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Objetivos

Los objetivos principales que se han propuesto en esta Tesis quedan definidos en su
titulo: "Desarrollo de metodologias y herramientas quimiométricas para el tratamiento
de datos electroquimicos no lineales. Aplicacion a sistemas de interés biologico y

medioambiental".

Las dificultades en el andlisis de los datos electroquimicos obtenidos en estudios de
complejacion hace necesaria la utilizacion de herramientas quimiométricas de soft
modelling, debido a que la naturaleza de las técnicas, la cinética de las reacciones
electroquimicas y la ventana de tiempo de la medicion pueden afectar dramaticamente a
la linealidad de los datos evidenciando movimientos en el potencial de pico y cambios
en la forma y/o simetria de las sefiales unitarias. En estas condiciones, las metodologias

y programas quimiométricos existentes no son aplicables.

Por ello, el objetivo inicial se centrd en el desarrollo y programacion de herramientas
quimiométricas, en entorno Matlab, para el andlisis de datos voltamperométricos no
lineales. La nueva metodologia estd enfocada al andlisis de estos datos mediante la

modelizacion de las sefiales voltamperométricas.

Una vez validada la metodologia con sistemas bien conocidos, se abordo el siguiente
objetivo que fue la comprobacion de su capacidad de andlisis y su versatilidad para el
tratamiento de datos voltamperométricos (lineales y no lineales) de diferentes sistemas

metal/ligando tanto de interés biologico como medioambiental. Los resultados

xiii



Objetivos

obtenidos fueron corroborados y complementados mediante diversas técnicas

instrumentales.
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Estructura y contenidos

de la memoria

Teniendo en cuenta que el propdsito principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo y
aplicacion de una nueva metodologia quimiométrica para el tratamiento de datos
voltamperométricos no lineales, la introduccién de la Tesis (I. Introduccion) se ha
dividido en tres capitulos. En el Capitulo 1, se explican las principales caracteristicas
de las diversas metodologias quimiométricas utilizadas en el campo de la quimica
electroanalitica. En el Capitulo 2 se justifican y describen los diferentes sistemas
metal/ligando estudiados, todos ellos con un interés bioldgico o medioambiental.
Finalmente, en el Capitulo 3 se detallan los procesos electroquimicos y las
interacciones que tienen lugar en el electrodo de mercurio durante la medida

polarografica.

En la segunda parte de la memoria (II. Metodologias aplicadas) se explican de manera
exhaustiva las técnicas instrumentales y los tratamientos de datos que se han utilizado
pero no se han desarrollado especificamente para la presente Tesis. En la siguiente parte
(ITI. Seccion experimental), se repasan la instrumentacion, los reactivos, las
disoluciones y los procedimientos empleados en cada tipo de estudio para cada técnica

instrumental considerada.

Finalmente, la memoria muestra una ultima parte (IV. Resultados y discusion) donde
se exponen y discuten los trabajos publicados. Para una mejor exposiciéon de los

resultados esta parte se ha organizado en tres capitulos:

XV



Estructura y contenidos de la memoria

En el primero (Capitulo 8) se recogen los dos articulos que describen el fundamento de
la nueva metodologia quimiométrica Parametric Signal Fitting by Gaussian Peak
Adjustment (PSF-GPA) desarrollada para el tratamiento de datos no lineales. El trabajo
inicial explica el PSF-GPA, el cual se basa en el ajuste de dos funciones gaussianas, una
a cada lado de la sefial analitica en forma de pico, y su aplicacion a dos sistemas no
lineales. Los resultados se comparan con los obtenidos con la metodologia
quimiométrica que normalmente se utiliza para la resoluciéon de estos sistemas y que
requiere de datos totalmente o parcialmente lineales. En el segundo articulo se presenta
la mejora significativa del PSF-GPA que supone aplicar unas restricciones transversales
que aumentan la consistencia y resolucion de las sefiales de un conjunto de datos
voltamperométricos para un determinado sistema metal/ligando. Los resultados

obtenidos se validaron con datos bibliograficos.

En el siguiente capitulo (Capitulo 9), la metodologia PSF-GPA desarrollada se aplica a
tres sistemas complejantes diferentes, los cuales tienen un interés bioldgico o
medioambiental relevante. Estos estudios corresponden a tres trabajos en los que se
aplicé la nueva metodologia quimiométrica a datos voltamperométricos, y los resultados
fueron complementados y confirmados mediante estudios realizados con otras técnicas

analiticas instrumentales.

En ualtimo lugar, en el Capitulo 10, se exponen los resultados obtenidos durante mi
estancia de 4 meses en el grupo Biosensor and Bioelectronics de la Universidad de
Link6ping (Suecia) bajo la tutela de los Profesores A. Turner y F. Winquist, y que se
realizé con objeto de complementar mis investigaciones y, al mismo tiempo, optar a la
Mencion Internacional de Doctorado. El trabajo desarrollado durante este periodo
consistio en la aplicacién de un nuevo sensor voltamperométrico que incorpora un
sistema automatizado de pulido. El objetivo de la incorporacion de este sistema de
autolimpieza y el disefio del sensor es el de medir de manera continua diferentes
muestras, las cuales presentan un comportamiento complejo y donde el deterioro de los
electrodos suele provocar una deriva de la sefial analitica. El trabajo ha dado lugar a un

articulo que se ha enviado para su publicacion.

En la ultima parte de la memoria se presentan las conclusiones a las que se llega (V.
Conclusiones) considerando todos los resultados obtenidos en esta Tesis, para terminar

con las referencias bibliograficas consultadas (VI. Bibliografia).
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Los trabajos presentados en la memoria de la Tesis son:

» Capitulo 8

1- Parametric signal fitting by gaussian peak adjustment: A new multivariate curve

resolution method for non-bilinear voltammetric measurements.
Autores: S. Cavanillas, J. M Diaz-Cruz, C. Ariiio, M. Esteban.

Analytica Chimica Acta, 689 (2011) 198-205.

2- Parametric signal fitting by gaussian peak adjustment: implementation of 2D
transversal constraints and its application for the determination of pK, and

complexation constants by differential pulse voltammetry.
Autores: S. Cavanillas, N. Serrano, J.M Diaz-Cruz, C. Arifio, M. Esteban.

Analyst, 138 (2013) 2171-2180.

» Capitulo 9

3- Voltammetric analysis of phytochelatin complexation in ternary metal mixtures

supported by multivariate analysis and ESI-MS.
Autores: S. Cavanillas, R. Gusmao, C. Ariiio, J.M Diaz-Cruz, M. Esteban.

Electroanalysis, 24 (2012) 309-315.

4- Electroanalytical and isothermal calorimetric study of As(IIl) complexation by
the metal poisoning remediators, 2,3-dimercapto-1-propanesulfonate and meso-
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Autores: S. Cavanillas, E. Chekmeneva, C. Ariiio, J. M Diaz-Cruz, M. Esteban.

Analytica Chimica Acta, 746 (2012) 47-52.
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5- Application of different chemometric strategies to voltammetric and UV-vis
spectroscopic data to obtain a complexation model: study of the Cu(I) binding

with the phytohormone 6-benzylaminopurine.
Autores: S. Cavanillas, A. Alberich, N. Serrano, J. M Diaz-Cruz, C. Arifio, M. Esteban.

Analyst, 137 (2012) 5420-5427.

» Capitulo 10

6- A self-polishing platinum ring voltammetric sensor and its application to

complex and crude media.
Autores: S. Cavanillas, F. Winquist, M. Eriksson.

Enviado para su publicacion.
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Abstract

The main objective of this Thesis is the development of a new chemometric strategy for
the treatment of non-linear voltammetric data, especially these obtained in complexation
studies. Several chemometric methodologies of soft modelling, as multivariate curve
resolution by alternating least squares (MCR-ALS), are widely used for the analysis of
voltammetric measurements but their application requires linear data. This premise
cannot always be fulfilled when metal-ligand complexation systems are studied. Many
times, peak-shaped voltammetric signals progressively get broader or narrower (due to
changes in electrochemical reversibility) and move along the potential axis (e.g., due to

fast equilibria), causing a dramatic loss of linearity.
In order to achieve the overall objectives, the Thesis is divided in two parts:

In the first part, a new chemometric strategy based on the fitting of signals to parametric
functions (PSF) is proposed for the multivariate curve resolution (MCR) analysis of
non-linear voltammetric data. The method is based on the least squares fitting of
gaussian functions (Gaussian Peak Adjustment, GPA) at both sides of the peaks by
using adjustable parameters for the peak height, position and symmetry. Then,
transversal constraints are implemented to increase the consistency of the resolution
along the different signals of a voltammetric dataset. The constraints deal with the
evolution of peak potentials versus pH and with the implementation of chemical

equilibrium constants.
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Abstract

The second part consists on the application of the GPA method to complexation systems
of biological and environmental interest. The aim is testing the capacity and versatility
of the proposed data treatment for linear and non-linear voltammetric data. The obtained
results have been corroborated and complemented with measurements by different
analytical techniques. The obtained information is very useful for the interpretation of
the electrochemical behavior of these systems as well as for determining both the

stoichiometries and the stabilities of the complexes.

