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RESUMEN

En el presente trabajo se propone un nuevo método para la de-
terminacion indirecta de dopamina (DA), basado en la modificacién
del electrodo de carbén vitreo mediante adsorcién sobre su superfi-
cie de una pelicula de laponita (arcilla catiénica) y glutaraldehi-
do (GA). Mediante voltamperometria ciclica (VC) se estudi6 el com-
portamiento electroquimico de la DA en una disoluciéon tampén de
fosfato sédico 0,1 M, pH 6,0 y en presencia de tirosinasa (PPO). La
presencia de tirosinasa permitié la determinacion indirecta de DA,
midiendo la corriente de reduccién generada por el dopaminocromo
formado a partir de la quinona procedente de la reaccién enzimética
entre DA y PPO a -0,25 V vs. Ag/AgCl (3 M). Esta corriente de reduc-
cién originada por el dopaminocromo es proporcional a la concen-
tracion de DA presente en el medio.

Palabras clave: Electrodos de carbén vitreo modificado; Dopa-
mina; Tirosinasa; Voltamperometria ciclica.
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ABSTRACT

Electrochemical behaviour of dopamine on a laponite/
glutaraldehyde modified glassy carbon electrode

In this work a new method of dopamine (DA) detection, based on
glassy carbon electrode modified by adsorption on the surface with a
film of laponita (cathionic clay) and glutaraldehyde (GA) is proposed.
The electrochemical behaviour of the DA in a phosphate buffer
solution 0,1 M, pH 6,0 of tyrosinase was studied by cyclic voltammetry
technique (CV). The tyrosinase present in the solution allowed the
indirect detection of DA monitoring the dopaminochrome coming
from the quinone produced in the enzymatic reaction between the
DA and tyrosine to —0.25 V vs. Ag/AgCl (3 M). The reduction current
of the dopaminochrome was found to be proportional to the DA
concentration.

Key Words: Modified glassy carbon electrodes; Dopamine;
Tyrosine; Cyclic voltamperometry.

1. INTRODUCCION

Existe una gran variedad de compuestos quimicos llamados neu-
rotransmisores que son liberados por las neuronas. Entre estos
neurotransmisores se encuentran la dopamina (DA), neurotransmi-
sor que juega un papel fisiolégico muy importante como mensajero
quimico a nivel neuronal. La enfermedad de Parkinson es producto
de un desorden degenerativo crénico y lentamente progresivo a nivel
cerebral, cuyos sintomas incluyen postura rigida, temblor de reposo
y lentitud del movimiento voluntario, entre otros. En esta enfer-
medad la principal anomalia bioquimica es la deficiencia de DA en
el cuerpo estriado (ntcleo caudado y putamen). Para avanzar en el
conocimiento de la patologia y tratamiento de esta enfermedad y
otras que se producen como consecuencia de la variacién de la con-
centracion de DA en ciertas regiones del cerebro se necesitan méto-
dos eficaces y seguros de determinacién de DA. Es por todo ello que
el comportamiento electroquimico de este neurotransmisor reviste
tanto interés (1, 2).
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Para mejorar la selectividad en la detecciéon de DA se han de-
sarrollado muchos métodos relacionados con el pretratamiento y
modificacién de superficies electrédicas para su uso como sensores
electroquimicos (3-8).

Las arcillas son materiales que se originan de la descomposi-
cién de rocas, como particulas pequenias y superficie lisa, son silica-
tos hidratados de alimina. La laponita (Siy[ Mg, .Li,, H,0,,]°'"Na’"™),
es una arcilla catiénica que presenta una estructura laminar con
cationes intercambiables en su espacio interlaminar. Esta arcilla
ha sido utilizada con éxito como sistema de inmovilizacién de enzi-
mas destinadas a la fabricacién de biosensores amperométricos en-
zimaticos (9).

En el presente trabajo se propone la modificacion de un electrodo
de carbén vitreo mediante adsorcién en su superficie de una pelicula
de laponita-glutaraldehido y su aplicacién en la deteccion de DA.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Reactivos

La tirosinasa con una actividad de 1530 Ul/mg de sélido fue
suministrada por Sigma. La dopamina y el glutaraldehido (GA), di-
solucién acuosa 25% por Fluka. Todos los reactivos fueron utiliza-
dos sin ningun tratamiento adicional de purificacién. El agua utili-
zada fue de calidad Milli Q 18 MW (Millipore, Milford, MA, USA).

