.a, en el rango de potenciales comprendido
entre +0.25 y +0.70 V. Esto indica que la concentracion de DAQ electrogenerada es
mayor cuando mayor es la concentracion de dopamina en disolucion. Ademas, esta
relacion de absorbancias disminuye al aumentar el potencial aplicado lo que quiere
decir que la DAQ se va transformando segun se genera en otro subproducto, que
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también absorbe a 300 nm. Esta disminucién es lineal para la disolucibn mas

concentrada de dopamina, 6.0 x 10 M, mientras que para la disolucién mas diluida la

disminucién es mas brusca entre +0.25 y +0.40 V. Es decir, la transformacion de la
DAQ generada en DAC tiene lugar a mayor velocidad en la disolucién de dopamina 1.0

x 10° M que en la mas concentrada. Por otra parte, estudiando la relacién entre la

absorbancia a 470 y 300 nm (As70/As00), Figura 44.b, se puede comprobar como tiene
un valor practicamente constante para ambas concentraciones. Esto se puede
interpretar como que estas dos longitudes de onda estan relacionadas
mayoritariamente con la misma especie, en este caso el DAC, subproducto de

oxidacion de la dopamina.

o
E
= — +2H" + 2¢
0]
NH, NH,

HO

HO

dopamine (DA) dopaminequinone (DAQ)
C
0O HO
+2H +2¢ g
o}
NH HO
NI
dopaminechrome (DAC) leucodopaminechrome (LDAC)

Figura 43. Reaccion de oxidacion de la dopamina hasta dopaminocromo [152].

Finalmente, si normalizamos con respecto al maximo de absorcion el espectro
de absorcion registrado a diferentes valores de potencial se puede visualizar
cualitativamente la cantidad relativa de ambos productos de oxidacion generados
(Figura 44.c y Figura 44.d). Por ejemplo, eligiendo el potencial de pico del
voltamperograma de la disolucién 1.0 x 10° M de dopamina, +0.28 V, (Figura 44.c), se
puede ver como ambos espectros normalizados son iguales, indicando que a ese
potencial Unicamente se ha formado DAQ, y en cantidades relativas equivalentes,

independientemente de la concentracion inicial de dopamina. En cambio eligiendo el
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potencial final del barrido de oxidacion, +0.70 V, (Figura 44.d), se puede concluir,
atendiendo a estos valores relativos de absorbancia, que la cantidad relativa de DAC
generada es la misma para ambas disoluciones de dopamina al ser iguales los
espectros de absorcidén a longitudes de onda superiores a 460 nm. No asi la cantidad
de DAQ, gue es significativamente mayor cuanto mayor es la concentracién inicial de
dopamina, 6.0 x 10° M, aspecto reflejado en el mayor valor de absorbancia relativa a
395 nm. Es decir, a mayor concentracion de dopamina se genera mayor cantidad del

producto de oxidacion reversible, DAQ, pero una cantidad equivalente del producto de

oxidacion irreversible, DAC.
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Figura 44. Evolucion con el potencial de la relacion entre la absorbancia (a) a 395 y 300 nm.
(b) a 470 y 300 nm, para las dos disoluciones de dopamina de concentracion 1.0
x 10° My 6.0 x 10 M. Espectros de absorcién normalizados a (c) +0.28 V y (d)
+0.70 V para las dos concentraciones. Disoluciones preparadas en tampon PBS
(pH = 7). Einicias = -0.50 V, Efna = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.05 V x st
tintegracion = 0.135 S.

Noelia Gonzalez Diéguez



3. Resultados y discusion

Estos hechos experimentales se pueden interpretar como que la reaccién
electroquimica reversible de oxidacion de dopamina hasta DAQ (Figura 42) es mas
rapida que la quimica irreversible de ciclado interno que provoca la aparicion en el
medio de reaccion de DAC (Figura 43). De modo que cuando inicialmente la
concentracion de dopamina es muy alta, se genera en una concentracién también
elevada DAQ, pero la reaccion quimica posterior al ser mas lenta que la electroquimica
tarda en consumir esa DAQ generada y transformarla hasta DAC. Por esa razén, en la

disolucién de dopamina 6.0 x 10° M estd mas marcada la banda de 395 nm

relacionada con la DAQ que la de 470 nm vinculada al DAC, no asi en la disolucion de
dopamina 1.0 x 10 M.

A la vista de estos resultados se puede concluir que cuanto mayor es la
concentracion de dopamina, la ciclacion intramolecular y la posterior oxidacion son
dificultadas durante la primera etapa de oxidacion, haciendo que el espectro de

absorcion de la DAQ domine en la respuesta espectral.

Como ya se ha comentado en el apartado 1.3.1 de esta memoria (Figura 11 y
Figura 12), la reaccién de oxidacion de la dopamina y las sefiales electroquimicas
registradas, cuando se realizan varios ciclos de oxidacidn consecutivos, evidencian
cambios en la reacciébn y en la superficie del electrodo. Con el fin de evaluar
espectroelectroquimicamente estos cambios se realizaron una serie de experiencias en
las que se llevaban a cabo tres barridos de potencial consecutivos entre -0.50 V y

+0.70 V a una velocidad de barrido de potencial de 0.05 V x s, trabajando con las dos

concentraciones de dopamina utilizadas hasta ahora, 1.0 x 10°y 6.0 x 10° M.

Dados los diversos compuestos que pueden formarse durante la oxidacién de
dopamina, y con el fin de identificar a partir de su espectro especifico estos
compuestos, se realiz6 un tratamiento multivariante de los datos usando en primer
lugar Independent Component Analysis (ICA) [235-237] con el fin de discriminar las
variables que mas pesan. A continuacion, esa primera aproximacion sirvi6 como punto
de partida para el analisis con el algoritmo MCR-ALS (Multiple Curve Resolution-
Alternating Least Squares) que consigue mejorar el ajuste del modelo tras cada

iteracion. El procedimiento concluye cuando el algoritmo converge a un minimo global
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(caso ideal), que coincide con el punto en el que se encuentra la solucion del sistema
por minimos cuadrados, deconvolucionando la sefial original en las diferentes

componentes que incluye.

En ICA, los criterios de partida fueron seleccionar Unicamente dos componentes,
ya que se prevé gue los compuestos mayoritarios sean DAQ y DAC. Una vez realizada
la aproximacion inicial, con esa primera deconvolucion de los espectros se realizd el
analisis con MCR-ALS. En esta segunda etapa se impuso el criterio de no
electronegatividad de los valores de concentracion y absorbancia ya que los espectros
corresponderian a especies generadas durante la oxidacion de dopamina, cuyo
espectro de absorcibn aumenta al tomar como espectro de referencia el de la

dopamina inicial, y el criterio de normalizar las sefales.

La Figura 45 muestra los resultados tras realizar el andlisis multivariante con
MCR-ALS y deconvolucionar en sus dos componentes principales los espectros
registrados en las dos experiencias espectroelectroquimicas multiciclicas de oxidacion
de dopamina en las que se trabajaron con concentraciones de dopamina 103y 6-107
M.

Los espectros normalizados de estas dos componentes principales (C; y C»)
para ambas experiencias, Figura 45.a y Figura 45.b, indican que corresponden a dos
especies diferentes. La primera componente (C;) muestra un maximo de absorcion
centrado en 390 nm, mientras que la segunda (C,) lo tiene en 475 nm, pudiéndose
relacionar estas dos componentes con la DAQ (C;) y DAC vy otros productos

secundarios (Cy).

Por otro lado, los perfiles de concentracion de estas dos componentes
representadas frente al tiempo (Figura 45.c y Figura 45.d) y el potencial (Figura 45.e y
Figura 45.f) presentan evoluciones muy diferentes. El perfil de concentraciones de la
componente C; muestra como la concentracion de este producto de oxidaciéon aumenta
durante la oxidacion, alcanza un madximo mas o menos estable, y disminuye durante el
barrido de oxidacion, mostrando la forma esperada del voltabsorciograma de una
especie que se forma y consume de forma reversible como es el caso de la DAQ, si no

tuviera lugar la reaccion secundaria de ciclado interno.
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(a, b) MCR-ALS deconvolucién espectral de la oxidacién de dopamina; (c, d) perfiles
de concentracion vs tiempo para las especies resueltas por MCR-ALS; (e, f) perfiles de
concentracion vs potencial para las especies resueltas por MCR-ALS; (g, h) derivada
de los perfiles de concentracién con el tiempo y voltamperogramas ciclicos registrados
durante la oxidacion de dopamina entre -0.50 V y +0.70 V a una velocidad de 0.05 V x
s™ (3 ciclos). (a, ¢, €, g) Caopamina = 1.0 x 10° M; (b, d, f, h) Cyopamina = 6.0 x 10° M.
Todas las disoluciones fueron preparadas en tamp6n PBS (pH = 7); tinegracien = 135 ms.
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Cabe destacar que la cantidad de DAQ generada cuando se trabaja con la

concentracion de dopamina 1.0 x 10° M es significativamente menor (sefial

multiplicada por un factor de 10 para una mejor visualizacién en Figura 45.c y Figura
45.e) que cuando se trabaja con la de 6.0 x 10 M (sefial multiplicada por un factor de 2

para una mejor visualizacion en Figura 45.d y Figura 45.f). Este resultado se puede
interpretar como que cuando se trabaja con concentraciones bajas de dopamina en
medio fosfato (pH = 7) se genera DAQ que rapidamente es transformada por ciclacion
interna en DAC. Solo una pequeia cantidad de DAQ se queda sin transformar, la cual
en el barrido de reduccién es consumida generando el reactivo inicial, dopamina. En

cambio cuando la concentracién de dopamina es més alta, 6.0 x 10° M, se genera

mucha mas DAQ, siendo ligeramente mas estable en disolucion, porque la reaccién
guimica secundaria no es capaz de transformar tan rapido toda la DAQ generada en
DAC.

Este resultado esta de acuerdo con la evolucion de la relacion de absorbancias
Asgs/Asp0 presentada en la Figura 44.a, donde se puede ver que el consumo de DAQ es
mas rapida cuanto menor es la concentracion de dopamina inicial. En cuanto al perfil
de concentraciones de la segunda componente (C,) se puede ver como para la
disolucién mas diluida de dopamina (Figura 45.c y Figura 45.e) éste aumenta durante
los tres barridos de potencial indicando la generacién casi continua de DAC. En
cambio, para la disolucion mas concentrada de dopamina, el perfil de concentraciones
aumenta mucho durante los dos primeros ciclos de potencial, manteniendo un valor
casi constante en el dltimo de ellos. Estas mismas conclusiones se pueden extraer al
comparar los perfiles de concentracion de las dos componentes extraidas. Asi, para la
concentraciéon de dopamina 1.0 x 10° M, la formacién de DAQ finaliza cuando el
potencial aplicado esta en torno a +0.45 V en el barrido anddico, mientras que la de
DAC y otros productos secundarios continua hasta que se alcanza el potencial de -0.20
V en el barrido catédico. Pero, para la concentracién de dopamina 6.0 x 10° M, la
formacién de DAQ y DAC es practicamente idéntica en cuanto al rango de potenciales
en que tiene lugar el barrido anddico, de +0.15 V en adelante. La diferencia se
encuentra en el barrido catddico, ya que la DAQ se reduce a partir de +0.20 V

aproximadamente, mientras la generacion de productos secundarios continua hasta
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gue se alcanza en este barrido catddico el potencial de -0.20 V.Finalmente,
comparando las sefales derivadas de los perfiles de concentracibn con los
voltamperogramas ciclicos registrados se puede comprobar como cada componente se
relaciona con uno de los dos pares de picos presentes en los voltamperogramas. La
componente C,, vinculada a la DAQ, con el par de picos situados a potenciales
mayores de 0.00 V, y la componente C,, relacionada con el DAC y otros productos

secundarios, con el par de picos observados a potenciales inferiores a 0.00 V.

3.1.2 DETERMINACION ESPECTROELECTROQUIMICA DE DOPAMINA

La espectroelectroquimica de absorciébn en el UV/Vis no so6lo proporciona
informacion acerca del mecanismo de oxidacion de la especie estudiada, en este caso
la dopamina, sino que puede suministrar informacion muy valiosa desde el punto de
vista cuantitativo. Con el objetivo de mostrar este potencial de las técnicas
espectroelectroquimicas se realizé una serie de experimentos espectroelectroquimicos

en los que se vari6 la concentracién de dopamina entre 9.0 x 10® hasta 1.0 x 102 M,

trabajando en todo momento con disoluciones acuosas en tampoén fosfato (PBS) con un
pH de 7. A la vista de los resultados presentados en el apartado 3.1.1, para estas
experiencias se llevaron a cabo voltamperometrias lineales entre 0.00 Vy +0.70 V a

una velocidad de 0.05 V x s™, en las que se registré de forma simultanea la evolucién

de los espectros de absorcion en el UV/Vis.

La Figura 46 muestra las dos sefales registradas, los voltamperogramas lineales
y los espectros de absorcion en el potencial vértice, +0.70 V. Se aprecia como el pico
de oxidacion observado en el voltamperograma y las bandas caracteristicas del
espectro aumentan con la concentracién de dopamina. Con estos resultados se puede
abordar la determinacion de dopamina desde dos perspectivas, la electroquimica
utilizando la intensidad de pico como sefial respuesta, y la espectroscopica utilizando la
intensidad de las bandas caracteristicas de los productos de oxidacién de la dopamina
situadas en 305, 395 y 470 nm como sefales respuesta. La relacion entre la
concentracion de dopamina y las sefiales respuestas anteriormente indicadas se
analizd en primer lugar a través de una regresion robusta por minima mediana de

cuadrados (LMSR) con la finalidad de detectar datos andémalos. Una vez detectados y

Noelia Gonzalez Diéguez

97



3. Resultados y discusion

eliminados, se construyeron los modelos de regresion por minimos cuadrados (OLSR)
Cuyos parametros caracteristicos se muestran en la Tabla 3.
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Figura 46. (a) Voltamperogramas lineales y (b) espectros de absorciéon cuando el
potencial aplicado es de +0.70 V. Cgopamina = 1.0 x 10° a 9.0 x 10° M.

Disoluciones preparadas en tampon PBS (pH = 7). Ejica = -0.20 V, Efjna =
+0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.05 V x st tintegracien = 0.135's.

Para determinar la capacidad de prediccion de los cuatro modelos de regresion
mostrados en la Tabla 3, se prepararon dos disoluciones problema. La Tabla 4 muestra
la prediccion de la concentracion de estas dos muestras. Comparando los resultados
mostrados en la Tabla 3 y la Tabla 4, se puede comprobar como los mejores
corresponden con los modelos de regresion construidos con los datos electroquimicos

(I, VC) y los espectroscopicos obtenidos a partir de los valores de absorbancia a 305
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nm a +0.70 V (AL:2Y, Ay) relacionados con la absorcién de productos de oxidacion
gue han sufrido el proceso de ciclacion interna, como es el DAC. Esas dos regresiones
tienen los mayores coeficientes de determinacion (Tabla 3), asociado a unos mejores
pardmetros relacionados con la estimacion de la concentracion de dopamina en las
muestras problema (Tabla 4). Ademas son los modelos que tienen un menor limite de
deteccién como se puede ver en la Tabla 3. Por otro lado, son los modelos que tienen
una mayor precision en la estimacion de la concentracion de los problemas analizados,
como se puede ver en la menor amplitud de los intervalos de confianza, tienen una
mejor exactitud en las estimaciones, como queda reflejado en los menores errores
relativos, y, ademas presentan los menores valores de desviacion estandar relativa
(%RSD), Tabla 4.