The last chapter of the Thesis presents the work carried out at the Linképing University
(Link6ping, Sweden) during a period of 4 months under the supervision of Professor
Anthony Turner and Professor Fredrik Winquist. The work done consists on the
development of a new self-polishing voltammetric sensor to eliminate sensor drift
produced by electrode fouling. The sensor was applied to three different complex

systems.

As a result of the research carried out in this Thesis, five articles have been published in
peer-reviewed journals of significant impact factor and another manuscript has been

submitted. These publications are the basis of the work exposed here.

The Thesis is presented as the continuation of the research work of the Electroanalysis
group dedicated to the development, adaptation and application of soft modelling
chemometric methodologies to voltammetric data. The presented methodology, which is
based on parametric signal fitting by gaussian peak adjustment (PSF-GPA), appears to
be a promising strategy for the multivariate curve resolution of non-linear data. This
methodology has been successfully applied to complexation systems with biological
and environmental interest. Also, the consistency of the PSF-GPA has been improved

with the implementation of transversal constraints.

XX
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Parte 1.

Introduccion






Capitulo 1

Meétodos quimiométricos

En este capitulo se presenta una vision general del uso de diferentes metodologias
quimiométricas en el tratamiento de datos electroquimicos, especialmente de sistemas
complejantes metal-ligando, haciendo un mayor hincapié en el método de resolucion
multivariante de curvas mediante minimos cuadrados alternados (MCR-ALS). Se
explica de manera pormenorizada el funcionamiento iterativo de MCR-ALS vy las
restricciones aplicables a los datos voltamperométricos para la obtencion de un
resultado 16gico desde el punto de vista quimico. Igualmente se considera la aplicacion
de los diferentes tipos de modelado. A pesar de la potencia y versatilidad de la
aplicacion de MCR-ALS a datos electroquimicos, la naturaleza de estos a veces
dificulta su interpretacion, por ello se explican ciertas ambigiiedades que aparecen en el
tratamiento mediante MCR. Por otro lado, la pérdida de linealidad de los datos
imposibilita muchas veces su aplicacion. Por esta razon, se han desarrollado
herramientas, como shififit y pHfit, para solventar la pérdida de la linealidad de los

datos causada por el desplazamiento de las sefiales.
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1.1. Quimiometria en electroanalisis

La ICS (International Chemometrics Society) defini6é en 1975 la quimiometria como “la
disciplina quimica que utiliza métodos matemadticos y estadisticos para disefiar o
seleccionar procedimientos de medida y experimentos Optimos, y para proporcionar la

maxima informacién quimica mediante el analisis de datos quimicos”.

Durante las pasadas dos décadas se han publicado una gran cantidad de articulos y
revisiones sobre la aplicacion de la quimiometria al tratamiento de datos
electroquimicos, destacando su aplicacion a datos obtenidos con sensores
electroquimicos, microsensores (sensor array) y lenguas y narices electronicas [1-8].
Los avances en el tratamiento de datos se centraron en el desarrollo y aplicacion de
metodologias quimiométricas con el objetivo de solventar problemas electroquimicos.
Estos progresos incrementaron el potencial de la quimiometria en la resolucion y el
analisis de estos datos electroanaliticos. Aun asi, el uso de la quimiometria es inferior en
este campo en comparacidn al de la espectroscopia o el andlisis de imagenes. El uso de
la instrumentacion electroquimica moderna, la cual proporciona datos muy fiables y
reproducibles, ha originado un aumento del interés y un auge en la aplicacion de
métodos quimiométricos al tratamiento de datos electroquimicos y, en particular
voltamperométricos. Este hecho viene estimulado por el enorme avance de las
capacidades, utilidades y aplicaciones del binomio quimiometria — técnicas

electroanaliticas.

Las diferentes metodologias quimiométricas se pueden aplicar a los datos con diferentes

finalidades tales como:

1)  Disefio experimental, optimizacion de los parametros experimentales e
instrumentales, preparacion y transformacion de los datos para posteriores

tratamientos de los mismos.
i1)  Exploracion de datos y clasificacion de muestras.
iii)  Determinacion de concentraciones y calibrados.

iv)  Identificacion de modelos.
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1.1.1. Disefio experimental y pretratamiento de datos electroquimicos

La quimiometria se ha aplicado al disefio experimental con el fin de encontrar la forma
mas eficiente de obtener un producto, un proceso o una informacion mediante el analisis
del conjunto de las condiciones requeridas y necesarias para su obtencion. Para ello, las
variables que les afectan se cambian de manera controlada para el estudio de sus efectos
durante el procedimiento y asi poder determinar el efecto de la relacion entre los
factores y las respuestas realizando el minimo nimero de experimentos. Asimismo, la
aplicacion de la quimiometria ha ayudado, mediante la optimizacidn de las condiciones
experimentales y los parametros instrumentales, a alcanzar unos resultados mas
satisfactorios durante las determinaciones electroquimicas, especialmente las llevadas a

cabo por voltamperometria [9,10].

La aparicion de ruido en las medidas electroquimicas es algo normal. Las fuentes del
ruido son los artefactos instrumentales y las corrientes parasitas. En las medidas
electroquimicas normalmente se estudian las corrientes de naturaleza faraddica, y
consecuentemente, se pueden considerar dentro del ruido las corrientes capacitivas. Con
la intencidn de reducir al minimo la contribucion capacitiva, se desarrollaron diferentes
técnicas electroanaliticas (segun se explica mas extensamente en el apartado 4.1 de
técnicas voltamperométricas). Para evitar este ruido, los datos experimentales
normalmente necesitan un tratamiento previo a la aplicacion de cualquier metodologia
quimiométrica. Por ello se han desarrollado métodos que proporcionan mejoras
importantes en la deteccion de valores atipicos (outliers) y eliminacion de ruido, ya sea

sustrayendo la linea de base, suavizando, transformando o comprimiendo los datos.

Existe una gran cantidad de bibliografia que hace referencia a diferentes tratamientos de
procesamiento de sefiales electroquimicas con el fin de suavizar o eliminar el ruido de
los datos y de esta manera facilitar la estimacion de parametros, como el potencial de
pico o la intensidad. También se han desarrollado metodologias de tratamientos de datos
como la deconvolucién o resolucidon de sefiales. Para estos tipos de procesamiento los
métodos mads utilizados son el de Savitzky-Golay [11], el filtro de Kalman (KF) [12] y
la transformada rapida de Fourier (FFT) [13]. Con la intencion de hacer una correccion
de la linea base se pueden utilizar programas comerciales o homemade como, por
ejemplo el baseline (desarrollado en entorno Matlab por el grupo Electroanalisis de la

UB), el cual se basa en la creacion de una nueva linea base a partir del ajuste de un
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polinomio a los puntos marcados manualmente sobre la matriz experimental, pudiendo
hacer la correccion de toda la matriz de datos o voltamperograma a voltamperograma
siempre con cuidado de no introducir artefactos en la matriz resultante que dificultarian

el posterior analisis de los datos.

1.1.2. Exploracion de datos y clasificacion de muestras

El analisis multivariante puede ser aplicado a matrices de grandes dimensiones de datos
experimentales con multitud de variables y medidas con la finalidad de visualizar
directamente la propia variacion de los datos, o como paso previo de preprocesamiento
para discriminar la informacion antes de la construccion de modelos de calibracion o de
clasificacion. Un ejemplo seria la reduccion de datos, ya que muchas veces existe una
cierta correlacién entre variables de manera que parte de la informacion resulta

redundante [14].

El andlisis por componentes principales (PCA) permite la reduccion del espacio original
manteniendo la informacion relevante de los datos. Los datos son descritos en unos
nuevos ejes de coordenadas llamados componentes principales (PC), los cuales son
combinaciones lineales de las variables originales. Estas nuevas variables matematicas
son ortogonales, es decir, no repiten informacion entre ellas. PCA permite la
descripcion de los datos originales con un nimero muy pequefio de componentes
principales y, de esta manera, es posible visualizar matrices de datos de grandes
dimensiones en el sistema espacial de componentes principales. Esta representacion es
mucho mas eficiente gracias a que los nuevos ejes describen la direccidon de la maxima
varianza explicada de los datos en orden decreciente. El modelo de PCA se describe con

la siguiente ecuacion:

X(m,ﬂ) = T(m.nC)PT(nc,n) (EC 11)

Donde X es la matriz experimental, T es la matriz de scores la cual describe las
muestras en el espacio de los componentes principales, P es la matriz de loadings la
cual describe las variables en los ejes de componentes principales, m es el nimero de
muestras, n es el nimero de variables y nc el nimero de componentes principales

seleccionados.
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La aplicacion del PCA a los datos obtenidos con multisensores, como las lenguas y
narices electronicas, ha resultado ser extremadamente util para un sinfin de
aplicaciones, desde el seguimiento y deteccion de una gran variedad de analitos en todo
tipo de matrices, hasta la deteccidon de algunos microorganismos, o la clasificacion e
identificacion de muestras de bebidas (té, vino, leche, refrescos,...), medicamentos,

calidad del agua, etcétera [15-18].