2.2. Aparatos

Los voltamperogramas se realizaron en un potenciostato gal-
vanostato Autolab PGSTATI12 y una celda de vidrio de un compar-
timiento y tres electrodos. Un electrodo de Ag/AgCl (3 M) utilizado
como electrodo de referencia y un alambre de platino como electro-
do secundario. Como electrodo de trabajo se utilizé un electrodo de
disco de carbén vitreo (d = 3 mm) modificado.
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2.3. Tratamiento del electrodo de carbén vitreo

El electrodo de disco de carbén vitreo (d = 3 mm), utilizado como
electrodo de trabajo, se sometié en primer lugar a un tratamiento
quimico por inmersién del mismo en una mezcla de H,SO,:H,0, (1:1)
durante 10 segundos y posterior lavado con abundante agua desio-
nizada. Finalmente se puli6 con alimina 0,05 mm, usando agua de-
sionizada como lubricante. Terminada la limpieza mecénica, se so-
meti6 al electrodo a ciclos entre -0,2 V 'y 0,6 V vs. Ag/AgCl (3 M)
en una disolucién tampén fosfato 0,1 M pH 6,0, cincuenta barridos a
200 mV s,

2.4. Tratamiento de la celda electroquimica y del material
de vidrio utilizado

Todo el material de vidrio utilizado y la celda electroquimica
fueron lavados inicialmente con detergente, posteriormente con una
mezcla de H,SO,:H,0, (1:1) durante 10 minutos y finalmente con
abundante agua desionizada. Este procedimiento se repitié siempre
que se sospechara una posible contaminaciéon del material de vidrio
o de la celda.

2.5. Preparacion del electrodo de carbén vitreo

Una vez terminada la limpieza del electrodo de carbén vitreo
segun los pasos descritos anteriormente se procedié a la modifica-
cién de su superficie con laponita y glutaraldehido segun el siguiente
procedimiento:

* Modificacién con laponita. Se prepar6 una suspension de la-
ponita anadiendo 2 mg de laponita en 1 mL de agua desioniza-
da y se depositaron aproximadamente 25 uL de dicha suspen-
sién sobre la superficie del electrodo. Se le aplicé aire caliente
hasta la total evaporacion del liquido, quedando una fina peli-
cula de laponita adsorbida sobre la superficie electrédica.

* Modificacién con laponita/GA. Se siguié el mismo procedi-
miento descrito anteriormente y se colocé dicho electrodo mo-
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dificado con laponita en un recipiente cerrado saturado con
vapor de glutaraldehido durante 30 minutos. Aunque el gluta-
raldehido se utiliza como agente entrecruzante con el que las
enzimas establecen enlaces covalentes intermoleculares entre
los grupos del soporte y del propio enzima, o intramoleculares
entre dos grupos amino de la misma molécula de enzima, pare-
ce ser que éste se adsorbe sobre la superficie de la laponita o se
retiene entre la estructura laminar de la misma.

3. RESULTADOS
3.1. Electrodo de carbén vitreo

La Figura 1 muestra el voltamperograma obtenido con una diso-
lucién tampén fosfato 0,1 M pH 6,0 en ausencia y presencia de DA
5x10* M en un electrodo de carbén vitreo al realizar un barrido ci-
clico entre -0,2 V hasta 0,6 V vs. Ag/AgCl (3 M). El voltamperograma
representado con lineas discontinuas corresponde a la respuesta elec-
troquimica del sensor quimico en una disolucién tampén fosfato, y
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Figura 1. Voltamperograma ciclico de la DA en un electrodo de carbén vitreo
(d = 3 mm) en una disolucién tampén fosfato 0,1 M, pH 6,0; v = 200 mV-s™".
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el presentado con linea continua a la respuesta electroquimica del
sensor quimico en la disolucién 5x10™* M DA.

El voltamperograma obtenido en presencia de DA presenta los
picos de oxidacién y reduccion de la dopamina con un AEp de 80 mV
y una relacién entre la corriente de pico anédica y catédica (I,,/1,.) de
1,2, al realizar los ciclos a 200 mV-s™.