Tabla 3. Parametros caracteristicos obtenidos de los modelos de regresion
por minimos cuadrados construidos para los datos electroquimicos y
espectroscépicos de las experiencias espectroelectroquimicas

realizadas en el rango de concentraciones de dopamina entre 1.0 x

10 a 9.0 x 10° M mostradas en la Figura 46.%

SENSIBILIDAD® ORDENADA EN EL DESVIACION COEFICIENTE DE LiMITE DE
METobo® ORIGEN ESTANDAR DETERMINACION DETECCION
b) 2

( ) RESIDUAL (Syx) (R% (M)
VC 0.037 AxM? -3.7x10% A 3.53x 107 0.9991 48x10°
A 50.87 M? 7.5x10% a.u. 8.55 x 10 0.9984 8.6 x 10°
A 16.59 M* 2.1x10%a.u. 8.57 x 10* 0.9824 24.0 x 10®
As 19.42 M* 8.9x 10* a.u. 3.68x 10" 0.9962 9.6 x 10°

2 La concentracion de dopamina en tampén PBS (pH = 7) se varié entre 1.0 x 102 a 9.0 x
10° M.
® | os métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacion con la

concentracion de dopamina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (lp,

VC), y de la absorbancia a 305 nm (Ajos o, A1), a 395 nm (As% oy, A2) y a 470 nm

(A}%ﬁ%’, A3) cuando el potencial aplicado es +0.70 V.

c
y = a+ b x Cgopamina
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La similitud entre las estimaciones realizadas con el modelo electroquimico (lp,

VC) y con el mejor de los espectroscopicos (Asos o, A1) indica que los dos métodos se

pueden utilizar de forma indistinta para determinar dopamina.

Tabla 4. Concentracion estimada a partir de los modelos de regresion

mostrados en la Tabla 3.

Cp1=5.5x10"M Cp2=25x10"M

METobo? Intervalo de %RSD" %Error Intervalo de %RSD" %Error

confianza/M (o =0.05) relativo®  confianza /M (e =0.05) relativo®

VC [5.4 +0.3] x 10 2.0 -1.8 [2.5+0.4] x 10 4.1 0.0
A [5.7 +0.5] x 10™ 3.2 3.6 [2.6 +0.5] x 10 7.0 4.0
A [5.7 + 1.4] x 10™ 9.9 3.6 [2.9+1.4]x10® 19.5 16.0
As [5.5 + 0.6] x 10™ 3.9 0.0 [2.4 +0.6] x 107 8.6 -4.0

# Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacién con la
concentracion de dopamina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (I,
VC), y de la absorbancia a 305 nm (A%, A1), a 395 nm (A3%°Y, A;) y a 470 nm

(A;(}gﬁn\{, A3) cuando el potencial aplicado es +0.70 V. Cp1 y Cp2 SON las concentraciones

de las dos muestras problema de dopamina;
® 9RSD: desviacién estandar relativa.

 %Error relativo calculado como como (Cpyx — Cestimada) X 100 / Cpx, donde Cpy es la

concentracion tedrica de dopamina (Cp1 0 Cp2), Y Cestmada €S la concentracion de

dopamina estimada con cada método.

Resultados similares se han obtenido con los otros dos modelos de regresion

con datos espectroscopicos (Asd: o, Az Y Asdy oY, Ag), aunque sobre todo el obtenido a

partir de los valores de absorbancia a 395 nm la precision, exactitud y valores de
%RSD son claramente peores, asi como el coeficiente de determinacion de la curva de
calibrado. Este empeoramiento del modelo, probablemente se deba a que esta banda
aparece solapada con la principal situada a 470 nm, lo que hace mas dificil la
cuantificacion de dopamina a partir de la cantidad de DAQ generada en la reaccion de

oxidacion. Cabe destacar que el rango de cuantificacion en todos los modelos es muy
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similar, entre 9.0 x 10™ hasta 1.0 x 10° M para los modelos espectroscépicos a 305 y
395 nm, y entre 9.0 x 10® hasta 8.5 x 10* M para el modelo electroquimico y el

espectroscopico a 470 nm.

La IUPAC recomienda que la veracidad de los resultados analiticos obtenidos
con un método deben de ser validados con un segundo método independiente [238].
Los experimentos espectroelectroquimicos, por su propia naturaleza, proporcionan dos
respuestas analiticas distintas e independientes entre si, como ya se ha comentado
previamente. Asi, una vez demostrado que ambas sefiales se pueden utilizar para
determinar dopamina en medio PBS (pH = 7), se procedié a verificar la ausencia de
sesgo comparando las estimaciones realizadas con ambos métodos. Para ello se
compararon dos a dos, las estimaciones realizadas con el modelo electroquimico (lp,

VC) y cada uno de los tres métodos espectroscépicos presentados en la Tabla 3.

Tabla 5. Parametros caracteristicos obtenidos de la comparacion de las
estimaciones realizadas con el modelo electroquimico y uno de los

tres modelos espectroscépicos mostrados en la Tabla 3.

METODOS INTERVALO INTERVALODE LA SENSIBILIDAD” ORBEVAR EN COEFICIENTE DE
EL ORIGEN DETERMINACION
COMPARADOS? DE LA ORDENADA EN EL ®) A
PENDIENTE ORIGEN /M (a) (R
VC - A 1.00+0.08 (0.0£3.7)x10° 1.0000 -4.8x108Mm* 0.9981
VC - Az 1.00+0.23 (0.1+£9.8)x10° 0.9974 9.1x107° M* 0.9716
VC - As 1.00+0.12 (0.1+4.9)x10° 0.9981 6.6 x 107 M* 0.9934

% Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacién con la

concentracion de dopamina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (lp,

VC), y de la absorbancia a 305 nm (Ajor oy, A1), a 395 nm (A% oY, A2) y a 470 nm

(AJ;%ﬁnY, A3) cuando el potencial aplicado es +0.70 V.

b — .
VCorediccion = a + b x (A;;(c)xmr{ri)prediccién

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos en las tres comparaciones posibles,
apreciandose que en todos los casos se obtienen rectas en las que la pendiente tiene
un valor de 1 y la ordenada de 0, concluyéndose que el método electroquimico y los
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espectroscopicos miden igual. De entre todas estas comparaciones cabe destacar la
primera en la que se utilizan las estimaciones del método electroquimico y las del
espectroscopico a 305 nm y +0.70 V, ya que es la que mejor coeficiente de
determinacién tiene. Con todos estos resultados se puede concluir que la
espectroelectroquimica de absorcién UV/Vis es una técnica autovalidada, lo que

aumenta aun mas su utilidad en analisis cuantitativo.

x 10°
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< 01
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Figura 47. (a) Voltamperogramas lineales y (b) espectros de absorcion cuando el
potencial aplicado es de +0.70 V. Cgopamina = 1.5 x 10° a 6.0 x 10° M.

Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH = 7). Eiyica = +0.10 V, Efjna =
+0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.05 V x st tintegracion = 0.135 s.

Tal y como se ha explicado anteriormente (Figura 40 y Figura 41), el proceso de
oxidacion de la dopamina en medio PBS (pH = 7) depende de la concentracién. Por
esta razon, y para analizar como afectaba este hecho a la cuantificacion de dopamina

se prepar6 un segundo conjunto de calibracion con patrones de calibrado de dopamina
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comprendidos entre 1.5 x 10 hasta 6.0 x 102 M. Se realizaron las correspondientes

experiencias espectroelectroquimicas de absorcion UV/Vis provocando la oxidacion de

la dopamina entre +0.10 V y +0.70 V a una velocidad de barrido de 0.05 V x s™. En la

Figura 47.a se presentan los voltamperogramas lineales registrados donde se aprecia
un claro desplazamiento del potencial de pico hacia mayores sobrepotenciales cuanto

mayor es la concentracion inicial de dopamina.

Por otro lado, en los espectros finales se puede comprobar como segun va
aumentando la concentracién de dopamina, la banda situada en 395 nm emerge con
mayor claridad, mientras que la banda de 470 nm aumenta mucho menos. Esta
evidencia experimental est4 de acuerdo con las conclusiones extraidas del estudio del
mecanismo de oxidacion de la dopamina. A concentraciones mayores se forma mayor
cantidad de DAQ, mientras que segun disminuye la concentracion de dopamina se
genera mayor cantidad de DAC y otros productos secundarios de oxidacion de esta

dopamina.

Con fines comparativos, las respuestas escogidas para construir los modelos de
calibracion para este segundo conjunto de muestras fueron las mismas, tanto en la
respuesta electroquimica como en la espectroscopica. Asi tras realizar una regresion
robusta por LMSR para detectar puntos anémalos, se construyeron los cuatro modelos

de calibracion por OLSR.

La Tabla 6 resume los parametros de calibracion obtenidos. Como se puede ver
la sensibilidad de los modelos es claramente menor que la obtenida con el conjunto de

calibracion de concentraciones menores de dopamina, excepto para el modelo

construido con la absorbancia a 395 nm (A39% o, Az. Otro aspecto destacable es la

peor calidad de las curvas de regresion obtenidas, como se puede comprobar al
comparar los coeficientes de determinacion, que en este caso son menores de 0.9967
cuando con el anterior conjunto de calibracion el mejor valor era de 0.9991. En este

caso, los mejores resultados se obtuvieron con el modelo electroquimico (I,, VC) vy el

espectroscopico eligiendo la longitud de onda de 395 nm (A§8'573n\1/, Ay, como se puede

comprobar de los coeficientes de determinacion.
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Tabla 6. Pardmetros caracteristicos obtenidos de los modelos de regresion
por minimos cuadrados construidos para los datos electroquimicos y
espectroscopicos de las experiencias espectroelectroquimicas

realizadas en el rango de concentraciones de dopamina entre 6.0 x

10°a 1.5 x 10 M mostradas en la Figura 47.2

SENSIBILIDADS ORDENADA EN EL DESVIACION COEFICIENTE DE LiMITE DE

MEeTopo® ORIGEN ESTANDAR DETERMINACION DETECCION
(b) @ RESIDUAL (Syx) (R% (M)

vC 0.026 Ax M* 1.7x10° A 4.04x10° 0.9920 8.1x10*

A 36.59 M* 4.0x 107 a.u. 1.15 x 107 0.9633 17.0x 10™

A, 17.05 M? -9.3x 102 a.u. 1.58 x 107 0.9967 5.6 x 10™

As 1251 M? 29x10%a.u. 2.33x10° 0.9876 12.0x 10*

?La concentracién de dopamina en tampon PBS (pH = 7) se vario entre 1.5 x 10%a 6.0 x
10° Mm.
® Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacién con la

concentracion de dopamina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (I,

VC), y de la absorbancia a 305 nm (A%, A1), a 395 nm (A3%%Y, Az) y a 470 nm

(A;(}gﬁn\{, A3) cuando el potencial aplicado es +0.70 V.

Cy za+bx Cdopamina

Esta misma situacion se repite al determinar la capacidad de prediccion de estos
modelos, datos mostrados en la Tabla 7. La mayor precisidbn y mejor exactitud se
consiguieron con estos dos modelos, ademas de tener los menores valores de
desviacion estandar relativa (%RSD). Es destacable, que aunque los modelos de
regresion no eran de tanta calidad como los construidos para el conjunto de calibraciéon
de concentraciones menores de dopamina, los valores de errores relativos y de
desviacion estandar relativa son similares, menores del 8% los primeros y del 7% los

segundos para los dos mejores modelos de regresion.
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Tabla 7. Concentracién estimada a partir de los modelos de regresion

mostrados en la Tabla 6.

Cr1=45x10°M Cp2=25x10°M

METopo? Intervalo de %RSD" %Error Intervalo de %RSD" %Error

confianza/M (& =0.05) relativo® confianza/M (& =0.05) relativo®

VvC

Ar

Az

As

[4.7 +0.4]x 10° 3.6 4.4 [2.6 +0.4] x 10° 6.7 4.0
[4.5+0.9] x 10° 7.7 0.0 [3.1+0.9] x 10° 115 24.0
[4.6 +0.3]x 10° 2.3 2.2 [2.3+0.3]x10° 4.4 -8.0
[4.3+0.6]x 10° 5.2 -4.4 [3.0 +0.6] x 10° 7.4 20.0

% Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlaciéon con la

concentracion de dopamina de la intensidad de pico anodico del voltamperograma (lp,

VC), y de la absorbancia a 305 nm (Ajos o, A1), a 395 nm (As% o, A2) y a 470 nm

(A}%ﬁrx, A3) cuando el potencial aplicado es +0.70 V. Cp1 y Cp2 SON las concentraciones

de las dos muestras problema de dopamina;

P 9,RSD: desviacién estandar relativa.

¢ %Error relativo calculado como como (Cpx — Cestimada) X 100 / Cpy, donde Cpy es la
concentracion tedrica de dopamina (Cpi 0 Cp2), ¥ Cesimada €S la concentracion de

dopamina estimada con cada método.

Finalmente se llevé a cabo la comparacion de las estimaciones realizadas con

cada uno de los modelos espectroscopicos con el modelo electroquimico, para

determinar si habia ausencia de sesgo. Tabla 8 muestra los resultados obtenidos en las

tres comparaciones posibles, apreciandose que en todos los casos se obtienen rectas

en las que la pendiente tiene un valor de 1 y la ordenada de 0, concluyéndose que

ambos tipos de métodos miden igual y que la espectroelectroquimica de absorcion

UV/Vis es una técnica autovalidada, tal y como se habia indicado anteriormente.

Tal y como ha quedado demostrado, la técnica quimiométrica de regresion

univariante por minimos cuadrados ordinarios no es util para estudiar el rango de

concentraciones comprendido entre 9.0 x 10 hasta 6.0 x 10° M, ya que las pendientes

de los modelos construidos son diferentes. Este problema puede evitarse utilizando
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herramientas quimiométricas mas potentes como son las regresiones multivariantes,
eligiéndose en este caso la regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR). Con
este fin se decidi6 trabajar con los datos espectrales tomando mas de una longitud de
onda para construir los modelos, eligiendo en este caso todo el rango mas informativo
comprendido entre 290 y 550 nm, escogiendo todo el rango de concentraciones de

dopamina comprendido entre 9.0 x 10® hasta 6.0 x 10° M. Finalmente, se eligieron,

como en los modelos de regresion univariante construidos anteriormente, los espectros

de absorcioén al potencial vértice, +0.70 V.

Tabla 8. Parametros caracteristicos obtenidos de la comparacion de las
estimaciones realizadas con el modelo electroquimico y uno de los

tres modelos espectroscépicos mostrados en la Tabla 6.

METODOS INTERVALO INTERVALODE LA SENSIBILIDAD” OEIT_DSBFLIASEANEN COEFICIENTE DE
a DETERMINACION
COMPARADOS DE LA ORDENADA EN EL ®) !
PENDIENTE ORIGEN /M (a) (R
VC-Ay 1.00+0.18 (0.1+6.5)x10™ 1.0021 -6.7x10°Mm* 0.9779
VC - A; 0.99+0.18 (0.5+6.3)x10™ 0.9865 4.4x10°M* 0.9835
VC - Az 1.00+0.17 (0.1+9.6)x10™ 1.0010 -4.8x10°Mm* 0.9848

® Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacién con la

concentracion de dopamina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (lp,

VC), y de la absorbancia a 305 nm (A3 o, A1), @ 395 nm (A3% o, A2) y a 470 nm

(AJ;%M, As) cuando el potencial aplicado es +0.70 V.