1.1.3. Calibracion multivariante

El uso de modelos de calibrado permite la determinacion indirecta de una variable, por
ejemplo la concentracion, en muestras desconocidas a partir de las medidas
experimentales. En los métodos de calibracién lineal multivariante (MLR) se utiliza
toda la medida experimental (vector), espectros en el caso de las medidas
espectrofotométricas o voltamperogramas en el caso de medidas electroanaliticas. En
este caso, la matriz de datos (X) tiene unas dimensiones de numero de
voltamperogramas obtenidos por niimero de potenciales utilizados en la medida de la
intensidad. El hecho de utilizar toda la informacion del voltamperograma en lugar de
solo algun parametro caracteristico (por ejemplo, la intensidad méaxima), por lo general
se traduce en la obtencion de mejores modelos de prediccion. La ventaja del uso de
MLR es la capacidad de determinar analitos en presencia de interferentes lo que hace
que no sea necesario la utilizacidn de sensores selectivos. Dependiendo de los
algoritmos matematicos utilizados para la descomposicion de la matriz experimental
existen diferentes métodos de calibracion multivariante: minimos cuadrados inversos
(ILS), minimos cuadrados clasicos (CLS), regresion por componentes principales
(PCR), minimos cuadrados parciales (PLS) y redes neuronales artificiales (ANN).
Actualmente los métodos de calibracion multivariante mas utilizados en la quimica

electroanalitica son el PLS y las ANN.

Minimos Cuadrados Parciales (PLS)
PLS es un modelo que ofrece una gran versatilidad, ya que permite la calibracion en
muestras complejas, en donde las medidas pueden tener una contribucién importante de

interferentes y/o se han utilizado sensores poco selectivos. El método relaciona las
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matrices X (matriz de datos experimental) e Y (matriz de variables a predecir) y para

ello PLS descompone ambas matrices en sus factores:
X =TPT (Ec. 1.2)
Y =U0Q" (Ec. 1.3)

Donde, X se descompone en T (matriz de scores de las respuestas experimentales) y P
(matriz de loadings de las respuestas experimentales). La matriz Y se descompone en U
(matriz de scores de Y) y Q (matriz de loadings de Y). Y a partir de estos se construye

el modelo de regresion para calcular los coeficientes de regresion:
U=TB (Ec. 1.4)

Los componentes de PLS (matriz B) se calculan en la direccién de la maxima
covariancia explicada entre X e Y. Estos componentes que definen los nuevos ejes

reciben el nombre de variables latentes.

En la bibliografia hay un gran numero de ejemplos del uso de PLS en datos
electroanaliticos. La aplicacion de PLS ha permitido la resolucién de datos
voltamperométricos donde se produce la superposicion de picos, e incluso cuando la
corriente de fondo interfiere. Ha sido aplicado a la determinacion de compuestos de

interés quimico, bioquimico, farmacéutico, clinico y medioambiental [19-23].

Artificial Neuronal Networks (ANN)

La aplicacion de redes neuronales artificiales ha suscitado un gran interés en la quimica
analitica ya que es un método de gran utilidad para la calibracién tanto de sistemas
lineales como no lineales [6]. Las ANN estan inspiradas en las redes neuronales
biolégicas del cerebro humano. Estas aprenden de la experiencia y abstraen las
caracteristicas principales de una serie de datos. Una red neuronal se compone de
unidades llamadas neuronas. Cada neurona recibe una serie de entradas a través de
interconexiones y emite una salida. Pero las neuronas ademés de los pesos y las
conexiones tienen asociada una funcion matematica denominada funcion de
transferencia. Dicha funcidn genera la sefial de salida de la neurona a partir de las

sefiales de entrada [24].
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Las ANN son herramientas de aprendizaje automatico, capaces de aprender cualquier
funcién continua y adecuada para el modelado del sistema. Una caracteristica de las
ANN es que pueden producir un gran nimero de modelos diferentes del mismo sistema,
esto significa que son dificiles de optimizar, y por ello requieren un gran nimero de
experimentos hasta conseguir un buen modelo de calibracién, aunque la
implementacion de algoritmos genéticos ha incrementado la eficiencia en la
optimizacion [25]. A pesar de la dificultad de la fase de aprendizaje, las ANN se estan
utilizando cada vez mas para multitud de estudios, incluso en sistemas de equilibrio

metal-ligando [26,27].

1.1.4. Identificacion de modelos quimicos

La quimiometria se puede aplicar también a la resolucién de sistemas dindmicos
multiples, como los equilibrios de complejacion metal-ligando. La determinacién de un
modelo de complejacidn en sistemas multicomponente se puede llevar a cabo mediante
métodos quimiométricos de resolucion multivariante de curvas (MCR). Estos métodos
se basan en aislar, resolver y cuantificar las fuentes de variacién de un conjunto de datos
experimentales como un modelo aditivo de contribuciones de los componentes puros
del sistema quimico [28,29]. Una de las virtudes del MCR es que no se requiere apenas
informacion previa sobre el numero o la naturaleza de los componentes del sistema,
aunque si se dispone de informacion, estd puede ser utilizada para mejorar el andlisis y
comprension de los datos. El tinico prerrequisito necesario para su aplicacion es que la
contribucion de cada componente del sistema a la magnitud total medida ha de ser lineal

[30].

El principio basico del MCR es la descomposicidn matemadtica de la matriz de datos
experimental, que a partir de ahora llamaremos I, en un producto de dos matrices
ortogonales: la matriz de concentraciones C y la matriz de espectros puros V' para un
numero preseleccionado de componentes (Ec. 1.5). C y V' contienen los perfiles
respuesta de cada componente asociados, respectivamente, a la variacion de las filas y

de las columnas de la matriz inicial de datos 1.

l(m:n) = C(m,nC)VT(nc,n) + X (Ec. 1.5)

10
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Donde X es la matriz residual que expresa la variacion no explicada por el modelo, m es
el nimero de medidas (voltamperogramas, espectros), 7 es el nimero de puntos de cada
medida (potenciales, longitudes de onda) y nc el nuimero de componentes utilizados. La
diferencia entre la matriz experimental I y la matriz reproducida Ir, como el producto

CV", puede cuantificarse mediante la falta de ajuste o lack of fit que se define como:

2
¥y (1 —Ir)
%ij Iy 2

lof (%) = x 100 (Ec. 1.6)
Donde I y Irj son los elementos de la matriz experimental y reproducida,

respectivamente.

En este punto, es crucial diferenciar el concepto componente cuando se aplica MCR a
datos electroquimicos y a datos espectroscopicos. Para estos ultimos datos, el concepto
de componente estd asociado a cada una de las especies quimicas puras presentes en
disolucion, mientras que para los datos electroquimicos esta asociado a un proceso
electroquimico determinado, normalmente una reaccion redox. No obstante, es posible
que algunos fendmenos, tales como la adsorcion de una especie en el electrodo o las
corrientes capacitivas debido a la carga de la doble capa que se forma en la superficie
del electrodo, o la propia linea base se puedan considerar como componentes [4,31,32].
Ademads, una unica especie quimica puede proporcionar mas de una respuesta
instrumental, ya que, por ejemplo, si se forma un complejo mixto entre un péptido y dos
metales diferentes, desde el punto de vista espectroscdpico solo existe un componente,
mientras que desde el electroquimico esta unica especie quimica puede proporcionar, al
menos, dos componentes, correspondientes a la reduccion de cada uno de los dos iones

metalicos en el electrodo.

La resoluciéon de curvas multivariante optimizada mediante minimos cuadrados
alternados (MCR-ALS) es la metodologia mas utilizada en la identificaciéon de modelos
quimicos en datos electroquimicos lineales. Debido a la gran importancia del MCR-
ALS en el estudio de modelos quimicos, especialmente relacionados con sistemas
metal-ligando, en los cuales se centran los estudios en esta Tesis, en los siguientes
apartados se explica de manera pormenorizada el funcionamiento del MCR-ALS, sus

aplicaciones a sistemas complejantes, tipos de modelados y variantes.