3.2. Electrodo de carbén vitreo modificado con laponita
y laponita/glutaraldehido

En la Figura 2 se muestran los voltamperogramas ciclicos obte-
nidos en disoluciones de distintos pHs en un electrodo de carbén
vitreo modificado con laponita, y en la Figura 3 se observa el efecto
de la velocidad de barrido a los distintos pHs. Para realizar este
estudio se disolvié DA en disoluciones tampén Tris/fosfato 0,1 M y
pHs 5,98; 7,98; 8,98 y 11,03. Se observa que a pH 5,98 los potenciales
catédicos disminuyen con la velocidad mientras que los anédicos
aumentan, esta tendencia no se observa en el resto de pHs, donde los
potenciales de pico apenas sufren cambios con las velocidades de
barrido. Estos resultados también apuntan a que el proceso redox
de la DA en el electrodo de carboén vitreo a pH 5,98 es menos rever-
sible que a pHs mas alcalinos. Como era de esperar, las corrientes
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Figura 2. Voltamperogramas ciclicos de DA 510* M en una disolucién tam-
pon Tris/fosfato 0,1 M a diferentes pHs, en un electrodo de carbén vitreo mo-
dificado con laponita; v = 500 mV-s™".
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anddica y catédica aumentan con la velocidad de barrido. Conviene
destacar que en los voltamogramas realizados a 20 mV-s™ se observa
una corriente catédica muy débil.
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Figura 3. Voltamperogramas ciclicos de DA 510* M en una disolucién tam-
pon Tris/fosfato 0,1 M a diferentes velocidades de barrido, en un electrodo de
carbén vitreo modificado con laponita.

Al modificar el electrodo de carbén vitreo con una pelicula de
laponita, la respuesta electroquimica varia. El pico correspondiente
a la oxidacién de la DA se ve incrementado con respecto al obtenido
sobre el electrodo sin modificar (Figura 4).

Como muestra la Figura 5, el pico de oxidacién de la DA aumenta
cuando el electrodo de carbén vitreo se modifica con laponita/GA,
segun el procedimiento ya descrito. Asimismo, se observa que la na-
turaleza de la capa que rodea al electrodo afecta a la reversibilidad del
proceso electrédico, siendo mas irreversible cuando la capa aumenta
su complejidad, primero laponita y posteriormente laponita/GA.

En vista de estos resultados se estudi6 el comportamiento electro-
quimico de la DA en presencia de la enzima tirosinasa en una disolu-
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cién tampon fosfato 0,1 M, pH 6,0 utilizando como sensor electroqui-
mico el electrodo de carbén vitreo modificado con laponita/GA.
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Figura 4. Voltamperogramas obtenidos en una disolucién 5x10* M DA en
tampon fosfato pH 6,0 utilizando un electrodo de carbén vitreo sin modificar y
modificado con laponita; v = 200 mV-s™.
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Figura 5. Voltamperogramas obtenidos en una disoluciéon 5x10* M DA en
tampon fosfato pH 6,0 utilizando un electrodo de carbén vitreo sin modificar y
modificado con laponita y modificado con laponita/GA; v = 200 mV-s™.
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En la Figura 6 se observan cuatro picos (A, B, C y D). El pico A,
que aparece a + 0,37 V; el picoBa + 0,1 V; el pico C a-0,25 Vy el pico
D a-0,1 V. A medida que trascurre el tiempo de mezcla de la tirosina-
sa 'y DA en la disolucién tampén fosfato pH 6,0 la disoluciéon comien-
za a colorearse al mismo tiempo que los picos A y B disminuyen y
otros picos aparecen y aumentan con el tiempo de mezcla (picos Cy
D). Una vez que la DA se ha consumido completamente como conse-
cuencia de la reacciéon enzimatica con la tirosinasa, los picos C y D
permanecen constantes en el tiempo, lo cual es indicativo de que du-
rante dicho proceso la superficie electrédica no se desactiva.

—— salucién bulfer + 5x10°" M tirosina (ol BT)

= = =gol BT # 5x10" M DA dospuds de 5 min de mezcla
—-=-50l BT + 5x10™ M DA dospuds de 10 min do mozcla

1 = = 4| BT FSI]D'MDAdutput!. de 25 min de mazcla

04 -02 00 02 04 06
E/V vs. AglAgCl

Figura 6. Voltamperogramas obtenidos a lo largo del tiempo, en una diso-
lucién 5x10* M DA y 5x10° M tirosinasa en tampén fosfato pH 6,0 en un
electrodo de carbén vitreo modificado con laponita/GA; v = 200 mV-s™.