®VCprediccion = @ + b x (AL % prediccion

De este modo las variables independientes o predictoras fueron los valores de
absorbancia entre 290 y 550 nm a +0.70 V (330 longitudes de onda), mientras que las
variables dependientes fueron las 15 muestras patron preparadas con concentraciones
de dopamina entre 9.0 x 10® hasta 6.0 x 10° M. Como el nimero de variables
independientes es mucho mayor que el de variables dependientes existen problemas
de multicolinealidad que se resuelven con PLSR. Al construir este modelo se
seleccionaron unicamente dos variables latentes relacionadas con los dos productos de

oxidacion mayoritarios generados durante la oxidacion de dopamina en medio PBS (pH
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= 7), DAQ y DAC, variables latentes seleccionadas tras realizar un Andlisis por

Componentes Principales (PCA) de los datos.

En la Figura 48.a se presentan los loadings de estas dos variables latentes,

pudiéndose identificar la primera con el espectro de los productos secundarios de

oxidacion entre ellos el DAC con un maximo en 305 y otro en 470 nm, mientras que la

segunda variable latente se relaciona con el espectro de la DAQ con un maximo en 395

nm.
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Figura 48. (a) Imagen de los loadings tras realizar Analisis por Componentes Principales

(PCA) de los espectros entre 290 y 550 nm para el conjunto de patrones de
dopamina con concentracién comprendida entre 9.0 x 10® hasta 6.0 x 10°M a

+0.70 V. (b) Curva de regresion obtenida con las predicciones realizadas con el

modelo espectroscopico tras realizar regresion multivariante con PLSR.

Ceopamina = 9.0 x 10° a 6.0 x 10 M. Disoluciones preparadas en tampon PBS
(pH = 7). Ejnicias = +0.00 V, Ejina = +0.70 V, velocidad de barrido (v) =0.05V x s

l’ tintegracion = 0.135 s.
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El modelo de regresiéon construido (Figura 48.b) presenta unos parametros que
indican la buena aproximacion realizada cuando se quiere realizar un calibrado

ampliando el rango de concentraciones de dopamina: y = -4.5 x 10™ + 1.007 x Cdopamina

(R*=0.9996, Sy = 4.44 x 10™).

Por ultimo se llevé a cabo la estimacion de la concentracion de dos muestras

problema cuya concentracién real era 2.5 x 10% y 5.5 x 10* M. Los intervalos de
confianza obtenidos para estas dos estimaciones fueron [2.6 + 0.1] x 10 (%RSD =
1.8%), [6.4 + 0.8] x 10™ (%RSD = 5.6%). A la vista de estos resultados se puede

concluir que los datos espectrales analizados con regresiones univariantes se
encuentran influenciados por la concentracion de dopamina, conduciendo a
predicciones errobneas a causa de la contribucion de los compuestos generados
durante la oxidacion de dopamina. Sin embargo, con el modelo multivariante construido
estos problemas no afectan a la prediccion final ampliando las posibilidades que ya

ofrece la espectroelectroquimica de absorcion en el UV/Vis.

Finalmente se realiz6 la comparacion entre las estimaciones de la regresion
electroquimica (VC) y la regresion espectral tras construir el modelo multivariante con
PLSR (Figura 49) indicando la ausencia de sesgo, como ya se habia obtenido con los
modelos univariantes: a = [1.00 + 0.01] y b = [0.08 + 3.14] x 10, quedando patente una

vez mas la autovalidacion de la espectroelectroquimica como técnica analitica.

A modo de resumen de este -capitulo, podemos concluir que la
espectroelectroquimica de absorcion molecular en el UV/Vis no solo presenta un gran
potencial a la hora de elucidar mecanismo de reaccion, sino que ademas presenta un
alto potencial con fines analiticos. La posibilidad de “ver” los productos de las
reacciones electrodicas permite mejorar las cuantificaciones cuando estos productos

varian de forma lineal con la concentracion del analito precursor.
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Figura 49. Curva de regresion de las predicciones realizadas con el modelo
electroquimico y las realizadas con el modelo espectroscépico tras realizar

regresion multivariante con PLSR.. Cgopamina = 9.0 x 10° a 6.0 x 10° M.
Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH = 7). Ejyca = +0.00 V, Efina =
+0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.05 V x st tintegracion = 0.135 s.

3.2 ESTUDIO ESPECTROELECTROQUIMICO DE ADRENALINA

3.2.1 ESPECTROELECTROQUIMICA DE LA ELECTRO-OXIDACION DE ADRENALINA

Para realizar el estudio de oxidacion de adrenalina se realizaron una serie de
experimentos espectroelectroquimicos de absorcion en el UV/Vis con el objetivo inicial
de explicar el mecanismo de oxidacién de adrenalina con esta técnica multirespuesta.
La Figura 50.a presenta la sefial voltamperométrica obtenida durante la oxidacion de
adrenalina 10 M en medio neutro (PBS, pH = 7) durante un barrido ciclico de potencial

entre -0.50 V y +0.70 V a 0.005 V x s, mientras se registra de forma simultanea la

evoluciéon de los espectros de absorcion entre 210 y 680 nm (Figura 50.b. El
voltamperograma ciclico muestra un pico de oxidacién a +0.29 V relacionado con la
oxidacion de la adrenalina, y un pico de reduccion a -0.24 V. Analizando la evolucion de
los espectros de absorcidbn se puede apreciar como durante todo el barrido
voltamperométrico crecen dos bandas de absorcion a 302 y 485 nm.

El mecanismo de oxidacion de la adrenalina en medio neutro implica, tal y como

se ha comentado en la seccion 3.2, la formacién de adenoquinona (ADQ) que por un
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proceso de ciclacion interna genera adenocromo (ADC), siendo estos inicialmente los
principales productos de oxidacion. Tal y como se encuentra descrito en bibliografia
[239], la ADQ es el primer producto de oxidacion de la adrenalina que presenta una
banda de absorcién a 380 nm debido a la transicion n — n* del grupo carbonilo. La
ADQ [159] es un compuesto que en medios no fuertemente acidos sufre rapidamente
un proceso de ciclacion interna dando lugar a la aparicién de un producto de oxidacion
mas estable, el ADC via leucoadenocromo. Por lo tanto, en las condiciones
experimentales elegidas en este experimento, pH = 7 Y Cadrenaiina = 10° M , la ADQ es
un producto de oxidacion practicamente imperceptible ya que la reaccién de ciclacion

interna es muy rapida, Figura 50.

Las dos bandas que aparecen en el espectro a 302 y 485 nm (Figura 50) estan
relacionadas, por tanto, con el producto de oxidacidon generado tras la reaccion de
ciclacion interna, el ADC, [239,240]. El crecimiento practicamente constante de estas
dos bandas absorciométricas a lo largo de todo el barrido de potencial indica que el
principal producto de reaccion se esta generando de forma continuada, no
produciéndose, aparentemente su reduccion en el barrido catédico. Esto indica que el
pico de reduccion a -0.24 V no se corresponde con la reduccién de la ADC de la
adrenalina, si no a otro compuesto generado en el medio tras la oxidacion

electroquimica de la adrenalina.

Con el objetivo de intentar identificar de una forma mas clara los diferentes
compuestos formados durante la oxidacién electroguimica de adrenalina, se realizaron
experiencias espectroelectroquimicas a diferentes velocidades de barrido. Este factor
condiciona de forma muy significativa la evoluciéon de los productos de oxidacion
generados en la oxidacion de este neurotransmisor, permitiendo analizar este complejo
mecanismo de reaccion. En la Figura 51 se presenta el voltamperograma ciclico y la
evolucion de los espectros de absorcidn para una experiencia realizada en las mismas
condiciones que las mostradas en la Figura 50, pero aumentando la velocidad de

barrido, trabajando en este caso a 0.05 V x s™.
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Figura 50. (a) Voltamperograma ciclico de oxidacién de adrenalina, (b) evolucion de los
espectros de absorcién en el UV/Vis durante el barrido ciclico de potencial, y
(c) voltabsorciogramas a 302 y 485 nm. Cugrenalina = 1.0 x 10 M. Disoluciones
preparadas en tampén PBS (pH = 7). Ejnicias = -0.50 V, Ejina = +0.70 V, velocidad
de barrido (v) = 0.005 V x s™. (Imagen (b): Lineas grises = barrido de

oxidacion; lineas amarillas = barrido de reduccion).
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Figura 51. (a) Voltamperograma ciclico de oxidacion de adrenalina, y (b) evolucion de los
espectros de absorcién en el UV/Vis durante el barrido ciclico de potencial.

Cadrenaina = 1.0 x 10° M. Disoluciones preparadas en tampon PBS (pH = 7).
Einicial = -0.50 V, Efna = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.05 V x st (Imagen
(b): Lineas grises = barrido de oxidacion; lineas amarillas = barrido de

reduccién).

El voltamperograma mostrado la Figura 51.a muestra un unico pico de oxidacion
a +0.33V, ligeramente desplazado a potenciales mas anddicos que el registrado a

0.005 V x s, debido a que inicialmente es un proceso que ocurre bajo régimen de

difusion semi-infinita y estd controlado por la difusiébn del producto de reaccion,
adrenalina, hasta la superficie del electrodo. Los espectros registrados durante este
proceso (Figura 51.b) muestran dos bandas principales centradas en 305 y 485 nm,
como ya se describié en la Figura 50, y una banda solapada con la de 305 nm, que
emerge a longitudes de onda menores, entre 270 y 280 nm. Esta banda de absorcion

se puede asignar a la generacién de otros subproductos de oxidacion generados por
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indolizacién de la adrenalina [156,165] que entre otras bandas de absorcion presenta
dos en la regién UV del espectro, a 270 y 295 nm [241] y otras en torno a 500-550 nm
[242]. Esto indicaria que la banda a 485 nm, podria presentar solapada otra a 500-550
nm, relacionada con estos procesos de indolizacibn. Representando los
voltabsorciogramas derivados para las dos velocidades de barridos analizadas,
seleccionando las dos longitudes de onda mas intensas (305 y 485nm) se puede
apreciar como las sefiales derivadas reproducen las sefales voltamperométricas

(Figura 50.a, Figura 51.a y Figura 52).
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Figura 52. Voltabsorciogramas derivados a 302 y 485 nm registrados durante la oxidacion

de adrenalina. (a) v=0.005V x sy (b) v = 0.05 V x s, Cagrenaiina = 1.0 x 10 M.
Disoluciones preparadas en tampon PBS (pH = 7). Einica = -0.50 V, Efjna =
+0.70 V.

El pico de oxidacion se situa en +0.28 (Figura 52.a) y +0.34 V (Figura 52.b),
estando desplazado a potenciales mas positivos al aumentar la velocidad de barrido.
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En cambio, el pico de reduccién aparece situado a -0.22 V en ambas experiencias, no
afectando la velocidad de barrido a su posicién, al igual que ocurria en la sefal
voltamperométrica. Esto indicaria que ese pico catddico esta relacionado con especies
depositadas sobre el electrodo, no estando por tanto regido por difusion el proceso de
reduccion. Al aparecer estos dos picos de reduccién a las dos longitudes de onda y en
las dos velocidades de barrido estudiadas, aparentemente el proceso de reduccién
apreciado en torno a -0.24 V estaria relacionado con la reduccion del ADC generado en

el barrido de oxidacion.

Esta conclusion entra en contradiccidn con las extraidas anteriormente de la
evolucion de la absorbancia a estas mismas longitudes de onda (Figura 50.c), ya que
ésta aumenta continuamente durante todo el barrido voltamperométrico. Si fuera el
ADC el que es consumido en este pico a -0.22 V, la absorbancia dejaria de aumentar, y

solo se aprecia una ligera disminucion, solapada con el ascenso general.

La comparacion del voltamperograma con el voltabsorciograma derivado a 280
nm (Figura 53.a y Figura 53.b), banda que coincide aproximadamente con el hombro
observado en los espectros de la Figura 51.b, durante 4 ciclos consecutivos de
potencial puede ayudar a comprender este proceso. Se puede ver como Unicamente en
el primer barrido de oxidacion se puede ver el pico de oxidacion en 280 nm, atribuido a
la oxidacion de la adrenalina (linea negra en Figura 53.b). En los ciclos posteriores, ese
pico desaparece, y lo que se aprecia claramente es el par de picos reversibles en torno
a -0.20 V. Indicando que esta banda de 280 nm solapada con la de 302 nm, debe estar
relacionada con otro compuesto diferente al ADC. Como se ha comentado
anteriormente, existe otra banda en la region de 500 nm, relacionada con el mismo tipo
de compuestos derivados del indol. Analizando el voltabsorciograma derivado a 485 nm
(Figura 53.c), se aprecia mucho més definido el par de picos reversibles en torno a -
0.20 V, siendo visible en los 4 ciclos de potencial el pico de oxidacion. Lo mismo ocurre
a 302 nm, como se puede ver en la Figura 53.d, donde de forma comparada se han
representado los voltabsorciogramas derivados a las 3 longitudes de onda
caracteristicas correspondientes al cuarto barrido de potencial. Las bandas de 302 y
485 nm muestran comportamiento tanto del ADC como de los derivados inddlicos,

mientras que la de 280 nm Unicamente de estos derivados inddlicos.
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Figura 53. (a) Voltamperograma ciclico de oxidacién de adrenalina, (b) voltabsorciograma
derivado a 285 nm durante 4 ciclos de potencial, (c) voltabsorciograma derivado a
485 nm durante 4 ciclos de potencial, y (d) voltabsorciogramas derivados en el 4°
barrido de potencial para 280, 302 y 485 nm. C,grenaiina = 1.0 x 10 M. Disoluciones

preparadas en tampon PBS (pH = 7). Einicias = -0.50 V, Egfina = +0.70 V, velocidad
de barrido (v) = 0.05 V x s™.

Para tratar de separar la contribucion de los diferentes compuestos generados
durante la oxidacion de la adrenalina se realizé un tratamiento multivariante de los
datos usando la metodologia descrita para la dopamina. Este consiste en tratar de
determinar las variables con mas peso en las sefales registradas combinando ICA
[235-237] con el algoritmo MCR-ALS. El procedimiento consigue deconvolucionar la
sefal original en las diferentes componentes de las que consta. Este estudio se

desarrollé para las tres velocidades de barrido diferentes: 0.005 V x s, 0.001 V x s™, y
0.05 V x s™. El resto de condiciones de trabajo fueran las mismas que en los

experimentos anteriores: Cadrenaina = 10° M en medio neutro (PBS, pH = 7), barrido
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ciclico de potencial entre -0.50 V y +0.70 V, y registro simultaneo de la evolucion de los
espectros de absorcion entre 210 y 680 nm.

1t [—o0.005vis
—0.01V/s
—0.05V/s

0.5}

max

-04 -0.2 0 0.2 0.4 0.6
E/Vvs Ag

Figura 54. Representacion de los voltamperogramas ciclicos normalizados registrados
durante el 1* ciclo de oxidacién de adrenalina a tres velocidades de barrido

diferentes. Cagrenaina = 1.0 x 10° M. Disoluciones preparadas en tampén PBS
(PH = 7). Einigias = -0.50 V, Efina = +0.70 V. v = 0.005 V x s (roja), v = 0.01 V x s™
(azul) y v=0.05V x s™ (rosa).

La Figura 54 representa el comportamiento electroquimico de la reaccion de
oxidacion de adrenalina a las tres velocidades indicadas. Se observa como el
comportamiento de los tres voltamperogramas es el mismo, apreciando Unicamente un
ligero desplazamiento del pico anddico a potenciales mas positivos al aumentar la

velocidad de barrido.