11
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1.2. Resolucion multivariante de curvas mediante minimos cuadrados

alternados (MCR-ALYS)

El método de anélisis multivariante MCR-ALS fue desarrollado en 1993 por R. Tauler
et al. [33] para el tratamiento quimiométrico de datos espectroscdpicos y ha demostrado
ser también una potente herramienta para el estudio de equilibrios de complejacion de
metales. El proceso de optimizacion de las matrices C y V' (ecuacién 1.5) se lleva a
cabo de manera iterativa mediante minimos cuadrados alternados (Alterning Least
Squares, ALS) a partir de una estimacién inicial de C o V'. Ambas matrices entran en
un ciclo iterativo sin que ninguna tenga prioridad sobre la otra, finalizando el proceso al
cumplirse un criterio de convergencia definido como el valor limite de la matriz X (/of)

0 como un numero maximo de iteraciones [30].

Cuando MCR-ALS se aplicé a datos electroanaliticos se incorporaron algunas
modificaciones con el objetivo de adaptarlo a las caracteristicas de los datos
voltamperométricos [32]. La Figura 1 muestra un diagrama de flujo esquematico de la
aplicacion del MCR-ALS a los datos voltamperométricos. Las restricciones que se
aplican durante el proceso iterativo son cualquier propiedad matematica o quimica que
todo el sistema o algunos de sus componentes han de cumplir sine qua non [34]. Las
restricciones sirven para minimizar la ambigiiedad de los resultados obtenidos, al forzar

. ., . T J L
la optimizacién de las matrices C y V' segun las condiciones deseadas.

Las restricciones son claves en el proceso iterativo para alcanzar resultados
quimicamente significativos, no solo soluciones matematicamente satisfactorias, y por
tanto su aplicacién debe ser coherente y con convencimiento de su validez ya que
determinard el resultado. Si las restricciones se aplican correctamente no causan ningun

efecto sobre la fase final del proceso de optimizacion.

12
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Figura 1. Diagrama de flujo de la aplicacion del método MCR-ALS a datos voltamperométricos

de complejacion.

Las restricciones mas frecuentes son:

No negatividad: se aplica para obligar a que cualquier valor de un perfil
respuesta sea positivo durante el proceso iterativo. Se aplica a todos los perfiles
de experimentales como los

concentracion y a muchas respuestas

voltamperogramas.

Unimodalidad: esta restriccion impone la existencia de un Gnico maximo para
cada perfil de respuesta. Se aplica a los voltamperogramas para asegurarse de
que no contengan hombros o dobles picos de altura superior a un determinado

grado de libertad, normalmente un 5% del valor méaximo.
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e Crecimiento/decrecimiento monotonico: esta restriccion se aplica a aquellos
componentes cuyos perfiles de concentraciéon sean crecientes o decrecientes
desde su origen hasta el final de la valoracion. Para asegurar la tendencia, se
calcula para cada punto la primera derivada mediante el método de Savitzky-
Golay y se restringe su signo. En caso de que un punto tenga la derivada de

signo contrario al anterior, se igualan sus valores.

e Restriccion de forma: se aplica a la matriz de voltamperogramas unitarios para
que estos se ajusten a una ecuacion paramétrica determinada que se optimiza en
cada nueva iteracion. Estas funciones de pico describen, como es natural, la
forma tipica de los voltamperogramas diferenciales sin basarse en pardmetros

electroquimicos, sino puramente numéricos [35].

e FEquilibrio quimico: esta restriccion se basa en el ajuste de una serie de
constantes de complejacidon a los perfiles de concentracion que son obtenidos
sucesivamente mediante ALS. La aplicacion de esta restriccion si requiere la
presuncion de un posible modelo de complejacidon como, por ejemplo, el numero
y la estequiometria de los complejos que se forman, asi como la estimacion

inicial del valor de sus constantes de complejacion [36].

o Sistema cerrado: es la aplicaciéon de un balance de materia, por lo que se
necesita que todas las especies existentes sean detectables mediante la técnica de
estudio. En voltamperometria, esto significa que todas las especies que
contienen un determinado analito (M y/o L) son electroactivas, y que la suma de

sus concentraciones en cada paso de la valoracion es constante.

o Selectividad: A diferencia de las restricciones explicadas hasta ahora, la
selectividad esta relacionada con la estructura interna de los datos y no con la
naturaleza quimica del sistema. Esta restriccion hace referencia a aquellas zonas
de las matrices C o V' donde s6lo un componente esta presente como, por

ejemplo, el principio de una valoracion.

Estas restricciones otorgan un significado quimico a las dos matrices resultantes,
convirtiendo al MCR-ALS en una herramienta muy poderosa para el estudio de los
equilibrios de complejaciéon. Por lo que respecta a su aplicaciéon a valoraciones

complexométricas estudiadas mediante una técnica voltamperométrica, la matriz C

14
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resultante contiene los perfiles de concentracion, mientras que la matriz V" contiene los
voltamperogramas unitarios para cada componente del sistema. De la matriz C es
posible deducir informacion sobre la evoluciéon de los diferentes procesos
electroquimicos y, por tanto, de las diferentes especies existentes durante el
experimento. De la matriz V" se puede obtener informacion acerca de las caracteristicas

de los procesos implicados a partir de su posicion en el eje de potenciales.

Por ultimo, una vez efectuada la factorizacion se analizan conjuntamente ambas
matrices resultantes, se puede proponer un esquema electroquimico y deducir un
modelo de complejacion que contenga la maxima informacioén sobre las diferentes
especies quimicas, asi como la estabilidad relativa de los enlaces de los iones metéalicos
con el ligando, y algunas indicaciones sobre la reversibilidad de los diferentes procesos
electroquimicos. La aplicaciéon del MCR-ALS ha permitido la resoluciéon de una gran

cantidad y variedad de sistemas metal-ligando [32,35-39].

En muchas valoraciones y determinaciones voltamperométricas existe un alto grado de
solapamiento de sefiales comprometiendo la aplicacion de MCR-ALS. Con el fin de
resolver estos sistemas e incrementar el poder de resolucion de esta metodologia se
pueden combinar varias matrices obtenidas para un mismo sistema mediante diferentes
técnicas voltamperométricas [40,41] o incluso por diversas técnicas analiticas [42] para
su andlisis simultdneo. Las matrices se pueden combinar en la direccion de las filas, de

las columnas o de ambas a la vez.

1.2.1. Hard y Soft modelling

La aproximacion clasica y mas habitual de extraer informacion de datos electroquimicos
es a partir del ajuste de un modelo electroquimico preestablecido a unos datos
experimentales. Esta metodologia, conocida con el nombre de hard modelling
(modelado duro o rigido), puede ser aplicada a sistemas sencillos, donde las sefiales

estén bien separadas y se conoce de manera rigurosa el comportamiento electroquimico.

En esta metodologia (hard modelling) se postula un modelo tedrico considerando tanto
los procesos de complejacion en el seno de la disolucion como los procesos que ocurren
en la capa de difusidn y en la superficie del electrodo, asi como el cumplimiento de una

serie de hipotesis, entre ellas: reaccidon electrodica reversible, transporte de materia
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controlado por difusion, formacion de complejos electroquimicamente labiles, exceso
de ligando respecto del ion metdlico, cambios en la intensidad y/o potencial
suficientemente grandes y medibles con precision, ausencia de fenomenos de adsorcion

o0 adsorcion inducida sobre la superficie del electrodo.
Esta metodologia engloba tres etapas:

1)  El conocimiento y la formulacion de un modelo fisico-quimico que englobe los
procesos electroquimicos, los fendémenos de transporte y la naturaleza de las

medidas realizadas.

i1)  La resolucidn analitica o numérica de la formulacion matematica propuesta por

el modelo.

iil) La interpretacion fisico-quimica de los datos obtenidos de manera que
establezcan una correcta perspectiva de los procesos que tienen lugar y

determinen parametros analiticos.

Para sistemas de complejacion de iones metalicos destacan el método de DeFord y
Hume [43], aplicable a la complejacion de un metal y un ligando sencillo que da lugar a
complejos labiles sucesivos, y el de De Jong et al. [44-46], aplicable a la complejacion
de un metal y un ligando macromolecular que forman complejos 1:1 entre el metal y

cada una de las posiciones complejantes.

No obstante, en muchos casos la presencia de fenomenos de adsorcion electrodica, la
formacion de complejos con cinéticas de asociacidn/disociacion lentas desde el punto de
vista electroquimico y/o voltamperogramas con solapamiento de diversas sefales
impide la aplicacion del hard modelling. En estos casos, se utilizan metodologias
quimiométricas que permitan la extraccion de informacion a partir de los datos
numéricos y del analisis estadistico de los datos experimentales sin la asuncién de un
modelo de complejacidon, lo que constituye una aproximacién a la resolucion de
problemas electroquimicos, llamado soft modelling (modelado blando). En general este
tipo de modelado de datos esta basado en el uso de varios métodos computacionales y
estadisticos con la finalidad de aislar las fuentes de variacion de los datos
experimentales. Es esencial no restringir las teorias, modelos o perspectivas del sistema
antes de su aplicacion, aunque también es muy importante analizar los resultados desde

el conocimiento previo del sistema y de las especies quimicas que intervienen.
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El soft modelling ha demostrado ser muy util para estudios de complejacion de
moléculas naturales cuyo comportamiento es complicado debido a la naturaleza de los
procesos electrodicos presentes. En los estudios de complejacion este modelado permite
la determinacion de perfiles de concentracion y de las sefiales puras para cada proceso
electroquimico mediante el andlisis de la variacidn de las sefales a diferentes relaciones

metal-ligando.