En la Figura 7 se observa que al hacerse mas catédico el po-
tencial de retorno, el pico C permanece constante mientras que se
aprecia un aumento del pico D, como consecuencia de que una
mayor cantidad de dopaminocromo esta siendo reducido. Por otra
parte, comienza a desarrollarse un nuevo pico de oxidacion, pico (E)
a 0,2 V, posiblemente debido a la oxidacién de un nuevo producto
que se origina al reaccionar el leucodopaminocromo con la DAQ a
medida que el potencial catédico se va haciendo mas negativo, hasta
-0,45 V, como sugieren otros autores (14).
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Figura 7. Voltamperogramas obtenidos en una disolucién 5x10* M DA y
5x10~° M tirosinasa en tampén fosfato pH 6,0 una vez completada la reaccién
enzimatica y al ir variando el potencial de retorno, en un electrodo de carbon
vitreo modificado con laponita/GA; v = 200 mV-s™..

Se observa ademas que a potenciales mas negativos de —0,45 V vs.
Ag/AgCl los picos C y D disminuyen y la disolucién se torna mucho
mas oscura, lo cual puede indicar que a dichos potenciales la su-
perficie electrédica comienza a desactivarse posiblemente debido
a la adsorcién de un material polimérico que se origina por la for-
macién del tautémero p-quinonamina-dopaminocromo, a potencia-
les mas negativos de —-0,45 V, el cual induce al proceso de polimeri-
zacion (14).

El hecho de que una vez que la DA presente en la disolucién ha
reaccionado completamente a través de la reaccién enzimatica con
la tirosinasa, el pico C permanezca constante al realizar ciclos entre
0,6 Vy-0,45 V, nos permite pensar en la posibilidad de construir un
sensor enzimatico para la cuantificacion indirecta de DA a través de
la medida de la corriente que se origina al reducirse electroquimica-
mente el dopaminocromo que se forma por la reaccién enzimatica
entre la DA y la tirosinasa.
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La Figura 8 muestra la relacién lineal existente entre la corriente
de reduccién del producto formado en la reaccién enzimatica y la
concentracién de DA presente en la muestra, en presencia de tirosi-
nasa.

buffer pH = B0 + 510" M Tirosinasa (ST) YoAALRX
5 |==5T+ 110" MDA
3,0x107 | .57+ 2010° M DA
o [====5T + 3x10" M DA 7
& | [==== 5T+ 410" M DA =
2,0x107 | .. ST » S0 M DA
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EV vs. Ag/AgCl

Figura 8. A) Voltamperogramas obtenidos en una disolucién de tirosinasa 5x10° M
en tampén fosfato pH 6,0 al afiadir cantidades crecientes de DA y registrados 25 mi-
nutos después de cada adicion, manteniendo dicha disolucién en agitacién, en un elec-
trodo de carbén vitreo modificado con laponita/GA; E= -0,25 V vs. Ag/AgCl (3M); v =
200 mV-s™'. B) Relacién lineal entre la corriente de reduccién del dopaminocromo
formado tras la reaccién enzimadtica y la concentracién de DA.

4. DISCUSION

Al estudiar el comportamiento electrédico de la DA en funciéon
del pH tenemos en cuenta los equilibrios de disociacién de la molé-
cula (Esquema 1) y la fraccién molar de cada una de las especies
presentes en disolucién a distintos pHs (Figura 9).

o MNH,+ | N L 1 -
o H, o H, + HO~ HH, o 7 KH,

Esquema 1. Equilibrios de disociacién de la dopamina.
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Figura 9. Fracciones molares de las distintas especies de dopamina en fun-
ci6on del pH del medio.

El descenso observado en los potenciales de pico de la pareja DA/
DA xipapa @l aumentar el pH de 6,0 a 11,0 se debe a la generacion de
iones hidrégeno en la reaccién de oxidacién de la DA (Esquema 2).
Por ello, un aumento en el pH de la disolucién favorece la oxidaciéon
de la DA y como consecuencia, los potenciales disminuyen.

i +1H + e
NH;"

3

/

DA DAQ

Esquema 2. Mecanismo de oxidaciéon de la dopamina.