En el analisis con ICA, los criterios de partida fueron seleccionar Unicamente dos
componentes, ya que inicialmente los compuestos mayoritarios serian ADQ y ADC, y
los datos espectroscopicos entre 230 y 640 nm correspondientes al primer barrido de
potencial. Tras esta primera deconvolucién de los datos se llevo a cabo el andlisis con
MCR-ALS, donde se impuso el criterio de no electronegatividad en los valores de
concentracion y absorbancia, ya que los espectros seran de las especies
electrogeneradas durante la oxidacion electroquimica de la adrenalina, cuyos espectros

de absorcién crecen segun se generan en el medio de reaccion.
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La Figura 55 muestra los resultados tras el analisis multivariante con MCR-ALS
de las experiencias a las tres velocidades indicadas anteriormente. Los espectros
deconvolucionados para las dos componentes analizadas, C; y C,, muestran
comportamientos muy similares para C; donde aparece tres bandas muy bien definidas
y centradas en 240, 300 y 490 nm. Mientras que para C, los espectros
deconvolucionados presentan dos bandas a 245 y 303 nm, y una banda muy ancha
con valores de absorbancia significativos en torno a 400 nm, indicando que en esa
banda que se apreciaba en 485 en los espectros originales habia contribucién de mas
de una especie. Es significativo que el peso e importancia de la banda en torno a 400
nm es mas clara cuando mas baja es la velocidad de barrido, indicando que a menor
velocidad mas se genera de esa especie. Por otro lado, analizando la evolucion de la
sefal relacionada con la concentracion de las especies para esas dos componentes, se
aprecia como la evolucién para C, es creciente desde el momento en que comienza el
proceso de oxidacion de la adrenalina hasta finalizar el barrido completo, anddico hasta
+0.70 V y catdédico hasta -0.60 V. En cambio, la componente C; muestra un
comportamiento muy diferente, crece bruscamente al principio para luego hacerlo a una
velocidad menor. En el barrido catddico, incluso llega un momento en que llega a

decrecer ligeramente.

Debido a la complejidad de este sistema, no ha sido posible obtener una
deconvolucion total de las sefales, aunque si nos da cierta informacién muy importante
sobre los procesos y compuestos que se generan durante la oxidacion de adrenalina.
La componente 1 (C,) tiene informacién relacionada con la formacion no solo del
adenocromo evidenciado por la banda en 485 nm, ya deducido de las sefales sin
deconvolucionar, sino también de la adenoquinona cuya banda de absorcién se situa
en torno a 380-390 nm [158].

Por otro lado, la componente 2 (C,) muestra un perfil de concentraciones
creciente durante todo el barrido que se puede relacionar con la progresiva pasivacion
de la superficie electrédica debida a la formacion de adrenocromo y los derivados
indolicos. La formacion de estos derivados parece claro por la aparicion de la banda en

torno a 240 nm, ya que absorben a longitudes de onda menores a 300 nm.
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Figura 55. (a, ¢, e) MCR-ALS deconvolucién espectral registrada durante la oxidacion de
adrenalina; (b, d, f) perfiles de concentracion vs tiempo para las especies
resueltas por MCR-ALS. v = 0.005V xs™ (a, b), v=0.01 Vxs™(c,d)y v=0.05V

x s (e, f). Cadrenaiina = 1.0 x 10 M. Disoluciones preparadas en tampoén PBS (pH =

7) Einicial =-0.50 V, Efina| =+0.70 V.
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Este analisis combinado con ICA y MCR-ALS ha permitido determinar que todos
los compuestos descritos en bibliografia que se generan durante la oxidacion de la
adrenalina se generan en medio PBS, pH = 7, siendo la cadena de equilibrios quimicos
complejos y dificiles de discriminar claramente, como ya indicaban las sefiales
originales, donde no era facil determinar la presencia de todos estos compuestos. Por
otro lado la velocidad de barrido parece ser determinante para visualizar determinados
compuestos, como es el caso de la adenoquinona apreciada mas claramente en la

velocidad de barrido méas baja, 0005 V x s™.

3.2.2 DETERMINACION ESPECTROELECTROQUIMICA DE ADRENALINA

Los experimentos espectroelectroquimicos no sélo proporcionan informacién
acerca del mecanismo de oxidaciéon de la adrenalina sino que también nos dan
informacion cuantitativa de la misma. Con el objetivo de determinar la utilidad de la
espectroelectroquimica de absorcién en el UV/Vis en la determinacion cuantitativa de
adrenalina en medio PBS (pH = 7), se prepard un conjunto de 16 muestras de calibrado

variando la concentracion de este neurotransmisor entre 3 x 10° M hasta 7 x 10° M. Se

llevd a cabo el registro simultaneo de las sefales electroquimica y espectroscopica de
cada una de estas disoluciones preparadas, midiéndolas de forma aleatoria y barriendo
el potencial entre 0.00 V y +0.70 V a una velocidad de barrido de potencial de 0.05 V x

st

Las sefiales registradas fueron el voltamperograma lineal en ese rango de
potenciales y la evolucion de los espectros de absorcion entre 290 nm y 900 nm (Figura
56). Como se puede apreciar en la Figura 56, al aumentar la concentracion de
adrenalina, aumenta la intensidad de pico en el voltamperograma lineal desplazandose
ligeramente a potenciales mas positivos, y aumenta los valores de absorbancia de las

dos bandas observadas en este rango de longitudes de onda a 302 nm y 485 nm.

Como vya se describi6 en el apartado 3.1.1 de determinacion
espectroelectroquimica de dopamina, es posible abordar la determinacion
espectroelectroquimica de un analito desde dos puntos de vista: con los datos

electroquimicos registrados, y con los datos espectroscopicos.
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Figura 56. (a) Voltamperogramas lineales y (b) espectros de absorcion cuando el
potencial aplicado es de +0.70 V. Patrones de adrenalina con concentracién

comprendida entre 7.0 x 10® hasta 7.0 x 10 M. Disoluciones preparadas en
tamp6n PBS (pH = 7). Einicia = 0.00 V, Egr = +0.70 V. v = 0.05 V x S™, tintegracion
=0.10s.

La cuantificacién de adrenalina, haciendo uso de los datos voltaperométricos, se
puede realizar de la forma mas sencilla utilizando unicamente las intensidades de pico
de los diferentes voltamperogramas registrados. Asi, realizando una regresion por
minimos cuadrados (OLSR) previa deteccién y eliminacion de los datos anémalos con
una regresion robusta por minima mediana de cuadrados (LMSR) se obtuvieron los

parametros caracteristicos mostrados en la primera linea de la Tabla 9.
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Tabla 9. Parametros caracteristicos obtenidos de los modelos de regresion
realizados con los datos electroquimicos de las experiencias
espectroelectroquimicas realizadas en el rango de concentraciones

de adrenalina entre 3 x 10°a 7 x 10 M mostrados en la Figura 56.

SENSIBILIDADS ORDENADA ENEL DESVIACION COEFICIENTE DE LiMITE DE

METODO? ORIGEN ESTANDAR DETERMINACION ~ DETECCION
(b) @ RESIDUAL (Syx) (R (M)

VCip 0.0461 A M™ 2.35x 10° A 1.67 x 10°® 0.9998 2.7x10°

VCpis,ice  0.9994 AM* 9.75x 107 A 1.67 x 10° 0.9994 1.0x10™

VCpis,2ce  0.9999 A M* 2.28x10° A 1.67 x 10°® 0.9999 1.0x10™

% Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlaciéon con la
concentracion de adrenalina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma
(VCyp), y de la intensidad de corriente entre +0.20 y +0.70 V eligiendo 1 (VCps, 1cp) O 2
variables latentes (VCps, 2cp) para construir el modelo de calibracion PLS.

b,
y = a+ b x Cadrenalina-

Adicionalmente hay un segundo modo de abordar el tratamiento de estos datos
electroquimicos, viendo, tal y como se ha descrito en el apartado 3.2.1, que hay mas de
una especie implicada en las sefiales registradas en estas experiencias
espectroelectroquimicas. Este otro método se basa en no tomar Unicamente un valor
de intensidad de corriente, la intensidad de pico, si no todos los valores de corriente en
el intervalo de potenciales donde hay cambios relacionados con la reaccién que se esta
estudiando. En este caso ese rango es el comprendido ente +0.20 y +0.70 V,

potenciales en los que se define el pico de oxidacion mostrado en la Figura 56.a.

Para tratar todo este conjunto de datos se realiza un tratamiento multivariante de
los datos, realizando una regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR). Previo a
realizar esta regresion se lleva a cabo un andlisis por componentes principales (PCA)
de los datos, viendo que dos son las componentes principales mas informativas sobre
el proceso, probablemente relacionadas con los dos tipos de sefiales espectrales

obtenidas en el analisis con ICA y MCR-ALS en el apartado 3.2.1. La Figura 57
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muestra los loadings las dos primeras variables latentes, pudiéndose diferenciar dos
contribuciones diferentes al voltamperograma de la adrenalina, una de un compuesto
cuyo pico de oxidacion esta centrado en +0.38 V y una segunda de un segundo
compuesto cuyo pico de oxidacién se sitia en +0.48 V. Teniendo en cuenta el
mecanismo de oxidacion, se puede asignar la primera variable latente a la oxidacion de
adrenalina hasta adenoquinona, mientras que la segunda estara relacionada con la

formacion de adenocromo y otros productos secundarios de oxidacion.

0.1 .
—PC1
0.08F —PC2
PC1+PC2
o 0061
2
g 0.04r \
=]
p=
T 0.021 1
=]
-
0 L
-0.02r
-0.04 : : :
0.2 0.4 0.6
E/Vvs Ag

Figura 57. Valores de los loadings tras realizar Analisis por Componentes Principales
(PCA) de los voltamperogramas entre +0.20 y +0.70 V para el conjunto de

patrones de adrenalina con concentracién comprendida entre 7.0 x 10 hasta
7.0 x 10 M. Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH = 7). Ejnicia = 0.00 V,
Efna = +0.70 V. v=0.05V x s,

Se realiz6 la regresion PLS teniendo Unicamente la primera variable latente
(segunda linea, Tabla 9) y las dos variables latentes (tercera linea, Tabla 9) y como se
puede apreciar los pardmetros de calibracion mejoran ligeramente al aumentar en
namero de variables latentes. Pero lo mas significativo es la mejora apreciada en la
estimacion de la concentracibn de dos muestras problema preparadas cuya

concentracién se situé en 9 x 10* My 4 x 10“ M, mostrada en la Tabla 10.

El andlisis multivariante de los datos electroquimicos con las dos variables
latentes mejora sensiblemente el error relativo cometido en la estimacion de

concentracion de disolucion mas concentrada, y mantiene el de la mas diluida. Al
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comparar los resultados obtenidos con una o dos variables latentes, se observa una
clara mejoria en términos de menor error relativo, menor %RSD, y menor amplitud del
intervalo de confianza. Estos resultados indican que en este caso, es necesario tener
en cuenta ambas variables latentes al contribuir los dos tipos de compuestos
generados a la intensidad de corriente registrada en los voltamperogramas lineales
(Figura 56.a).

Tabla 10. Concentracion estimada a partir de los modelos de regresion

mostrados en la Tabla 9.

Cp1=9x10*M Cp2=4x10*M

MEtopo® Intervalo de  %RSD®  %Error Intervalo de %RSD®  %Error

confianza/M  (a =0.05) relativo® confianza/M  (a =0.05) relativo®

VCip [9.9 +1.0]x 10" 4.0 -10.0 [3.7+1.0] x 10" 10.7 75
VCpis,icp  [9.3#1.7]x10™ 7.0 -3.3 [4.8+1.7]x10™ 13.7 -20
VCpis 2cp  [9.6 +0.6] x 107 2.6 6.7 [4.3+0.6]x10™ 5.9 75

% Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlaciéon con la
concentracion de adrenalina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma
(VCyp), y de la intensidad de corriente entre +0.20 y +0.70 V eligiendo 1 (VCpis, 1cp) O 2
variables latentes (VCps, 2cp) para construir el modelo de calibracion PLS.

®95RSD: desviacion estandar relativa.

¢ %Error relativo calculado como como (Cpx — Cestimada) X 100 / Cpy, donde Cpy es la

concentracion tedrica de adrenalina (Cp1 0 Cp2), ¥ Cesimada €S la concentracion de

adrenalina estimada con cada método.

En una segunda etapa se llevo a cabo la calibracibn con los datos
espectroscopicos. Teniendo en cuenta que se registré un espectro de absorcién en la
region UV/Visible cada 0.1 s, a lo largo de todo el barrido de potencial, se dispone de
muchos datos que nos pueden suministrar informacién muy valida sobre los diferentes
procesos y analitos generados durante la oxidacion de adrenalina. Al ser muchos los
productos de oxidacion generados, compuestos que muestran picos de absorciéon muy
solapados entre si, como se ha descrito en el andlisis por ICA y MCR-ALS presentado

en el apartado 3.2.1, parece mas acertado realizar un analisis multivariante de los
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datos espectroscopicos registrados, en lugar de un analisis univariante convencional.

Este analisis multivariante se puede realizar desde dos puntos de vista diferentes.

En el primero se seleccionaron los espectros de absorcion al potencial anddico
mas alto aplicado, +0.70 V. A este potencial la formacion de todas las especies sera la
mas alta, por lo que es esperable que los valores de absorbancia sean elevados y la
sensibilidad del proceso sea superior. Una vez establecida este valor de potencial se
eligio el rango de longitudes de onda entre 290 y 600 nm, cubriendo asi los dos picos
principales observados en los espectros de absorcion (Figura 56.b). Al igual que con
los datos electroquimicos, se realizé un analisis por componentes principales (PCA) de
la matriz de datos construida, obteniéndose que nuevamente dos componentes
principales parecen ser necesarias para explicar todos los procesos observados en

estos experimentos espectroelectroquimicos.
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Figura 58. Valores de los loadings tras realizar Analisis por Componentes Principales
(PCA) de los espectros de absorcién a +0.70 V entre 290 y 600 nm para el

conjunto de patrones de adrenalina con concentracién comprendida entre 7.0 x
10® hasta 7.0 x 10° M. Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH = 7).
Einicial =0.00 V, Eﬁna| =+0.70V.v=0.05V x S_l.

La Figura 58 muestra los loadings de las dos primeras variables latentes,
pudiéndose diferenciar dos contribuciones diferentes a los espectros de absorcién
registrados durante la oxidacion de la adrenalina, una de una serie de compuestos con

dos maximos de absorcion a 300 y 485 nm y una segunda de aquellos con un maximo
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de absorcién a longitudes de onda inferiores a 290 nm, pero que mayoritariamente

explica el ruido de las experiencias realizadas.Se realiz6 la regresion PLS teniendo en

cuenta Unicamente la primera variable latente (primera linea, Tabla 11) y las dos

variables latentes (segunda linea, Tabla 11). A diferencia de como se aprecid con los

datos electroquimicos, en este caso, la regresion realizada con las dos primeras

variables latentes empeora los parametros caracteristicos de las rectas de calibrado.

Tabla 11.

Parametros caracteristicos obtenidos de los modelos de regresion

realizados con los datos espectroscopicos de las experiencias

espectroelectroquimicas realizadas en el rango de concentraciones

de adrenalina entre 3 x 10°a 7 x 10"° M mostrados en la Figura 56.