1.3. Limitaciones de MCR en el tratamiento de datos electroquimicos

1.3.1. Ambigiiedades en el tratamiento de datos electroanaliticos

Las soluciones obtenidas tras el andalisis por MCR vienen asociadas a la resolucion de
diversas fuentes de incertidumbre como son el error experimental, el ruido instrumental,
y ciertas ambigiiedades. La aplicacion de los métodos de MCR tiene inconvenientes que
pueden resumirse como la dificultad intrinseca de encontrar una solucidn Unica para

explicar los datos experimentales medidos y que esta solucidn sea la correcta [47].
Se diferencian tres tipos de ambigiiedades en los métodos de MCR [48]:

o Ambigiiedades de permutacion: hacen referencia al orden intercambiable de los
componentes en las filas y las columnas de las matrices resueltas por el modelo

bilineal. Este tipo de ambigiiedades son facilmente controlables.

o Ambigiiedades de intensidad: hacen alusidn a la indeterminacion de la escala de
la matriz descrita por el modelo bilineal. Estas ambigiiedades pueden ser
eliminadas con informacion previamente conocida mediante una calibracién
externa o la fijacion de forma arbitraria del tamaifio o la escala de una de las dos
matrices (por ejemplo, la fijacion del area o la altura del perfil de respuesta de

cada componente).

e Ambigiiedades de rotacion: es la fuente principal de ambigiiedad y el problema
mas importante en la resolucién de sistemas mediante métodos de MCR. La
ambigiiedad de tipo rotacional es la razon principal de que no existan soluciones
unicas y ocurre cuando no existe selectividad para alguno de los componentes.

El cumplimiento de restricciones e informacion externa sobre el sistema ayuda a
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solventar estas ambigiiedades, y en consecuencia, a reducir el nimero de

soluciones posibles.

La presencia de ambigiiedades rotacionales en sistemas poco selectivos y las soluciones
no Unicas en resultados MCR reduce su fiabilidad y dificulta la evaluacioén de los datos
siempre y cuando estos problemas no se tengan en cuenta. A pesar de que la existencia
de diferentes resultados para un mismo problema es algo intrinseco en los métodos de
MCR, este inconveniente puede ser mitigado, o solucionado en algunos casos, por
medio de un uso inteligente de la estructura de los datos y de la aplicacion de las

restricciones apropiadas.

1.3.2. Metodologias MCR para el tratamiento de datos no lineales

Como ya hemos explicado con anterioridad, la aplicacién de la metodologia MCR-ALS
viene condicionada a la linealidad de los datos. Sin embargo, la complejidad de la
naturaleza de los datos voltamperométricos, la cinética de las reacciones
electroquimicas y la ventana de tiempo de la medida son algunos de los factores que
pueden afectar dramaticamente dicha linealidad. La cinética de las reacciones
electroquimicas puede modificarse por el pH y la fuerza i6nica. Finalmente, hay que
seflalar también que cambios durante los procesos de reduccion de las especies no sélo
pueden acarrear un cambio en el potencial sino un ensanchamiento de las sefiales y, en
consecuencia, una pérdida de linealidad, la cual se traduce en un aumento del /of'y del

nimero de componentes necesarios para explicar el comportamiento del sistema.

Shiftfit

Estos comportamientos no lineales dificultan o imposibilitan la aplicaciéon del MCR-
ALS vy la correcta resolucion de los datos. Un ejemplo de esta pérdida de linealidad
causada por el desplazamiento de las sefiales en el eje de potenciales se observd durante
el estudio de los complejos de Pb(II) con fitoquelatinas. Para solventar el problema se
desarrolld un programa, que se llamo shififit [49,50], que permite corregir los
desplazamientos de potencial y de esta manera obtener una matriz de datos lineales para

la posterior aplicacion de la metodologia MCR-ALS.
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Figura 2. Diagrama de flujo de la correccion de potencial mediante el programa shififit que
utiliza las funciones shififit y shiftcalc [49].

Para llevar a cabo la correccidon del desplazamiento, tras hacer una estimacién visual de
los voltamperogramas puros Vj, se seleccionan los componentes que muestran
desplazamiento (se definen con 1 si se mueven o con 0 si se mantienen fijos en el eje de
potencial) y se ejecuta el programa. A continuacion, a partir de la matriz experimental
Iexp comienza una etapa en la que, voltamperograma a voltamperograma, mediante una
subrutina del shififit, llamada shiftcalc, se determinan los desplazamientos de potencial
de cada sefal a partir de la posicion de su maximo en relacion a la estimacion inicial Vy
de referencia. En este momento se crea una matriz Vi que contiene los
voltamperogramas unitarios puros de V, pero desplazados por interpolacion segiin una
matriz AE,;. En este punto se optimizan mediante la funcidén shififit por minimos
cuadrados no lineales las matrices Vg y AE hasta un criterio de convergencia el cual
se define para el valor minimo de la diferencia entre la matriz experimental e, y la

matriz reproducida I,ep 0 para un nimero maximo de iteraciones. Una vez finalizada la
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. .7 . +
etapa de iteracidn se calcula para cada voltamperograma una matriz CiZIexp,i[(Vshift,i)T]
como estimacion de los perfiles de concentraciéon para los componentes una vez

desplazados, la matriz reproducida I.p y la falta de ajuste (Figura 2).

Tras la aplicacion del shiftfit a una matriz experimental se obtiene, por una parte, una
matriz de sefiales corregidas I, con una linealidad incrementada de los datos
experimentales que la componen y que puede ser analizada posteriormente por MCR-
ALS vy, por otra, una matriz AE que incluye, para cada adicion y componente, los
valores optimizados del desplazamiento de potencial, de forma que se puedan utilizar
para ajustarlos a algin modelo electroquimico siguiendo la metodologia de hard
modelling. El método fue aplicado con éxito a varios sistemas como son el Cd(II)—

glutation, el Zn(Il)—glicina y el Pb(II)-fitoquelatina (PCs) [49,50].

pHfit

Posteriormente al shififit se desarrollé el programa pHfit [51]. Este programa se planted
como un nuevo enfoque del tratamiento mediante resolucion de curvas multivariante
(MCR) de datos voltamperométricos no lineales, correspondientes a valoraciones de
mezclas metal-ligando en funcion del pH cuyas sefiales se desplazan progresivamente
en el eje de potencial debido a la evolucidn de los complejos con el pH. Estas sefiales de
reduccion reversibles se mueven a causa de la participacién de H' en las reacciones

electroquimicas produciendo una pérdida de la linealidad.

pHfit se fundamenta en el uso de voltamperogramas puros de cualquier forma, los
cuales se mantienen constantes a lo largo del analisis a excepcion de la altura y
posicion, que son optimizados mediante minimos cuadrados, pero no fila por fila. En
este caso, los potenciales de pico se ajustan frente al pH mediante los parametros de una
funcion lineal o sigmoidea (ecuaciones 1.7 y 1.8, respectivamente). Todo ello se hace
mediante la descomposicion de la matriz de datos Iexp €n una matriz de perfiles de
concentracion C y una matriz de sefiales unitarias Vj, de manera similar al algoritmo

minimos cuadrados alternados MCR-ALS.
Ep = k —0.058=pH (Ec. 1.7)

a
14+eb(PH —c)

AE = +d (Ec. 1.8)
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Donde para la Ec. 1.7, E;, es el potencial de pico, siendo k una constante relacionada
con el potencial de reduccion formal del ion metdlico, m y n es el nimero de protones y
electrones que intervienen en la reaccion electroquimica, respectivamente. Y para la Ec.
1.8, a, b, ¢, d son los parametros que definen la forma de la funcion gaussiana y AE la
diferencia de potenciales. En la correccion de los desplazamientos de potencial se
pueden diferenciar, y por tanto, ajustar diferentes comportamientos de las sefales

(inmdviles o que evolucionan linealmente o sigmoidalmente).

El diagrama del funcionamiento del programa pHfit junto a todas las iteraciones,
parametros y matrices involucradas en el proceso se puede ver en la Figura 3. Los
parametros optimizados a partir de la evolucidn de las sefiales respecto a los cambios de
pH, proporcionan informacidn valiosa sobre los procesos de formacioén de complejos y

su reduccion.