Por otra parte, la carga neta de la molécula provoca cambios en
su comportamiento electroquimico. Al realizar los barridos a 500
mV-s, cuando la DA presenta una carga neta positiva (pH 5,98) el
AEp es 210 mV, sin embargo AEp se reduce a la mitad, 102 mV, a
pH 7,97 y alcanza un valor de 66 mV a pH 8,98. El pico de reduccién
desaparece a pHs muy alcalinos (11,03). Estos resultados indican
que el mecanismo redox de la especie de DA neutra es mas reversible
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que el de las especies cargadas, probablemente debido al entorno de
carga positiva (laponita), que rodea a la superficie electrénica, que
dificulta la difusién de la DA cargada a través de la arcilla, en su
camino hacia el electrodo.

Si tenemos en cuenta los pKas de la DA (9,0; 10,6 y 12,1) (10) al
pH de trabajo (pH 6,0), la molécula tiene carga positiva y, por tanto,
sera facilmente retenida por la laponita en las proximidades del elec-
trodo, aumentando considerablemente la concentracién de DA en la
interfase electrodo/disolucién lo que da lugar al aumento de corrien-
te observado. Se ve ademas que, al agitar la disolucioén, el transporte
de masa por conveccién de la DA hacia la superficie del electrodo
modificado esta favorecido ya que la corriente de oxidacién incre-
menta mientras que la sefial de reduccién de la especie oxidada de
la DA se mantiene practicamente constante.

El proceso electroquimico que sufre la DA se hace menos rever-
sible sobre la superficie del electrodo modificado con laponita con
respecto a la respuesta observada sobre el electrodo sin modificar.

En el electrodo de carboén vitreo modificado con laponita/GA se
observa un aumento de la sefial y una mayor separacién entre los
picos. Este comportamiento sugiere que las moléculas de GA se
quedan adsorbida a la laponita y su reactividad con las aminas hace
que algunas de las moléculas de DA que llegan a esa capa se unan
al GA adsorbido en la laponita. Por ello el nivel de DA en la interfa-
se electrodo disolucién se ve aumentado debido a la suma de dos
efectos, el intercambio catiénico con la laponita y la unién al GA,
siendo ésta la razén del aumento de las corrientes tanto anddica
como catidnica.

Los cuatro picos que aparecen en el voltamograma de una diso-
lucién de DA en presencia de tirosinasa a pH 6,0 se corresponden
con la oxidacién electroquimica de la DA (Pico A), la reduccién de
la dopaminoquinona (DAQ) (Pico B), la reduccién del dopaminocro-
mo (Pico C) y la oxidacién del leucodopaminocromo (Pico D).

Los picos de oxidacion y reduccién de la DA y sus metabolitos ya
han sido descritos en la literatura utilizando un electrodo de pasta de
carbén modificado enzimaticamente (11), un electrodo de carbén
vitreo empleando espectroelectroquimica FTIR in-situ (12), un elec-

385



SABINO MENOLASINA Y COLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.
trodo de oro modificado enzimaticamente, donde la enzima glucosa
oxidasa fue codepositada electroquimicamente dentro de un polime-

ro conductor (13) y un electrodo de carbén vitreo modificado con una
mezcla de un gel liquido y nanotubos de carbén (14), entre otros.

Oxidacion electroquimica y enzimatica de la DA

HO 0
« + 2H* 2e-
mH + mH:ﬁ
HO ° o

DA DAQ

Reacciones quimicas de la DA y DAQ

o HO
2y
NH..+
o : HO N
H

DAQ Leucodopaminocromo

HO 9] o) HO
Xy I e = L0 LT
HO Noo 3 0 ' ho NP
H H

Dopaminocromo

Reduccién electroquimica del dopaminocromo

0 HO
0 N N

|
B HO |-||

Dopaminocromo Leucodopaminocromo

Esquema 3. Procesos electroquimico y enzimatico de la dopamina en la
celda electroquimica.

Segin los resultados expuestos, se confirma que el uso de un
electrodo de carbon vitreo modificado fisicamente por adsorcién
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sobre su superficie con una matriz laponita/GA puede utilizarse como
sensor electroquimico para la deteccién indirecta de DA midiendo la
corriente catalitica originada por la reduccién del dopaminocromo
en la reacciéon enzimatica de DA con tirosinasa tal como se muestra
en el Esquema 3, ya que se ha comprobado la linealidad existente
entre la corriente de reduccién medida en estas condiciones y la
concentraciéon de DA presente en la muestra.
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