ORDENADA EN EL

SENSIBILIDAD® b DESVIACION COEFICIENTE DE LiMITE DE
METODO? ORIGEN ESTANDAR DETERMINACION ~ DETECCION
(b) (a) RESIDUAL (Svx) (R?) (M)
A1 1.1340 a.u. M* -1.28 x 10" a.u. 1.30 x 10 0.9951 4x10°
A 0.9934 a.u. M*? 1.23x 107 a.u. 1.92 x 10™ 0.9934 6.5 x 10™
Az 0.9951 a.u. M™* 573x10°%au. 1.14 x 10 0.9951
As 0.9992 a.u. M™* 1.61x 10° a.u. 4.07 x 10° 0.9995 5.0x10°

% Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlaciéon con la

concentracion de adrenalina de absorbancia a +0.70 V entre 290 y 600 nm eligiendo 1

(A1) 0 2 variables latentes (A;) y de absorbancia entre +0.20 y +0.70 V entre 290 y 600

nm eligiendo 1 (As) o 2 variables latentes (As4) para construir el modelo de calibracion

PLS.

b ., _
y =a+ b x Cadrenalina-

Este empeoramiento esta también patente en la estimacion de la concentracion

de las dos muestras problema preparadas con concentraciones de 9 x 10* M y 4 x 10™

M, Tabla 12, donde aumentan todos los parametros analizados, %RSD, el error relativo

que se duplica, y la amplitud del intervalo de confianza. Por lo tanto con este criterio y

conjunto de datos, parece claro que el analisis mas acertado de los datos y la

estimacion mas correcta de los datos es a partir del modelo de calibracion construido

teniendo en cuenta Unicamente una variable latente.
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Tabla 12. Concentracion estimada a partir de los modelos de regresion

mostrados en la Tabla 11.

Cr1=9x10*M Cr2=4x10*M

METobo? Intervalo de %RSD" %Error Intervalo de %RSD" %Error

confianza/M (o =0.05) relativo®  confianza /M (e =0.05) relativo®

A [10 +3.0] x 10 12.3 111 [5.0 +3.0] x 10 24.0 -25.0
Az [7.0 +4.0] x 10™ 47.0 22.2 [2.0+5.0] x 10 47.2 50.0
As [10 + 3.0 x 10 12.3 -11.1 [5.0 + 3.0] x 10™ 24.1 -25.0
As [9.0 +1.0] x 10 4.8 0.0 [5.0 +1.0] x 10 8.5 -25.0

# Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacién con la
concentracion de adrenalina de absorbancia a +0.70 V entre 290 y 600 nm eligiendo 1
(A1) o 2 variables latentes (Az) y de absorbancia entre +0.20 y +0.70 V entre 290 y 600
nm eligiendo 1 (As) o 2 variables latentes (A4) para construir el modelo de calibracion
PLS.

® 9%RSD: desviacion estandar relativa.

 %Error relativo calculado como como (Cpyx — Cestimada) X 100 / Cpx, donde Cpy es la

concentracion tedrica de adrenalina (Cp1 0 Cp2), Y Cesimada €S la concentracion de

adrenalina estimada con cada método.

Existe un segundo modo de abordar la resolucién cuantitativa de un problema
tan complejo como este y consiste en seleccionar los espectros de absorcion, no solo
al potencial mas anddico aplicado, si no eligiendo los espectros a todos los potenciales
donde en el voltamperograma observamos cambios de corriente relacionados con el
proceso de oxidacion de la adrenalina. Este segundo modelo se construyo eligiendo los
espectros de absorcién de todos los patrones preparados entre 290 nm y 600 nm en el
rango de potenciales comprendido entre +0.20 y +0.70 V. Para ello es necesario crear
una matriz de variables respuesta compuesta por los espectros a diferentes
potenciales, asi para cada concentracion se obtiene una linea en la matriz respuesta
gue estd formada por tantos espectros como potenciales se hayan elegido. Por
ejemplo, en este caso se ha utilizado una respuesta para cada concentracion
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compuesta por 101 potenciales y 199 longitudes de onda, dando lugar a un vector de
longitud 20099, y finalmente el modelo esta construido con 11 concentraciones, dando
lugar a una matriz de tamarfo 11x20099, es decir, 221089 valores de absorbancia, que

permiten obtener una informacién mas completa del sistema.

En la Tabla 11 y Tabla 12 se presentan los modelos de calibracién y las
estimaciones de la concentracion de las dos disoluciones problema preparadas,
respectivamente, eligiendo una sola variable latente o dos variables latentes. Como se
puede ver en este caso, ampliando el rango de potenciales seleccionados para
construir la matriz de absorbancias se tiene una significativa mejora en los parametros
de calibracion y en la estimacion de la concentracion de adrenalina trabajando con 2
variables latentes. Este resultado indica que teniendo en cuenta toda la informacion
suministrada por una experiencia espectroelectroquimica podemos construir modelos
de calibracion mas fiables, robustos y que son capaces de estimar de una forma
significativamente mas correcta la concentracion de una disolucion problema de

adrenalina, en este caso.

3.3 ESTUDIO ESPECTROELECTROQUIMICO DE L-DOPA

3.3.1 ESPECTROELECTROQUIMICA DE LA ELECTROXIDACION DE L-DOPA.

Por ultimo, se abordd el estudio del mecanismo de oxidacion de la L-dopa en
medio neutro utilizando técnicas espectroelectroquimicas de absorcion en el UV/Vis.
Para ello se realizaron una serie de experiencias mediante voltamperometria ciclica
entre -050 V y +0.70 V, analizando el efecto en las respuestas
espectroelectroquimicas tanto de la concentracion de L-dopa como de la velocidad de
barrido. Se realizaron 3 barridos de potencial consecutivos a 0.01 V x s* 0 0.005 V x s’
!, Ademés se trabajé con diferentes concentraciones, centrandose el siguiente anélisis
en la comparacibn entre dos concentraciones que reflejan los diferentes
comportamientos observados. En concreto, se han elegido como experimentos
representativos los realizados a las concentraciones de L-dopa en medio neutro (PBS,
pH=7)de 0.5x10°My 3.0 x 10° M.
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Las sefales registradas para la experiencia realizada con la disolucion de L-
dopa 0.5 x 10 M y una velocidad de barrido de 0.01 V x s™ se presenta en la Figura

59.
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Figura 59 (a) Voltamperogramas durante el 1* y 3% barrido de potencial de L-dopa (b)
Evolucién de los espectros de absorcién durante el 1% barrido de potencial Inset:
voltabsorciogramas a 380 nm y 480 nm. (c) Voltabsorciogramas derivados
correspondientes al 1* barrido de potencial a 380 nm y 480 nm. (d) Evolucién de
los espectros de absorcion durante el 3% barrido de potencial Inset:
voltabsorciogramas derivados correspondientes al 3* barrido de potencial a 380

nmy 480 nm. C.gopa = 0.5 x 10 M. Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH

= 7). Einiia = -0.60 V, Egna = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.01 V x s™.

El voltamperograma obtenido en estas condiciones de trabajo (Figura 59.a)
presenta un pico de oxidacion irreversible centrado en +0.27 V, pico que va

decreciendo con el nimero de barridos realizados. Al no observarse el correspondiente
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pico de reduccidén se puede concluir que el producto de oxidacion de la L-dopa, la
dopaquinona, estd implicado en otras reacciones quimicas acopladas que lo degradan
de forma irreversible. En el barrido catodico se observa una corriente de reduccion que
deberia estar relacionada con la reduccién de alguno de los productos de oxidacion
generados en el barrido anddico. En el tercer barrido registrado se puede ver la
aparicion de un nuevo pico irreversible de oxidacion a +0.09 V. La aparicién de este
pico a un potencial menor que el atribuido a la oxidacion de la L-dopa a dopaquinona,
esta relacionado con la formacién de un producto de oxidacion que es oxidado mas
facilmente que la L-dopa. Tal y como se describe en bibliografia, este pico parace estar
relacionado con el leucodopacromo que se oxida a dopacromo [185].

Analizando la evolucién de los espectros en el primer barrido ciclico de potencial
(Figura 59.b), se puede apreciar la aparicion de dos bandas de absorcion situadas en
310 y 480 nm, relacionados con alguno de los productos de oxidacion de la L-dopa.
Segun la bibliografia, en la oxidacion tiene lugar basicamente la formacion del
dopacromo [185]. Hay un aspecto destacable en el comportamiento de los espectros de
absorcion en este primer ciclo. Durante gran parte del barrido anodico (lineas amarillas
en Figura 59.b), las dos bandas que aparecen son muy claras y en torno a 380 nm la

absorbancia es practicamente cero.

En cambio durante el barrido catddico (lineas azules en Figura 59.b), la
absorbancia a esta longitud de onda es mas intensa. Analizando los
voltabsorciogramas representados a estas dos longitudes de onda caracteristicas, 380
y 480 nm (figura insertada en la Figura 59.b) se puede observar que las dos crecen de
forma significativa entre +0.20 y 0.70 V en el barrido anddico, relacionandose por tanto
con la oxidacién de la L-dopa observada en el voltamperograma. Durante el barrido
catddico la sefial a 480 nm sigue creciendo hasta que se alcanza el potencial de +0.20
V, punto a partir del cual se mantiene constante hasta llegar un potencial de -0.20 V en
el que comienza una ligera disminucion que se prolonga hasta finalizar el barrido
catédico. En cambio el voltabsorciograma a 380 nm crece en el barrido catdédico hasta
que se aplica un potencial de +0.20 V, punto a partir del cual la absorbancia permanece

constante en un valor de 0.04 a.u. hasta finalizar el barrido voltamperométrico. Este
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comportamiento indica que la absorbancia a 380 nm esta relacionada con una especie

gue se va acumulando en la disolucion o sobre la superficie del electrodo.

Realizando la derivada de estos voltasorciogramas (Figura 59.c) se puede ver
gue la sefial a 480 nm tiene cierta similitud con el voltamperograma correspondiente al
primer barrido de potencial, representado en Figura 59.a, aunque el proceso de
reduccion se ve mucho mas claro en la sefal derivada de la absorbancia que en la
sefial electroquimica. En cambio el voltabsorciograma derivado a 380 nm solo muestra
el crecimiento de la sefal durante el barrido anddico, y su decrecimiento durante el
catédico, solapandose ambos trazos. Estos comportamientos indican que se
electrogeneran al menos dos productos de oxidacidn. Si analizamos ahora la evolucion
de los espectros durante el tercer barrido de potencial (Figura 59.d), se puede ver que
practicamente no hay variaciones, manteniéndose las bandas a 380 y 480 nm con un

valor constante de absorbancia.

El proceso de oxidacion de la L-dopa (Figura 18.a) implica la formacién de
dopaquinona en primera instancia, que sufre un proceso de ciclacién intramolecular
hasta leucodopacromo, pero se oxida inmediatamente hasta dopacromo. En los
sucesivos barridos de potencial, el dopacromo participa en otra reaccion quimica
acoplada apareciendo compuestos de naturaleza indolica que provocan la formacion de
melanina, polimero que queda depositado sobre la superficie electrédica, dando lugar a
su pasivacion [92,148,149]. Por lo tanto, el comportamiento observado en los espectros
de absorcion durante el tercer barrido de potencial puede estar relacionado con esta
pasivacion del electrodo por el depdsito de compuestos tipo indol en la superficie del

mismo.

Dado los diversos compuestos que pueden formarse durante la oxidacién de L-
dopa, y con el fin de identificarlos a partir de su espectro especifico se ha realizado un
tratamiento multivariante de los datos utilizando el mismo procedimiento descrito para
la dopamina y la adrenalina. Este procedimiento supone realizar en primer lugar ICA
[235-237] para determinar las variables mas influyentes en el experimento. Esta
primera aproximacion fue el punto de partida para el andlisis con MCR- ALS que actua

mejorando el ajuste del modelo tras cada iteracion. El procedimiento concluye cuando
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el algoritmo converge a un minimo global que coincide con el punto en el que se
encuentra la solucién del sistema por minimos cuadrados, deconvolucionando la sefial

original en las diferentes componentes que incluye.
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Figura 60. (a) MCR-ALS deconvolucion espectral registrada durante la oxidacién de L-
dopa; (b) perfil de concentracién vs tiempo para las especies resultas con
MCR-ALS (las lineas azules marcan los tres barridos ciclicos de potencial

realizados). Cy.gopa = 0.5 x 10 M. Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH

= 7). Einicia = -0.60 V, Eginat = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.01 V x s™.

Se cre6 una matriz con los valores de absorbancia entre 250 y 650 nm
correspondientes a tres barridos ciclicos de potencial entre -0.60 y +0.70 V. Los
criterios de partida para el analisis ICA fueron seleccionar Unicamente dos
componentes, ya que se prevé que los compuestos mayoritarios sean dopaquinona y

dopacromo. Tras esta primera aproximacion se realizdé el andlisis multivariante con
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MCR-ALS, imponiendo el criterio de no negatividad tanto en los valores de
concentracion como de absorbancia, que permitié deconvolucionar los espectros de
absorcion originales en los espectros para esas dos componentes seleccionadas
(Figura 60.a).

El espectro deconvolucionado correspondiente a la componente 1 (C,) tiene un
maximo de absorcion en 305 nm y una cola de absorcion que se prolonga hasta los
650 nm. Comparando este espectro con el de la componente 2 (C,) se aprecian dos
diferencias muy significativas: una banda de absorcion en 480 nm relacionada con el
dopacromo y un minimo muy claro entre 370-380 nm que separa esta banda de la otra
situada en 305 nm. La diferencia apreciada en esta region entre 370 y 380 nm para los
espectros de estas dos componentes indica que en esa zona posiblemente absorba

otro producto de oxidacion de la L-dopa.

Analizando el perfil de concentraciones frente al tiempo (Figura 60.b), se pueden
apreciar diferencias muy importantes en cuanto a la evolucion a lo largo de los tres

barridos ciclicos de potencial realizados.

El perfil de concentraciones de C; muestra como éste empieza a crecer al
finalizar el primer barrido anddico (en torno a los 140 s correspondientes a +0.70 V
aplicados), en cambio C, empieza a crecer a un potencial aproximado de +0.20 V en el
primer barrido anddico (en torno a los 80 s de experimento). Esta segunda componente
crece bruscamente hasta alcanzar un maximo en torno a los 200 s (correspondiente
con el potencial de +0.20 V en el primer barrido catodico). A partir de ese momento se
aprecia una disminucion progresiva del perfil de concentraciéon del compuesto
relacionado con esta componente C,. En cambio el perfil de concentraciones de C;
crece de forma continua en los siguientes barridos de potencial. Como se ha
comentado anteriormente, la presencia de la banda en 480 nm indica que el compuesto
relacionado con C, sea el dopacromo. Si este compuesto generado masivamente en el
primer barrido de potencial disminuye en los siguientes quiere decir que va
desapareciendo del medio de reaccion de forma progresiva, y teniendo en cuenta que
el perfil de C; crece continuamente, indica que el dopacromo se esta convirtiendo en

otra especie, probablemente por una reaccidon quimica acoplada, ya que ese
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crecimiento observado en C; es independiente del potencial. Por lo tanto, conociendo
el mecanismo de oxidacién propuesto para la L-dopa (Figura 18), los compuestos
relacionados con C, serian los derivados inddlicos de la L-dopa que pasivan la
superficie electrodica. Por lo tanto la formacion de dopaquinona no es posible
detectarla en estas condiciones de trabajo, unicamente el dopacromo y los derivados
inddlicos de la L-dopa.