En ambos ajustes se obtiene una pendiente que permite calcular, a partir de la ecuacion
(1.7) la relacion entre electrones y protones intercambiados. En el ajuste sigmoideo se
obtiene un parametro adicional, que es el punto de inflexion ¢, el cual se puede utilizar
para relacionarlo con los valores de pK, de los grupos funcionales implicados en la
unién del ligando con el metal. Esta metodologia fue aplicada con éxito a diferentes
sistemas metal-ligando como el del Cd(II) con acido nitrilotriacético y el del Cd(II) con

glutation, algun fragmento de éste y algunas fitoquelatinas [51].

Para concluir el Capitulo 1, hay que sefialar que existen casos donde la pérdida de
linealidad es suficientemente pronunciada como para no poder aplicar directamente
MCR-ALS. En estos casos, programas y metodologias como shiftfit y pHfit pueden
linealizar o tratar directamente los datos voltamperométricos no lineales, pero sélo si las
sefiales al desplazarse mantienen su forma a lo largo de todo el experimento. Cambios
en la forma o simetria de las sefiales unitarias (tipicamente causados por una
disminucién progresiva de la reversibilidad electroquimica) provocan un aumento
dramaético de la no linealidad, que no puede ser tratada ni por shififit, ni pHfit. En este
punto es donde se centra una parte de los objetivos de esta Tesis, en donde se propone
una nueva metodologia de MCR basada en el ajuste paramétrico de funciones
gaussianas a las sefiales voltamperométricas para asi poder tratar quimiométricamente
datos voltamperométricos no lineales, independientemente de la naturaleza de la no

linealidad.
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Capitulo 2

Sistemas estudiados

En este capitulo se explican algunas generalidades de los metales pesados utilizados en
esta Tesis, asi como sus implicaciones en los diferentes sistemas de interés bioldgico y
medioambiental analizados. Tras una breve introduccion sobre metales pesados, se
explican las principales caracteristicas y efectos del arsénico, cadmio, cobre y plomo
que son los metales y metaloides estudiados en esta Tesis, se definen las teorias y
modelos que rigen la interaccion, estabilidad y selectividad de sus complejos.
Finalmente, se consideran los tres sistemas estudiados (fitoquelatinas-metales pesados,
agentes quelantes-arsénico y bencilaminopurina-cobre) y se incide en la importancia del
binomio metal-sistema para una mayor comprension a nivel bioldgico de la formacion

de los complejos y sus funciones.
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2.1. Metales pesados

El término "metales pesados" se ha utilizado cada vez mas en publicaciones cientificas
y en la legislacion relacionada con los peligros quimicos y el uso seguro de productos
quimicos. A menudo se utiliza como nombre del grupo de metales y semimetales
(metaloides) que estan relacionados con determinados efectos de contaminacidon

ambiental, toxicidad y ecotoxicidad.

Los iones de estos metales tienen entre 10 y 12 electrones en los orbitales d y sus
cationes son muy polarizables. En consecuencia tienden a formar enlaces casi
covalentes. Algunos metales de este grupo de elementos quimicos (As, Cd, Hg, Pb, Cr,
Sn,...) son toxicos, incluso a muy bajas concentraciones, aunque hay otros como el Cu,
Zn, Co,..., que a nivel de traza son esenciales para la vida [52,53]. No obstante
pequefias variaciones en las concentraciones de estos ultimos pueden producir efectos
nocivos, agudos, crénicos e incluso mortales para los seres vivos. La toxicidad de todos
los metales pesados depende mucho de la forma quimica del elemento, es decir, de su
especiacion [52]. Los mecanismos que hacen que estos metales sean toxicos estan
relacionados con la fuerte afinidad que tienen sus cationes metalicos por los grupos
funcionales de biomoléculas involucradas en diferentes funciones en el organismo y
que, en consecuencia, se ven alteradas. Otra de sus caracteristicas mas significativas es
la persistencia en el medio ambiente y la capacidad de acumularse y magnificarse a lo

largo de la cadena trofica.

Las concentraciones anomalas de metales pesados en el medio pueden ser debidas a
causas naturales o antropogénicas. Las causas naturales pueden ser la actividad
volcénica, la erosion de rocas, los procesos de formacion de suelos, entre otras. Las
causas antropogénicas son la mineria, la combustidon de carburantes fosiles, la industria

a través de vertidos, emisiones, residuos (incineracion, depdsito), etcétera.

Los metales toxicos estudiados en la presente Tesis han sido el arsénico, el cobre, el

cadmio y el plomo. A continuacidn se detallan sus principales caracteristicas.
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2.1.1. Arsénico

El arsénico (As) y sus compuestos son extremadamente tdxicos, especialmente en su
forma inorgénica. El As es un metaloide, lo que significa que tiene caracteristicas tanto
de metal como de no-metal, aunque debido a su toxicidad se engloba dentro de los
metales pesados [54]. El As esta presente de forma natural a niveles altos en las aguas
subterraneas de varios paises (Argentina, Bangladesh, Chile, China, India, México y los
Estados Unidos de América) y es una gran amenaza para las personas que utilizan estas
aguas para beber, preparar alimentos o regar cultivos. La WHO (World Health
Organization) lo considera una de las 10 sustancias quimicas mds preocupantes para la
salud publica [55]. Asi, por ejemplo, en Bangladesh se produjo la mayor intoxicacidon
masiva de la historia, debido a la construccién de infinidad de pozos de agua que
resultaron estar contaminados, afectando a cientos de miles de personas [56]. Se
conocen compuestos de arsénico desde la antigiiedad, siendo extremadamente toxicos,
aunque se empleaban como componentes de algunos medicamentos. De hecho, médicos
arabes usaron compuestos de arsénico en fumigaciones, pildoras y pociones. En el siglo
XVIII los compuestos arsenicales consiguieron un puesto de primer orden en algunas

terapias hasta que fueron sustituidos por las sulfamidas y los antibidticos.

El arsénico se puede encontrar en forma nativa en la naturaleza aunque principalmente
estd en forma de sulfuro o combinado con otros metales como hierro, niquel, cobalto,
entre otros. El As tiene diversos usos industriales como preservantes de madera, en
materiales semiconductores, LED, diodos laser, pigmentos, pirotecnia, decolorantes del

vidrio y hasta hace unas décadas como insecticida.

El arsénico se encuentra en pequeflas cantidades en todos los seres vivos, y en todo los
medios de la naturaleza. El arsénico no puede ser destruido en el medio ambiente,
solamente puede modificarse y pasar al aire, al agua, a los suelos. El viento puede
transportarlo en forma de polvo hasta llegar a disolverse en agua de lluvia o en el agua
que se filtra a través del suelo. Los peces y mariscos pueden acumular arsénico
mayoritariamente en una forma orgéanica llamada arsenobetaina, que es mucho menos
toxica. Muchos compuestos de arsénico pueden disolverse en agua aunque la mayor

parte termina eventualmente en el suelo o en el sedimento [57].

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) cita evidencias

suficientes de una relacion entre la exposicién al arsénico, fundamentalmente sus
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formas inorganicas, con el cdncer humano, clasificando el arsénico en el Grupo 1 de
agentes cancerigenos [58]. El envenenamiento por arsénico generalmente resulta de la
ingestion de agua contaminada, pero también puede ocurrir inhalando serrin o
quemando madera que ha sido tratada con arsénico, o viviendo en areas con niveles
naturales altos de arsénico. Los sintomas inmediatos de una intoxicaciéon aguda por
arsénico incluyen vomitos, dolor abdominal y diarrea. Seguidamente, aparecen otros
efectos, como entumecimiento en las manos y los pies, calambres musculares lesiones
cutaneas, cancer y, en casos extremos, la muerte [55]. También se ha asociado a

problemas de desarrollo, enfermedades cardiovasculares, neurotoxicidad y diabetes.

2.1.2. Cadmio

El cadmio (Cd) es un metal que no se encuentra en la naturaleza en forma elemental ni
en concentraciones suficientes en minerales para tener su propia mineria. Este siempre
se obtiene como un producto secundario en la extraccion, normalmente del zinc. Esto es
debido a que el cadmio se encuentra en el mismo subgrupo de la tabla periddica que el
zinc y el mercurio, pero es mas similar al primero y por ello se encuentran,
habitualmente, juntos en la naturaleza. La solubilidad del cadmio depende de la acidez
del medio pudiendo estar en diferentes formas pero principalmente se encuentra como

ion metalico libre Cd*" [59].

La forma mas comun en la naturaleza del cadmio es el sulfuro de cadmio (CdS).
Durante la erosién este compuesto entra en el medio en su forma soluble Cd*". Los
factores mas influyentes que controlan su movilidad en el medio ambiente son el pH y
el potencial redox. Es capaz de formar hidréxidos, cloruros y complejos con amonio y
cianuro, a la par de complejarse con la materia himica o ligandos tantos sintéticos como
naturales. Ademads el ion libre es capaz de formar complejos blancos insolubles con

carbonatos, arseniatos, fosfatos, oxalatos,...