El comportamiento electroquimico y espectral de la L-dopa durante su oxidacion,
cuando se aumenta su concentracion, tiene ciertas semejanzas al observado a
concentraciones bajas, pero hay ciertas diferencias destacables. La Figura 61 muestra
las sefales registradas en una experiencia en la que la concentracion de L-dopa se

aument6 hasta 3.0 x 102 M y la velocidad de barrido se disminuy6 hasta los 0.005 V x

s, manteniendo el resto de condiciones experimentales idénticas a las mostradas en
la Figura 59. La sefial voltamperométrica (Figura 61.a) para el primer y tercer ciclo es

similar a la registrada para la concentracién de 0.5 x 10° M (Figura 59.a), siendo la

intensidad de corriente cuatro veces mayor, lo que permite discriminar mejor el proceso
de reduccion en torno a -0.40 V. También se observa un desplazamiento del potencial
de pico en todos los procesos apreciados a potenciales mas anodicos los picos de

oxidacion y a mas catodicos el pico de reduccion.

En cuanto a los espectros registrados durante el primer barrido
voltamperométrico, se pueden identificar nuevamente las dos bandas de absorcién a
310 y 480 nm (Figura 61.b) que crecen durante la oxidacion de la L-dopa entre +0.20 V
del barrido anddico y +0.20 V del barrido catddico (Figura 61.c), estando relacionado
este comportamiento con la oxidacién de L-dopa hasta dopacromo. A partir de ese
punto se aprecia un segundo aumento de absorbancia que se prolonga en el barrido
catédico hasta alcanzar los -0.40 V. Este segundo tramo de aumento de absorbancia
debe estar relacionado con una reaccidon quimica en la que participa el dopacromo.
Este segundo proceso se puede visualizar a 380 nm, donde la absorbancia crece de
forma progresiva practicamente durante todo el barrido catddico.
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Figura 61 (a) Voltamperogramas durante el 1* y 3% barrido de potencial de L-dopa (b)
Evolucién de los espectros de absorcién durante el 1°" barrido de potencial. (c)
Voltabsorciogramas derivados correspondientes al 1° barrido de potencial a 380
nm y 480 nm. (d) Evolucion de los espectros de absorcion durante el 3° barrido

de potencial Cy_qopa = 3.0 x 10" M. Disoluciones preparadas en tampoén PBS (pH =

7). Einicia = -0.60 V, Eginas = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.005 V x s™.

Los cambios mas significativos se dan en la forma y evolucién de los espectros
en el tercer barrido de potencial (Figura 61.d). La banda de absorcion de 480 nm
termina por desaparecer quedando solapada por la cola de banda de absorcion
centrada en 300 nm. Ademas se puede ver que la forma del espectro no varia de forma
destacable a lo largo de todo este barrido de potencial, indicando que la superficie se
ha modificado con un compuesto cuyo espectro es practicamente el mismo
indistintamente de la aplicacion de potenciales anédicos o catddicos. Este segundo
proceso, tal y como se ha concluido en las condiciones mostradas en la Figura 59 y en
los resultados tras el tratamiento multivariante de los datos con ICA y MCR-ALS, debe
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estar relacionado con la formacién de compuestos indélicos que terminan pasivando la

superficie electrddica.
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Figura 62. (a) MCR-ALS deconvolucion espectral registrada durante la oxidacion de L-
dopa; (b) perfil de concentracién vs tiempo para las especies resultas con
MCR-ALS (las lineas azules marcan los tres barridos ciclicos de potencial

realizados). Cy.gopa = 3.0 x 10 M. Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH

= 7). Einicia = -0.60 V, Eginas = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.005 V x s™.

Asi, de nuevo se realizO el analisis multivariante de esta experiencia
espectroelectroquimica con ICA y MCR-ALS, utilizando los mismos criterios que los
indicados para la experiencia a 0.01 V x s (Figura 59). La Figura 62.a muestra los
espectros deconvolucionados para las dos componentes. El espectro de la componente
2 (Cp) es muy similar al deconvolucionado para esta misma componente en la

experiencia mostrada en la Figura 60, espectro relacionado con el dopacromo. Los
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cambios mas importantes se dan en el espectro deconvolucionado correspondiente a la
componente 1 (C,;). En este caso se ven hasta tres bandas solapadas entre 250 y 500

nm, situadas aproximadamente en 260, 300 y 360 nm.

El perfil de concentraciones de esta primera componente (Figura 62.b) muestra
como éste empieza a aumentar durante el primer barrido catédico hasta finalizar el
segundo barrido ciclico de potencial, para permanecer constante a partir de ese
momento. Este resultado parece indicar que el recubrimiento de la superficie
electrodica con los derivados indolicos de la L-dopa ha concluido al finalizar este
segundo barrido. Este hecho, que no se llega a producir para la experiencia anterior, se

debe a que se ha aumentado la concentracién desde 0.5 x 10° M a 3.0 x 10 M, por lo

gue se produce mucho méas dopacromo y por lo tanto, la reaccion quimica acoplada se
desplaza mas hacia la formacion de esos productos inddlicos. Ademas, existe una clara
contribucion de la velocidad de barrido a este comportamiento ya que su valor se ha

disminuido a la mitad, hasta 0.005 V x s™, aumentando el tiempo de generacién del

dopacromo y su posterior reaccién hasta los productos indélicos.

Como conclusion general a este estudio espectroelectroquimico del mecanismo
de reaccion de oxidacion de la L-dopa se puede asegurar que la concentracion de este
neurotransmisor y la velocidad de barrido seleccionada son condiciones que
determinan de forma clara el tipo de productos generados. Asi, si la concentracién es
elevada y la velocidad de barrido baja, se favorecerd la aparicion rapida de los
derivados indoles finales cuya estabilidad es tan alta que lleva acompafada la
pasivacion e inutilizacion del electrodo. Este comportamiento no llega a ser observado

de forma tan clara a bajas concentraciones y velocidades de barrido mas elevadas.

Por tanto, para poder realizar una determinacion espectroelectroquimica de L-
dopa, se decide realizar un solo barrido de oxidacion hasta un potencial aplicado de
+0.70 V, en el rango de longitudes de onda que mas informacion contiene sobre este
proceso de oxidacion, comprendido entre 290 nm y 600 nm. De este modo se evita la
formacion de los derivados indolicos que conllevaria una incorrecta determinacion de la

L-dopa.
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3.3.2 DETERMINACION ESPECTROELECTROQUIMICA DE L-DOPA.

Como se ha demostrado ya en el andlisis de dopamina y adrenalina, las

respuestas obtenidas a partir de experimentos espectroelectroquimicos de absorcién

en el UV-Vis contienen valiosa informacion cuantitativa sobre el analito estudiado. Con

el objetivo de determinar cuantitativamente L-dopa a través del

seguimiento

espectroelectroquimico de su oxidacion se preparo y midid un conjunto de 13 muestras

de calibracion donde se vari6 la concentracion de L-dopa en medio neutro (PBS, pH =

7) entre 2.0 x 10° M y 5.0 x 102 M. Tras las conclusiones extraidas del anélisis

realizado en el apartado 3.3.1, se realizaron voltamperometrias lineales entre 0.00 V' y
+0.70 V a una velocidad de barrido de 0.05 V x s™.
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Figura 63. (a) Voltamperogramas lineales, (b) espectros de absorcién cuando el potencial

aplicado es de +0.70 V, (c) voltabsorciogramas derivados a 310 nm, y (d)

voltabsorciogramas derivados a 480 nm. Patrones de L-dopa con concentracion

comprendida entre 2.0 x 10 hasta 5.0 x 10° M. Disoluciones preparadas en

tampon PBS (pH = 7). Einicia = 0.00 V, Egnar = +0.70 V. v = 0.05 V x s %,
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En la Figura 63 se presentan las sefales eléctroquimicas (voltamperogramas) y
Opticas (espectros y voltabsorciogramas derivados) registradas a algunas de las
concentraciones elegidas en el conjunto de calibracion. Como se puede ver, en los
voltamperogramas lineales (Figura 63.a) se visualiza un Unico pico de oxidacion a
potenciales entre +0.20 y +0.30 V, relacionado con la oxidacién de la L-dopa, pico que
crece con la concentracion de este neurotransmisor. Por otro lado, en el potencial
vértice de estos barridos voltamperométricos, +0.70 V, los espectros registrados para
las diferentes concentraciones muestran dos bandas de absorcion a 310 y 480 nm,
relacionadas, tal y como se ha explicado en el apartado 3.3.1, con la formacién del
dopacromo (Figura 63.b), bandas que igualmente crecen con la concentracion de L-

dopa en el medio de reaccion.

Tabla 13. Parametros caracteristicos obtenidos de los modelos de regresién
realizados con los datos electroquimicos de las experiencias
espectroelectroquimicas realizadas en el rango de concentraciones de
L-dopa entre 2.0 x 10°a 5.0 x 10 M mostrados en la Figura 63.

SENSIBILIDADS ORDENADA EN EL DESVIACION COEFICIENTE DE LimiTE DE

METODO? ORIGEN ESTANDAR DETERMINACION DETECCION
(b) ) RESIDUAL (Syx) (R?) (M)

vC 0.039 AM™ 7.89x107A 49x10° 0.9942 3.2x10°

A 1.093 a.u. M* -6.89 x 10°a.u. 7.10x10° 0.9984 4.3x10°

dA; 1.017 s M™* -2.25x10°s™ 4.22x10° 0.9993 1.9x10™

% Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacion con la
concentracién de adrenalina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (VC),
de la absorbancia entre 290 y 600 nm (A;) cuando el potencial aplicado es +0.70 V, y de la
derivada de la absorbancia entre 290 y 600 nm (dA;) cuando el potencial aplicado es +0.70
V.

b
y =a+ b x CrLdopa-

En primer lugar se construyé6 un modelo da calibracidbn por regresion por
minimos cuadrados (OLSR) con los datos electroquimicos, eligiendo la intensidad de
corriente de pico en cada uno de los voltamperogramas como variable dependiente.

Previa a la construccion de este modelo se realiz6 una regresion robusta por minima
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mediana de cuadrados (LMSR) para detectar puntos andmalos, y asi eliminarlos del
modelo de regresion final. En la Tabla 13 (primera linea), se muestran los paradmetros
caracteristicos del modelo construido con los datos electroquimicos (VC), el cual se
utilizé para estimar la concentracion de una disolucién problema de L-dopa (Tabla 14).
Se puede comprobar la elevada exactitud en la determinacion de la concentracion de la
disolucion problema, pero la incertidumbre de esta estimacion es relativamente alta

dada la amplitud del intervalo de confianza obtenido.

Tabla 14. Concentracion estimada a partir de los modelos de regresién

mostrados en la Tabla 13,

Cp1=1.50x10°M

METopo?
INTERVALO DE CONFIANZA /M %RSD" (o =0.05) %ERROR RELATIVO®
vC [1.5+0.3]x 107 8.7 0.0
A [1.45 +0.16] x 10°° 47 33
dA; [1.58 +0.11] x 10°® 2.8 4.7

% Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacion con la
concentracion de adrenalina de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (VC),
de la absorbancia entre 290 y 600 nm (A;) cuando el potencial aplicado es +0.70 V, y de la
derivada de la absorbancia entre 290 y 600 nm (dA;) cuando el potencial aplicado es +0.70

V. P9%RSD: desviacion estandar relativa.

¢ %Error relativo calculado como como (Cpi — Cestimada) X 100 / Cpy, donde Cp; es la

concentracion tedrica de L-dopa, y Cesimada €S la concentracion de L-dopa estimada con

cada método.

Por otro lado, se construy6 un segundo modelo de calibracién en este caso con
una matriz de datos que incluia, para todas las disoluciones patrén preparadas, los
valores de absorbancia entre 290 y 600 nm cuando el potencial aplicado es el potencial
final de la experiencia, +0.70 V, modelo A; en la Tabla 13. El andlisis multivariante de
los datos con PLS muestra como la representacién de los loadings de las dos primeras
variables latentes (Figura 64.a), evidencian que Unicamente la primera tiene
informacion relativa al proceso de oxidacion estudiado dada su gran parecido con el
espectro del dopacromo (Figura 64.b), mientras que la segunda tiene Unicamente
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informacion sobre el ruido de la medida realizada. La representacion de los scores de
la primera variable latente frente a la segunda (Figura 64.c) muestra una clara relacién
de la primera de estas variables con la concentracion de L-dopa, apreciandose valores
crecientes de los scores de esta primera variable con la concentracion. A partir de
estos datos se decidié construir el modelo de regresiéon utilizando estos valores de
absorbancia utilizando una Unica variable latente, la relacionada con la generacion de
dopacromo, ya que como se ha podido observar en los estudios de mecanismo de
reaccion realizados en el apartado 3.3.1, en este primer ciclo de oxidacion Unicamente
se genera en el medio de reaccion este producto de oxidaciéon cuyas bandas de
absorcion estan centradas en 310 y 480 nm.

Como se puede ver en la Tabla 13, dos de los pardmetros caracteristicos de
este modelo de calibracion obtenido con la matriz de absorbancia (modelo A;), como
son el coeficiente de determinacién y el limite de deteccion son similares a los
obtenidos con el modelo electroquimico (VC),. La estimacion de la disolucién problema
utilizada para determinar la capacidad de prediccion de este modelo construido con
valores de absorbancia mejora significativamente los valores obtenidos en la
estimacion con el modelo electroquimico (Tabla 14). La desviacion estandar residual
(%RSD) disminuye un 46%, y la incertidumbre en la determinacién es practicamente un

50% inferior.

En la Figura 63.c y Figura 63.d se presentan los voltabsorciogramas derivados a
las dos longitudes de onda caracteristicas donde estan situados los maximos de
absorcion de los espectros mostrados en Figura 63.b, 310 y 480 nm. La forma de estas
sefales derivadas de la absorbancia muestran una forma muy similar a las sefales
voltamperométricas de la Figura 63.a, apreciandose en ambas longitudes de onda un
aumento de la intensidad de los picos que emergen entre +0.20 y +0.30 V cuando
aumenta la concentracion de L-dopa en el medio de reaccion. Por lo tanto, también las
derivadas de la absorbancia a diferentes longitudes de onda se pueden utilizar para
construir modelos de calibracion que permitan predecir la concentracion de

disoluciones problema.
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Figura 64. (a) Valores de los loadings, (b) representacion de los espectros de absorcion

de las diferentes concentraciones de L-dopa utilizados en la construccion del

modelo A, y (c) representacion de los scores obtenidos para las dos primeras

variables latentes del modelo de calibracion espectral construido con los

valores de absorbancia entre 290 y 600nm.
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Para ello se construye una matriz con los valores de la derivada de la
absorbancia con el tiempo a +0.70 V en la regiéon de longitudes de onda comprendida
entre 290 y 600 nm, las mismas condiciones que las utilizadas en el modelo de valores
de absorbancia A;. Con esta matriz y realizando un tratamiento multivariante de los
datos con PLS se obtienen unos valores de los loadings para las dos primeras
variables latentes que reflejan de nuevo que Unicamente la primera variable latente
tiene la informacion mas directamente relacionada con las sefales derivadas de la
absorbancia (Figura 65.a). Esta gran similitud se puede comprobar al comparar las
sefiales de la derivada de la absorbancia a +0.70 V a las diferentes concentraciones
utilizadas para construir el modelo en el rango de longitudes de onda indicado (Figura
65.b) con los loadings de esa primera variable latente (Figura 65.a). Por ultimo,
representando los scores de estas dos variables latentes se puede ver que Unicamente

la primera tiene una clara relacién con la concentracion de L-dopa (Figura 65.c).

Se calcul6 un tercer modelo de calibrado (dA;) con los valores de las derivadas
de la absorbancia a +0.70 V entre 290 y 600 nm, eligiendo una Unica variable latente.
Los parametros caracteristicos de este modelo se presentan en la Tabla 13 y como se
puede ver al compararlos con los de los otros dos modelos construidos se mejora el
coeficiente de determinacion. El limite de deteccion en este caso es un orden de
magnitud superior, debido claramente al ruido que llevan este tipo de sefales derivadas
y los valores tan bajos de las mismas (Figura 65.b). La estimaciéon de la disolucion
problema de L-dopa (Tabla 14) muestra como disminuye tanto la incertidumbre en la
determinacién de la concentracién de esta disolucion como la desviacion estandar
residual. Se puede concluir que los tres modelos se pueden utilizar de una forma
altamente fiable para determinar la concentracion de una disolucion problema de L-

dopa.

En dltimo lugar se realizo la comparacion del modelo electroquimico (VC) con los
dos modelos espectroscopicos para determinar si miden igual o hay diferencias entre
ellos. Como ya se ha comentado en otros apartados de esta tesis, la IUPAC
recomienda comparar los resultados de obtenidos con un nuevo método de andlisis con
un segundo método independiente [238]. Los experimentos espectroelectroquimicos

proporcionan dos respuestas analiticas distintas e independientes, como ya se ha
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demostrado, y a pesar de ello, la ausencia de sesgo ha de ser verificada comparando
las estimaciones de los dos métodos elegidos (VC y A;) y (VC y dA;) mediante PLSR.
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Figura 65. (a) Valores de los loadings, (b) representacion de las derivadas de los
espectros de absorcion de las diferentes concentraciones de L-dopa utilizados
en la construccién del modelo dA;, y (c) representacién de los scores obtenidos
para las dos primeras variables latentes del modelo de calibracidon espectral
construido con los valores de absorbancia entre 290 y 600nm.
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Para ello se compararon dos a dos, las estimaciones realizadas con el modelo
electroquimico (VC) y cada uno de los dos métodos espectroscopicos presentados en
la Tabla 13, A; y dA;. La Tabla 15 muestra los resultados obtenidos en las dos
comparaciones posibles, apreciandose que en todos los casos se obtienen rectas en
las que la pendiente tiene un valor de 1 y la ordenada de 0, concluyéndose que el
método electroquimico y los espectroscopicos miden igual.

Tabla 15. Paradmetros caracteristicos obtenidos de la comparacion de las
estimaciones realizadas con el modelo electroquimico y uno de los

dos modelos espectroscépicos mostrados en la Tabla 13.

INTERVALO  INTERVALO DE LA b  ORDENADA EN
METopos DE LA ORDENADAENEL ~ SCNSIBILIDAD EL ORIGEN® gSTE;C,\:,E,\T,EBE
COMPARADOS™  pENDIENTE ORIGEN /M (b) 2
(@) (R%)
VC-A:  1.00+005 (0.6+9.7)x10° 0.9964 6.0x10°M* 0.9971
VC - dA; 1.00+0.03 (0.06 +5.20) x 10° 0.9996 57x10° M* 0.9996

® Los métodos indicados en la primera columna se refieren a la correlacién con la
concentracion de L-dopa de la intensidad de pico anddico del voltamperograma (VC), de
la absorbancia entre 290 y 600 nm (A;) cuando el potencial aplicado es +0.70 V, y de la
derivada de la absorbancia entre 290 y 600 nm (dA;) cuando el potencial aplicado es
+0.70 V.

b VCorediccion = @ + b x ESPprediccion (ESP se corresponde con el modelo A; o dAy)

De entre todas estas comparaciones cabe destacar la segunda en la que se
utilizan las estimaciones del método electroquimico y las del espectroscépico con las
sefales derivadas al ser el que mejor coeficiente de determinacion tiene y menores
intervalos de confianza para la pendiente y la ordenada en el origen. Por lo tanto queda
demostrado que la espectroelectroquimica de absorcion UV/Vis es una técnica

autovalidada, que puede ser de vital importancia en el andlisis cuantitativo.
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3.4 RESOLUCION ESPECTROELECTROQUIMICA DE MEZCLAS

Un aspecto importante en analisis cuantitativo y que determina la utilidad de una
técnica analitica es la posibilidad de estudiar no solo sistemas simples si no también
complejos. Es decir, donde la potencia de una técnica queda demostrada no es en el
estudio de un sistema con un unico analito en el medio, si no cuando el sistema es una
mezcla de especies dificiles de resolver debido al solapamiento de las sefiales

registradas.

Para enfrentarse a este gran reto del campo del andlisis, la
espectroelectroquimica, y en este caso particular, la de absorcibn molecular en el
UV/Vis, presenta grandes ventajas que pueden simplificar la cuantificacion en sistemas
altamente complejos. Por una parte el hecho de registrar dos sefales simultdneamente
puede ayudar a resolver estos sistemas, pero sin lugar a dudas, la caracteristica mas
importante de este tipo de medidas es su caracter dindmico. Es decir, el sistema esta
cambiando de forma continua durante todo el experimento, y esa gran resolucion
temporal de las técnicas espectroelectroquimicas presentadas en esta tesis, es
definitiva para la determinacién cuantitativa de mezclas altamente complejas. A estas
caracteristicas hay que sumar un aspecto muy importante en analisis de sistemas
quimicos complejos, como es el caracter trilineal de las técnicas
espectroelectroquimicas. En una experiencia espectroelectroquimica tipica, por
ejemplo voltamperométrica, se esta variando de forma progresiva el potencial aplicado
al sistema mientras se mide por un lado la corriente eléctrica y simultdneamente se
estan obteniendo los espectros de absorcion en un rango determinado de longitudes de
onda. Ademas, estas experiencias se realizan con disoluciones donde la concentracion
del analito o analitos a estudiar se varia con el fin de obtener relaciones lineales. Es
decir, la absorbancia medida varia con la longitud de onda, con el potencial aplicado al
sistema y con la concentracion del analito o analitos estudiados, dando lugar a un tipico

sistema trilineal (Figura 66).

Este caracter trilineal de las técnicas espectroelectroquimicas de absorcion en el
UV/Vis con alta resolucion temporal se ha utilizado en este caso para resolver dos

mezclas muy complejas donde el grado de solapamiento de las respuestas de los
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diferentes analitos, tanto en las sefiales electroquimicas como espectroscépicas es

bastante elevado.
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Figura 66. Esquema con el caracter trilineal de las técnicas espectroelectroquimicas de

absorcion en el UV/Vis.

Para ello se ha hecho uso de diferentes herramientas quimiométricas de analisis
multivariante de datos, de extrema utilidad en estos casos, como son PLSR y
PARAFAC.

3.4.1 MEZCLAS DE DOPAMINA Y L-DOPA

En este primer ejemplo se va a estudiar el caso de mezclas de dos
neurotransmisores, la dopamina y la L-dopa. Estos dos neurotransmisores en medio
neutro (PBS, pH = 7), estudiados en profundidad en los apartados 3.2.1, 3.1.2, 3.3.1y
3.3.2 de esta tesis doctoral, tienen sefiales electroquimicas y espectroscopicas muy

similares como muestra la Figura 67.
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Figura 67. (a) Voltamperogramas lineales, y (b) espectros de absorcion a +0.70 V.

Coopamina = 3.8 x 10* M, C_gopa = 3.7 x 10™* M. Disoluciones preparadas en
tampoén PBS (pH = 7). Ejnicias = 0.00 V, Efina = +0.70 V, velocidad de barrido (v) =
0.01Vxs™

Los voltamperogramas lineales registrados entre 0.00 y +0.70 V a 0.01 V x s™,
para dos disoluciones de dopamina 3.8 x 10* M y L-dopa 3.7 x 10* M (Figura 67.a),

presentan dos picos anddicos relacionados con la su oxidacién situados en +0.22 V' y
+0.29 V, respectivamente. Esta separacion de tan solo 0.07 V entre uno y otro pico,
hace que una mezcla de ambos compuestos en concentraciones iguales de cada uno
suponga la aparicion de un solo pico en el voltamperograma situado en +0.26 V,
haciendo muy dificil la resolucion de mezclas de estos dos neurotransmisores

utilizando Unicamente técnicas voltamperométricas.
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Por otra parte, los espectros de absorcion registrados al final del barrido de
potencial, cuando el potencial aplicado es +0.70 V, muestran dos bandas de absorcién
relacionadas con la formacion de la dopaminoquinona y dopaquinona por oxidacion de
dopamina y L-dopa, respectivamente (Figura 67.b). Estas bandas de absorcion estan
situadas aproximadamente en 300 y 470 nm, para la dopamina, y en 305 y y 480 para
la L-dopa. El espectro de una mezcla equimolar de ambas especies presenta estos
maximos situados en 302 y 475 nm. De nuevo estos resultados, hacen muy dificil
resolver espectroscopicamente una disolucibn de estos dos neurotransmisores,

eligiendo anicamente un Unico espectro de absorcién.

Para tratar de resolver este problema analitico, se ha realizado un tratamiento
multivariante de los datos, teniendo en cuenta que se registra un espectro de absorcién
en el rango UV/Vis por cada potencial aplicado al sistema. De modo que tenemos una
matriz de datos espectroscépicos y electroquimicos con mucha mas informacion de la
gue se puede extraer de una sola intensidad de pico anédico o de un solo espectro de
absorcion. El tratamiento multivariante utilizado en este caso, se realiz6 por una parte
con los datos electroquimicos, es decir, con los valores de intensidad de corriente
medidos a lo largo del voltamperograma registrado, y por otra parte con los datos de
absorbancia medidos a diferentes potenciales y longitudes de onda. Asi,
denominaremos a los dos tratamientos multivariantes como modelo electroquimico y
modelo espectroscépico, respectivamente Se preparé un conjunto de muestras de
calibrado en PBS (pH = 7) en el que se vario de forma aleatoria la concentracion de
dopamina y L-dopa (Tabla 16). Con cada una de ellas se realizO una experiencia
espectroelectroquimica en la que el potencial se barrié entre 0.00 V y +0.70 V a una

velocidad de 0.01 V x s, utilizando para cada una de ellas un electrodo serigrafiado de

carbono diferente.

Para el tratamiento de los datos se construyeron dos matrices de datos, cada
una con un tipo de datos. Para la matriz con los datos electroquimicos se eligieron,
para cada una de las 13 muestras de la Tabla 16, todas las intensidades de corriente
medidas entre +0.10 V y +0.45 V, rango de potenciales en el que aparecen los
diferentes picos anodicos, dando lugar a un total de 382 puntos por experimento. El
tamafio de esta matriz con datos electroquimicos es pues de 4966 puntos. Para la
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matriz de datos espectroscépicos se eligieron, para cada una de las 13 muestras de la
Tabla 16, espectros de absorciéon comprendidos entre 290 y 600 nm a 176 potenciales
diferentes, situados entre +0.10 V y +0.45 V. Es decir, para cada uno de los patrones
de calibracion se tiene un vector de 35024 valores de absorbancia. En total esta matriz

de datos absorciométricos tiene un tamarfo de 455312 puntos.

Tabla 16. Conjunto de muestras de calibrado para

resolver la mezcla de dopamina y L-dopa.

MUESTRA C L-oora X 107 (M) C vopavma X 10-2 (M)
M1 0.00 0.00
M2 0.00 0.00
M3 0.00 0.11
M4 0.00 0.38
M5 0.10 0.00
M6 0.10 0.11
M7 0.10 0.38
M8 0.37 0.00
M9 0.37 0.11

M10 0.75 0.11
M11 0.75 0.38
M12 0.75 0.77
M13 0.90 0.00
MP 0.37 0.38

Disoluciones preparadas en tamp6n PBS (pH = 7). Einicia = 0.00
V, Esinar = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.01 V x s™.

Con estas matrices de datos se construyeron dos modelos de calibracion
realizando Partial Least Squares Regression (PLSR), uno con los datos
electroquimicos y otro con los datos espectrocopicos. La Figura 68 presenta los valores
de los loadings obtenidos con cada uno de los modelos seleccionando las dos primeras
variables latentes, ya que son el nimero de analitos presentes en nuestras muestras

patrén.
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Figura 68. Valores de lo loadings obtenidos al construir los modelos de calibraciéon con
PLSR al deconvolucionar la matriz de datos (a) electroquimicos y (b)
espectroscopicos para los patrones de calibrado de dopamina y L-dopa
presentados en la Tabla 16. Disoluciones preparadas en tampén PBS (pH = 7).

Einicia = 0.00 V, Eginas = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.01 V x s™.

Al comparar los valores de los loadings del modelo electroquimico para estas
dos variables latentes (Figura 68.a) con los voltamperogramas presentados en la
Figura 67.a, se puede comprobar que el modelo construido explica y separa
correctamente la contribucion de cada uno de los dos neurotransmisores de la mezcla.
Asi, la primera variable latente que aparece presenta una sefial con un pico en torno a
+0.29 V que se relaciona con el voltamperograma registrado para la L-dopa, mientras
gue la segunda variable latente con un pico en torno a +0.20 V se relaciona con el

voltamperograma de la dopamina. Por otra parte, al comparar los loadings del modelo
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espectroscopico frente a la longitud de onda para las dos variables latentes
seleccionadas (Figura 68.b) con los espectros mostrados en la Figura 67.b, se puede
asegurar que igualmente este segundo modelo también explica la contribucion de la
dopamina y L-dopa a las sefiales espectrales, siendo mas ruidosa la sefial relacionada
con la dopamina. Cabe destacar que los modelos ajustados explican las diferencias en
el espectro, es decir, las longitudes de onda que son capaces de discriminar los dos
compuestos a los diferentes potenciales. Una vez asignada cada variable latente a
cada uno de los componentes de la mezcla se realizé la regresién lineal por minimos
cuadrados (OLSR) de las predicciones de cada modelo con sus respectivas variables
latentes con la concentracion del analito con el que se relaciona. Los modelos
construidos para los datos electroquimicos y para los datos espectroscopicos, se

presentan en la Figura 69.a y 69.b, respectivamente.

0.8
0.8
0.6
= =
£ £ 06
fos
E » EO4
& 0.2 o 0o
U i . . . or® . . . .
0 02 04 06 08 0 02 04 06 08
CDOPAMINE ImM CL-DOPA fmM
0.8 .
0.8
L 06
E E 06
204 ¢ 204}
° 02 o2t
H
i Za : : Ol
0 02 04 06 08 0 02 04 06 08
cDOPANIINE /mM cL-DOPA /mM

Figura 69. (a) Concentracion predicha vs concentracion rea para la L-dopa y la dopamina en el modelo
electroquimico, (b) Concentracion predicha vs concentracion rea para la L-dopa y la

dopamina en el modelo especroscopico,. Concentracion de las mezclas en Tabla 16.
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Como se puede comprobar, en ambos modelos la mejor regresion se obtiene
para la L-dopa, con un coeficiente de determinacion de 0.996 para el modelo
electroquimico y 0.988 para el modelo espectroscopico, siendo ligeramente peores los
valores de la regresion para la dopamina, con coeficientes de determinacion de 0.985 y
0.978 para el modelo electroqguimico y el espectroscopico. A pesar de la alta
complejidad de la muestra, tanto la sefial electroquimica como la sefial espectroscopica
son capaces de resolver la mezcla obteniendo una buena discriminacion de los
componentes. Son muchos los trabajos encontrados en bibliografia en los que se fija la
concentracion de uno de los interferentes y se determina el otro. La potencialidad de la
espectroelectroquimica queda demostrada al utilizar cantidades muy diferentes en cada
uno de los patrones de calibracién, que ademas han sido seleccionadas de forma
aleatoria, tal como pudiera suceder en una situaciéon real, donde no se puede fijar la

cantidad de interferente.