A pesar de ser un metal muy téxico, el cadmio se considera un elemento importante
debido a sus multiples aplicaciones, las cuales no dejan de ser posibles fuentes de
contaminacion de origen antropogénico. Sus usos industriales son: utilizacion en los
procesos de galvanizado de metales y aleaciones; protector contra la corrosion;

manufactura de pigmentos y fabricaciéon de pinturas y colorantes para el caucho;
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utilizacién en baterias; estabilizador de plasticos; ademas de usos agricolas en

fertilizantes fosfatados y pesticidas que contienen cadmio.

En el valle del rio Jinzu (Japdn) fue el lugar donde se produjo el caso mas grave de
contaminacion por Cd. En este lugar los campos de arroz utilizados en el consumo local
fueron regados de forma continua por un rio contaminado por cadmio. Cientos de
personas se vieron afectadas y contrajeron una enfermedad degenerativa en los huesos,
llamada itai—itai, que en japonés significa ;ay, ay!, llamado asi por los gritos de dolor
que emitian los afectados. Esta enfermedad se produce porque los iones Cd**
reemplazan los iones Ca’" de los huesos debido a que poseen casi la misma relacién
carga/radio y, como consecuencia, los huesos se vuelven porosos y se pueden producir
multiples fracturas, alteraciones combinadas con osteoporosis y osteomalacia, dafio

renal, enfisema y anemia [60].

IARC considera el cadmio como un agente cancerigeno y lo clasifica en el Grupo 1
[58]. Las personas con exposicion ocupacional al cadmio tienen un elevado riesgo de
desarrollar cancer de pulmon por aspiracion de este elemento. Por ello existen multitud

de normativas que regulan las concentraciones de éste en diferentes medios.

2.1.3. Cobre

El cobre (Cu) es un oligoelemento, es decir, esencial para la vida. Este metal tiene un
papel fundamental en diferentes funciones bioldgicas tanto en la flora como en la fauna.
En las plantas el Cu es fundamental para el proceso de la fotosintesis, la deficiencia de
¢ste hace que las plantas enfermen pudiendo ocasionar dafios econdémicos en la
actividad agricola. También en los humanos el Cu es imprescindible ya que contribuye
a la formacion de globulos rojos y ayuda a mantener los vasos sanguineos, los nervios,
el sistema inmunitario y los huesos, ademas de ser necesario para el funcionamiento de
muchas enzimas. A pesar de que el cobre es vital para los organismos, su exceso puede

provocar efectos toxicos [61].

El cobre es un metal abundante en la naturaleza, se puede encontrar en forma nativa
junto a bolsas de sus minerales explotdndose en minas a cielo abierto. Las formas
predominantes son los sulfuros (Cu,S y CuS) y los 6xidos (CuO). El cobre es un metal

con una multitud de propiedades tanto fisicas como mecanicas relevantes y esto hace
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que tenga una gran variedad de usos industriales, siendo el tercer metal, después del
hierro y del aluminio, méas consumido en el mundo [54]. El cobre es un metal blando el
cual posee muy buena ductilidad, maleabilidad, admite procesos de soldadura, es facil
de mecanizar y su caracteristica mas relevante es que es el metal con mayor

conductividad eléctrica y térmica después de la plata.

La extraccion, produccion y uso de cobre se ha incrementado en las ultimas décadas y
debido a esto sus cantidades han aumentado en el medio ambiente. El Cu es facilmente
soluble en medios acidos aunque precipita facilmente en presencia de sulfuros,
carbonatos o hidroxidos. La forma mas mévil es el ion Cu*" aunque en el suelo se
encuentra en diferentes formas iénicas (HCuO,", CuOH", Cu(OH),>",...) decreciendo la
solubilidad de éstas a pH superiores a 7-8. El Cu es fuertemente retenido tanto en la
materia orgdnica como inorganica mediante procesos de adsorcion, precipitacion,
formacién de complejos organicos y fijacion microbiana. Esto hace que el cobre tenga
muy poca movilidad haciendo dificil que llegue a aguas subterraneas. En el agua
superficial, el cobre puede viajar largas distancias, tanto suspendido sobre las particulas

de lodos como en forma de iones libres [62].

Las absorcion de cobre es necesaria para el organismo y por ello lo ingerimos en los
alimentos, lo bebemos en el agua potable y lo respiramos en el aire. Pero aunque lo
necesitemos, concentraciones elevadas convierten al cobre en un téxico que causa
problemas en la salud, pudiendo conducir a hepatitis, problemas renales, trastornos
cerebrales y otros problemas. También hay que sefialar que un déficit en el consumo de
cobre es también dafiino, pudiendo producir anemia y osteoporosis. El Comité de
Nutricion y Alimentos del Instituto de Medicina recomienda un consumo de 900 pg de

cobre/dia en la dieta para adultos [63].

2.1.4. Plomo

El plomo (Pb) es un elemento quimico sin funcién bioldgica conocida y con la
propiedad de acumularse en el organismo. En la naturaleza se encuentra principalmente
en forma de tres minerales: galena (PbS), cerusita (PbCO;3) y anglesita (PbSO4). Su
biodisponibilidad estd fuertemente influenciada por el pH, las condiciones redox y las

concentraciones relativas de otros iones presentes en la disolucidon acuosa del suelo.
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Aun asi, el plomo es probablemente el menos movil de los metales pesados y presenta
una minima penetracion vertical debido a la baja degradacion microbiana y a que las
formas solubles de plomo pasan rapidamente a especies mas insolubles y éstas quedan
mayoritariamente inmovilizadas gracias al intercambio idnico y a su complejacion con

la materia organica [64].

El plomo es uno de los metales mas antiguos que se conocen y de los primeros en ser
empleado por el hombre. Se obtiene a partir de sus minerales, principalmente como
sulfuro de plomo. En la Edad Antigua se obtenia facilmente por reduccién de sus 6xidos
con carbon a temperaturas relativamente bajas. Muy utilizado como material de
construccion debido a la facilidad en su obtencién y sus caracteristicas como una
altisima densidad, maleabilidad, ductilidad y resistencia a la corrosién. En la actualidad
el plomo sigue siendo muy empleado, de hecho es el cuarto metal no férrico mas
utilizado industrialmente. Los principales usos del plomo y sus compuestos en la
actualidad son: la fabricacion de baterias y acumuladores, la construccion, cubiertas
para cableado de alta resistencia a la corrosién, la proteccién de radiadores y la
fabricacion de municion y de pigmentos. Actualmente, se estd substituyendo el plomo

por otros elementos debido a su toxicidad [54].

El envenenamiento por Pb generalmente resulta de la ingestion de alimentos o agua
contaminada con plomo, pero también puede ocurrir después de una ingestion
accidental. Una vez absorbido, el plomo entra en el torrente sanguineo donde se enlaza a
los globulos rojos y otras proteinas depositandose finalmente en los huesos tras la
substitucion del calcio. En la actualidad se considera que el plomo origina dos clases de
efectos toxicos bien diferenciados, los que afectan al sistema nervioso central (de indole
conductual y cognitiva, especialmente en nifios pequefios) y los que afectan al resto de
funciones fisioldgicas (siendo los sistemas mas criticos el hematologico, renal y
nervioso periférico). La IARC ha clasificado los compuestos inorgdnicos de plomo
como probables cancerigenos para los humanos (Grupo 2A), basandose en algunas
pruebas de carcinogenicidad en seres humanos y suficientes evidencias en animales

[58].
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2.2. Interaccion de los metales con otras especies quimicas

La determinacion del patrén de comportamiento, las interacciones con otros compuestos
y la formacién de ciertas especies en que pueden estar los metales son decisivas para la

comprension de sus funciones y sus efectos en los medios bioldgicos y naturales.

2.2.1. Formacion, estabilidad y selectividad de complejos.

Conocer el comportamiento quimico de los metales y la formacion de ciertas especies es
muy importante para la comprension de los efectos y el papel biologico de estos.
Existen diferentes teorias que explican las propiedades de los elementos de transicion,
las cuales se explican brevemente a continuacion.

Los elementos de transicidn estan relacionados con la teoria de coordinacion de Werner.
Esta teoria postula que los metales poseen un niimero de coordinacion (el nimero de
ligandos enlazados) determinado, y que estos nimeros no son necesariamente iguales al
estado de oxidacion del i6n metalico. Posteriormente, a esta teoria se vio que los
ligandos se organizaban en el espacio en geometrias definidas (octaédrica, cuadrada
plana, etc.), y que el metal poseia dos valencias: la primaria (que corresponde a su
estado de oxidacion) y la secundaria (que corresponde al nimero de coordinacion)
[54,65].