Con el fin de determinar la capacidad de prediccion de estos dos modelos de
calibracion, se utilizaron para predecir la concentracion de cada uno de los dos
neurotransmisores en una disolucion mezcla (MP en la Tabla 16) donde la
concentracién de dopamina se fijé en 3.8 x 10* M y la de L-dopa en 3.7 x 10 M. Las
estimaciones realizadas para cada analito con cada uno de los modelos dieron
resultados satisfactorios en ambos modelos. EI modelo electroquimico dio una
prediccién de 3.5 x 10* M para la dopamina y de 3.5 x 10 M para la L-dopa, es decir,
un error relativo del 7.9% y del 5.4 % respectivamente. EI modelo espectroscopico
predice con una mayor exactitud, 3.7 x 10* M y la de L-dopa en 3.8 x 10 M, es decir,
errores relativos menores del 3% para ambos analitos. Se puede determinar que la
capacidad de prediccidon es muy alta en ambos casos a pesar de la gran complejidad
del problema planteado, donde el solapamiento de las sefiales electroquimicas y
espectroscopicas es practicamente del 100%. Por otro lado, los %RSD (o =0.05) de las
predicciones fueron del 7.2 % para la dopamina y del 7.0 para la L-dopa en el modelo
electroquimico. En el caso del modelo espectroscopico, los %RSD (o =0.05) de las

predicciones fueron del 4.4 % para la dopamina y del 11.3 para la L-dopa.
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Con los resultados presentados para el andlisis de esta mezcla, tras construir
sendos modelos con PLSR tanto para datos electroquimicos como espectroscopicos,
se puede asegurar, dado el caracter dinamico de las medidas realizadas, que la
espectroelectroquimica permite resolver una mezcla en la que la separacién de los
potenciales de pico de las dos sustancias estudiadas es de tan solo 0.07 V y la
separacion entre las diferentes bandas de absorcion de los espectros oscila en los 10

nm.

3.4.2 MEZCLAS DE DOPAMINA Y CATECOL

Con el fin de demostrar la potencialidad de la técnica, en el caso abordado en
este apartado se eligieron como analitos interferentes la dopamina y el catecol que no
pudieron ser resueltos electroguimicamente ya que sus voltamperogramas presentan
un mayor solapamiento que en el caso anterior. Es en estos casos, donde la

espectroelectroquimica puede mostrar todo su potencial para el analisis cuantitativo.

Como ha quedado demostrado a lo largo de esta Tesis Doctoral, la
espectroelectroquimica es una técnica multirrespuesta que proporciona gran cantidad
de informacién en un solo experimento. Este elevado volumen de datos resulta
realmente util en el andlisis no solo cualitativo, sino también cuantitativo de diferentes
especies y mezclas complejas. Al igual que en el caso anterior (mezcla dopamina y L-
dopa) se hizo uso de una herramienta de analisis estadistico para el estudio del
sistema formado por ahora por dopamina y catecol. En esta ocasion, los datos
espectroscopicos obtenidos durante una serie de experiencias espectroelectroquimicas
se analizaron mediante PARAFAC que presenta una mayor potencialidad que PLS

cuando el cubo de datos tienen caracter trilineal.

Habitualmente, mezclas de dopamina y catecol se han resuelto mediante
técnicas de separacion como cromatografia liquida o microfluidica [243—-246], es decir,
técnicas que quedan alejadas de la espectroelectroquimica. En un primer intento para
resolver esta mezcla compleja se pensd en el uso de técnicas electroquimicas, en

concreto voltamperometria.

Noelia Gonzalez Diéguez | 153



3. Resultados y discusion

%1078

(a)

Catechol 2 mM

Dopamine 0.1 m
+

Catechol 0.5 mM

Dopamine 0.2 mM

0 0.1 02 0.3 0.4 0.5 0.6 07
EN

0.1 (b)

Catechol 2 mM
0.09F
0.08
0.07F

0.06F Dopamine 0.1 mM

Ala.u.

+
0.05r Catechol 0.5 mM

0.04F
0.03
0.02f
0.01F

Dopamine 0.2 mM

300 350 400 450 500 550 800 650
Alnm

Figura 70. (a) Voltamperogramas lineales, y (b) espectros de absorcién a +0.70 V.

Cuopamina = 2.0 x 10 M (Iinea azul), Ceaecor = 2.0 x 10° M (linea verde), Cyopamina
=1.0x 10" MYy Ceaeco = 5.0 x 10™ M (linea roja). Disoluciones preparadas en

tampoén PBS (pH = 7). Ejnicias = 0.00 V, Efna = +0.70 V, velocidad de barrido (v) =
0.01Vxs®t

La Figura 70.a muestra los voltamperogramas obtenidos para cada una de las
dos especies. Como se puede observar los picos de oxidacion de dopamina y catecol
presentan una diferencia en su posicion inferior a 0.05 V, es decir, las técnicas
electroquimicas clasicas hacen complicado la resolucion de una mezcla de ambas
especies. En cambio, los espectros de absorcion de estas dos especies muestran
caracteristicas ligeramente diferentes que podrian permitir su resolucién. Asi, en la
Figura 70.b, se puede ver que la dopamina presenta los ya comentados picos de
absorcion en 300 y 470 nm relacionados con la formacion del dopaminocromo. Por su
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parte, el catecol tiene un maximo de absorcién situado en 388 nm que se superpone
parcialmente con las dos bandas caracteristicas de la dopamina, como asi se puede

ver en el espectro de absorcién de una mezcla de estos dos compuestos.

La resolucion de una mezcla de dopamina y catecol, se abordd en este caso
utilizando Unicamente los datos espectroscépicos recogidos de una serie de patrones
de calibrado preparados en los que las concentraciones de ambos analitos se variaron
de forma aleatoria. De nuevo, el problema es planteado en una situacién de alta
dificultad si se quiere resolver sin utilizar métodos de separacidn previos a la
determinacion. Dado el caréacter trilineal de este set de datos (Figura 66), se utilizd
PARAFAC como herramienta quimiométrica para tratar y analizar el conjunto de datos.
Se prepard un conjunto de 10 muestras de calibrado en las que las concentraciones de

dopamina se variaron entre 0 y 4.0 x 10* M y la de catecol entre 0 y 2.0 x 10° M (Tabla

17).

Tabla 17. Conjunto de muestras de calibrado para

resolver la mezcla de dopamina y catecol.

MUESTRA C carccor X 107 (M) C voparma X 10-2 (M)
M1 0.0 0.1
M2 0.0 0.2
M3 1.0 0.0
M4 1.0 0.2
M5 1.0 0.4
M6 2.0 0.0

M7 (outlier) 2.0 0.2
M8 0.5 0.1
M9 1.5 0.1
M10 0.0 0.2
MP 0.5 0.3

Disoluciones preparadas en tampo6n PBS (pH = 7). Einicia = 0.00
V, Efinar = +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.01 V x s™.

Para construir el modelo de PARAFAC se seleccionaron dos factores, uno por

cada uno de los analitos presentes en la muestra, y se asumié la no negatividad de
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concentraciones y espectros. Se construyé un cubo de datos con los valores de
absorbancia a 10 concentraciones, para 132 longitudes de onda comprendidas entre
290 y 390 nm, y para 85 potenciales comprendidos entre +0.15 y +0.55 V (matriz de 10
x 132 x 85).

La Figura 71 muestra la deconvolucion de la matriz de datos en la que
contribuyen ambos analitos, dopamina y catecol. La representacion de los loadings
frente a la longitud de onda (Figura 71.c) muestra como el modelo de PARAFAC
construido ha permitido separar de forma adecuada la contribucion de los dos
compuestos. Asi la variable latente que muestra un pico en 300 nm en la
representacion de los loadings esta relacionada con la dopamina, mientras que la
variable con una banda en 380-390 nm corresponde con el catecol. Como podemos
ver, la diferencia espectral de los productos de la reaccién electroquimica favorece la
posible resolucion de la muestra. Al ver la representacion de estos loadings con el
potencial se puede observar que la oxidacion del catecol es algo mas rapida que la
dopamina y el aumento mas pronunciado de intensidad se produce a potenciales
ligeramente mas bajos que la dopamina (Figura 71.b), hecho que ayuda a resolver esta

mezcla con los datos registrados durante experiencias espectroelectroquimicas.

Por ultimo, la Figura 71.a presenta los scores de cada una de las dos variables
latentes representadas frente a la concentracion del analito con la que estan
relacionados. Asi, se puede ver, como ya se habia predicho de la representacion de los
loadings frente a la longitud de onda (Figura 71.c), que cada una de las variables

latentes es proporcional a la concentracién de cada uno de los dos compuestos.

En la Figura 71.a se puede ver como hay un punto anémalo que queda fuera de
la relacion lineal existente entre estos dos pardmetros, scores-concentracion (triangulo
verde en la Figura 71.a). Este punto corresponde con una mezcla de dopamina-catecol

donde la concentracién de ambos compuestos es 2.0 x 10* M y 2.0 x 10° M,

respectivamente.
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Figura 71. Deconvolucién de la matriz de datos. (a) Scores vs concentracién, (b) loadings
vs potencial y (c) loadings vs longitud de onda para la mezcla de dopamina y
catecol. Disoluciones preparadas en tampon PBS (pH = 7). Ejyigiat = 0.00 V, Efinal

= +0.70 V, velocidad de barrido (v) = 0.01 V x s™. Concentracién de las mezclas

en Tabla 17.
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Comparando la respuesta electroquimica y espectroscopica de este punto
anomalo, con otra muestra que mantiene la linealidad esperada de los scores y que
tenia la misma relacion de concentraciones, se puede ver que hay diferencias que solo
se pueden detectar con técnicas espectroelectroquimicas. En la Figura 72.a se
representan comparados los voltamperogramas de la muestra cuya respuesta es
anomala y la de la réplica que su respuesta era la esperada. Se puede comprobar
como electroquimicamente no se detectan diferencias significativas entre ambas
sefales, es decir, tnicamente la respuesta voltamperométrica no se podria utilizar para
explicar la razén de ese punto andémalo. En cambio, analizando la evolucion de los
espectros se puede ver como en el caso del punto anémalo aparece una banda entre
550 y 600 nm no presente en el resto de las muestras del conjunto de calibracion. En la
Figura 72.b se presenta el voltabsorciograma a 600 nm para ambas muestras, y se
puede ver claramente como la muestra con un comportamiento anémalo, presenta un
aumento de absorbancia al aumentar el potencial aplicado. Este aumento da lugar a
unos valores de absorbancia diferentes a los que le corresponderian para una
disolucibn mezcla de dopamina y catecol con las concentraciones indicadas. La
disolucién utilizada en ambas medidas es la misma y las condiciones de trabajo
también. Este diferente comportamiento a 600 nm ha sido observado en todos los
estudios de dopamina-catecol que hemos realizado, dando lugar siempre que ha sido
observada a wun punto anémalo, lo que demuestra la utlidad de Ia
espectroelectroquimica en la deteccion de outliers. Aunque no se ha encontrado
explicacion al comportamiento anémalo de esta medida, lo que si ha permitido la
realizacion de los experimentos espectroelectroquimicos es identificar este punto
anOmalo y determinar la razén por la que desde el punto de vista de las sefiales no es
valido para la resolucion de esta mezcla de compuestos. Como ya se ha indicado
anteriormente, utilizando Unicamente datos electroquimicos esta explicacion no se
habria podido encontrar debido a que ambos voltamperogramas son practicamente

idénticos.
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Figura 72. (a) Voltamperogramas y (b) voltabsorciogramas a 600 nm de dos réplicas de
una mezcla de dopamina y catecol en tampon PBS. Disoluciones preparadas
en tampén PBS (pH = 7). Ejnicia = 0.00 V, Efina = +0.70 V, velocidad de barrido
(v) =0.01 V x 5™ Ceatecol =2 x 10° M, Cyopamina= 2 x 107 M.

Finalmente, la relacion lineal encontrada entre los scores de cada una de las
variables latentes y las concentraciones de dopamina o catecol ha permitido predecir la
concentracion de estos dos compuestos en una disolucion problema donde las
concentraciones eran de 3 x 10* M de dopamina y 5 x 10° M de catecol. El valor
estimado de dopamina ha sido de 2.88 x 10 M, que comparado con el valor teérico
indica un error relativo del 4%, mientras que para el catecol el valor estimado ha sido

de 5.5 x 102 M, con un error relativo del 10%.

Nuevamente, queda demostrado el gran potencial que la espectroelectroquimica

de absorcion en el UV/Vis tiene en el andlisis cuantitativo, y en especial en la
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resolucién de mezclas altamente complejas donde el grado de solapamiento entre las
sefales medidas es muy elevado. Habitualmente estas mezclas complejas tienen que
ser analizadas con ayuda de un método de separacion previo. La capacidad de
prediccion del modelo de PARAFAC construido ha quedado demostrada y, un aspecto
muy destacable, es la posibilidad que ofrece la espectroelectroquimica para explicar el
comportamiento anémalo de algunas muestras 0 experiencias que no pueden ser

razonadas con unicamente la sefal electroquimica.

160 | Noelia Gonzélez Diéguez



4. Conclusiones

4. CONCLUSIONES

Noelia Gonzalez Diéguez | 161



4. Conclusiones

162 | Noelia Gonzélez Diéguez



4. Conclusiones

Se ha diseflado y construido una nueva celda espectroelectroquimica para
realizar medidas de reflexion interna de incidencia casi-normal (NNIRS) con

electrodos serigrafiados comerciales en la region UV-Visible del espectro.

La celda espectroelectroquimica ha sido validada con diferentes sistemas
guimicos de referencia demostrando que puede ser utilizada con electrodos

serigrafiados de diferente naturaleza y ofreciendo resultados 6ptimos.

Los mecanismos de oxidacion de tres de los mas importantes neurotransmisores:
dopamina, adrenalina y L-dopa han sido confirmados, respecto a los propuestos
en bibliografia, utilizando datos espectroelectroquimicos.

Se ha podido realizar la determinacion individual de dopamina, adrenalina y L-
dopa mediante espectroelectroquimica. Los rangos de concentracion utilizados
han sido del orden de 10°M a 10°M, por lo que queda demostrada la buena

sensibilidad de la técnica en esta cuantificacion individual.

A lo largo de este trabajo se han mostrado las diferentes posibilidades de andlisis
cuantitativo que permite la espectroelectroquimica. Tanto las sefiales
electroquimicas como las espectroscopicas pueden ser utilizadas con analisis
univariante en los casos mas sencillos y con analisis multivariantes si el sistema
es complejo. Particularmente interesante es el uso de PARAFAC con datos

trilineales como son los espectroelectroquimicos.

Una de las principales ventajas de la espectroelectroquimica, por su propia
naturaleza, es la autovalidacion de los resultados. La obtencion de dos modelos
independientes y complementarios nos permite reasegurar la prediccion de la

muestra problema.

La deteccidon de puntos andmalos también es mas sencilla utilizando respuestas
espectroelectroquimicas, no solo porque el punto suele ser un outlier en las dos
técnicas, sino porque ademas la espectroscopia permite “ver” comportamientos

gue son dificilmente explicables a partir de la sefial eléctrica.

Cuando los espectros de los analitos que proporcionan la respuesta éptica son

diferentes es relativamente facil resolver mezclas complejas, incluso cuando estos
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compuestos se oxidan practicamente al mismo potencial. Si los espectros son
muy parecidos, basta con que exista una leve diferencia en los potenciales de

oxidacion/reduccion para poder resolver la mezcla.
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ANEXO 1. Mecanismos de oxidacion
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ANEXO 2. Productos de oxidacion
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ADRENALINA
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