La formacion de los complejos metélicos se explica por la teoria de Pearson, donde el
i6n del metal desempefia el papel de acido de Lewis, el cual se enlaza con una base de
Lewis, que por definicion posee uno o mas pares solitarios de electrones y al enlazarse
con el metal, que se llama ligando. El conjunto de un ion metalico enlazado con uno o
mas ligandos se denomina complejo.

La preferencia de ciertos metales por algunos ligandos, o viceversa, permite predecir la
estabilidad de los complejos, hecho que también se explica mediante la teoria de
Pearson de acidos y bases blandas y duras. Como se ha comentado anteriormente una
base de Lewis es un donante de electrones (generalmente son los ligandos) y un acido
de Lewis es un aceptor de electrones (idn metalico). Asi, segin esta teoria, los acidos
duros prefieren asociarse con las bases duras, y los acidos blandos con las bases
blandas. La Tabla 1 muestra las caracteristicas principales de estas clases de acidos y
bases. Aunque existen algunos iones metalicos que se encuentran en un grupo

; : . A2t N2t (a2t 2+
intermedio entre los 4cidos blandos y duros, como son: Fe*", Co*", Ni*", Cu*"y Zn*".
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Existen diferentes puntos de vista sobre la naturaleza del enlace que une los diferentes
iones metalicos y los ligandos, aunque se puede considerar tanto como de naturaleza
ionica o covalente. Posiblemente, todos los complejos estan en una situacion intermedia
entre estos dos extremos, aunque dependiendo del metal y del ligando el enlace se
puede explicar mejor mediante la teoria del campo cristalino o la de los orbitales
moleculares. Normalmente, las interacciones “duro-duro” se consideran en gran medida
como electrostaticas, mientras las “blando-blando” como mas covalentes, al ser los

efectos de los enlaces de tipo m muy importantes.

Tabla 1. Caracteristicas principales de los 4cidos y las bases segtn la teoria de Pearson junto
con algunos ejemplos.

Carga positiva elevada

Acidos duros Polarizabilidad baja H', S¢*, cr*', Cr*, Fe*', Co™, ...

Pequefas dimensiones

Carga positiva baja
Cll+, Ag+, Au+, Cd2+, Hg22+, Hg2+, Pt2+,

Polarizabilidad alta Pb2*

Grandes dimensiones

Electronegatividad alta
pescslisy Oxidacion dificil

Polarizabilidad baja

NH;, OH, O*, OR", CO;*, SO,*, CI,
F, NOs, ...

Electronegatividad baja
e e H, R, CN’, SCN, PR3, AsR;, HSR,
Oxidacion facil SR T

Polarizabilidad alta

De esta manera, la teoria de Pearson explica la preferencia de los iones metalicos
blandos, como Cd y Pb, por los ligandos que contienen grupos funcionales con atomos
donantes, como S, Se, P y As. Las interacciones entre ellos conducen a la formacion de
complejos con unas constantes de formacion muy elevadas [65,66]. Este concepto es
muy importante ya que a la hora de buscar un ligando que sea efectivo en sistemas

bioldgicos se necesita una estabilidad termodindmica maxima del complejo [65], con el
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objetivo de que el complejo formado conserve su estado integro en competicidon con las
especies presentes en el medio natural o bioldgico que se encuentren. Por otro lado, la
eleccion de un ligando para la descontaminacion de un cierto metal tiene que ser lo mas
selectivo posible, idealmente especifico para este metal.

El grupo funcional mercapto (SH), cuyo término deriva del latin mercurium captans
(capta el mercurio), al ser una base blanda forma enlaces covalentes con iones metélicos
blandos (Cd**, Pb*", Hg*’,...). Sin embargo, también es capaz de formar enlaces de
cardcter i6nico con metales que se encuentran en una situacion intermedia como el Zn*"
y Cu”" obteniendo unas constantes de estabilidad de un orden de magnitud similar. Este
comportamiento postula los grupos R-S° como eficaces remediadores para la

descontaminacion de metales toxicos en los organismos y en el medio ambiente [66].

2.2.2. Técnicas utilizadas en los estudios de complejacion

El estudio de los procesos de complejacion, que incluye normalmente la determinacion
de las constantes de formacion de complejos y de los procesos asociados a estos, es
necesario para la comprension de la eficacia y estabilidad de la coordinacion del ligando
con el metal. Cualquier método que pueda evaluar al menos la concentracion de una
especie en equilibrio ademas de su estequiometria en la disolucién, proporcionaria la
informacion necesaria para calcular las concentraciones de todas las especies en
equilibrio. Y a partir de estos datos, se podrian determinar las constantes de estabilidad

y/o estudiar los procesos de complejacion [65,67].

Las técnicas potenciométricas junto con las técnicas espectroscopicas destacan entre el
resto de técnicas como las mas utilizadas en la determinacion de la mayoria de
constantes publicadas. No obstante, existen otras técnicas muy utiles para la
determinacion de las constantes de estabilidad y los estudios de especiacién, como son
las voltamperométricas; estas técnicas, por otro lado, proporcionan uno de los métodos
mas directos para estudiar la especiacion de los metales traza, normalmente, sin

necesidad de aplicar pretratamiento fisico a la muestra acuosa [67].

El uso de la espectrometria de masas en los estudios de especiacidon, en concreto con
ionizacidn por electrospray (ESI-MS), ha permitido solventar algunos problemas

relacionados con el uso de otras técnicas analiticas. Su aplicacion se adapta
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perfectamente a este tipo de estudios ya que es una técnica de ionizacién suave que
permite preservar (en la mayoria de los casos) las formas quimicas de los elementos. La
aplicacion de esta técnica analitica es muy util en estudios de mezclas de iones
metalicos y de ligandos en disolucion, permitiendo de este modo la determinacion de las
estequiometrias de los complejos estudiados. Su uso es muy amplio y abarca estudios de
quimica bioinorganica, entre ellos sistemas complejantes de iones metéalicos y
biomoléculas, donde en estudios competitivos de ligando, se puede determinar la
estabilidad del complejo a nivel semicuantitativo. No obstante, la estabilidad de los
complejos puede experimentar alteraciones, pudiendo sufrir la pérdida del ligando o
incluso la fragmentacion de las moléculas. Por ello, para el disefio de los experimentos
hay que tener en cuenta todos los pardmetros que puedan afectar el estado final de las

moléculas estudiadas [68].

Por otra parte, la formacion o destruccion de enlaces esta asociada con la emision o
absorcion de calor durante el proceso. Por ello, los métodos calorimétricos son muy
utiles para determinar pardmetros termodindmicos y constantes de estabilidad [69] a
partir del calor cedido o absorbido durante la interaccion. Hay multitud de estudios de
este tipo que investigan las interacciones entre proteinas, péptidos y agentes quelantes

responsables de la detoxificacion de metales en seres vivos.

2.3. Sistemas complejantes metal-ligando estudiados

Durante esta Tesis se han considerado diferentes sistemas metal-ligando y se ha llevado
a cabo el andlisis de las interacciones, el estudio de los procesos de complejacion y la
determinacion de las estequiometrias de los complejos y de sus constantes de formacion
utilizando diferentes metodologias. Los diferentes sistemas estudiados se describen en

el siguiente apartado.

2.3.1. Fitoquelatinas y metales pesados

En este sistema se estudio la complejacion competitiva entre metales pesados y péptidos
ricos en grupos tidlicos, como son las fitoquelatinas. Estas moléculas son sintetizadas

por las plantas en respuesta a una incorporacidon o exposicion a metales pesados. Este
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tipo de estudios ayudara a la comprension de los mecanismos de descontaminacion de

medios naturales que se llevan a cabo por técnicas como la fitorremediacion.

Fitorremediacion

La fitorremediacién es un término general que se refiere a la utilizacidén de plantas y
arboles para descontaminar medios naturales mediante la extraccién de contaminantes
del suelo y del agua. Las plantas actuan como filtros biologicos que pueden estabilizar
metales pesados o bien degradar componentes organicos. Esta metodologia se usa
especialmente en emplazamientos que hayan estado contaminados con metales,

plaguicidas, disolventes, petroleo, hidrocarburos aromaticos policiclicos y lixiviados.

Sus caracteristicas principales son: es una técnica in sifu de limpieza pasiva;
estéticamente agradable que no dafia la estructura del suelo; no necesita grandes aportes
de equipamiento mecanico ni de energia ya que es dependiente de la energia solar; se
emplea en zonas no muy extensas, donde la contaminacion no estd a mucha profundidad
debido a que estd limitado a la longitud de las raices; es una técnica que puede ser
utilizada para un gran niimero de contaminantes; y los costes econdmicos que conlleva

son bajos.

A continuacién se describen las principales técnicas fitocorrectivas empleadas en la

descontaminacion de medios naturales [70]:

e Fitoextraccion: también conocida como fitoacumulacion, consiste en la
absorcion de contaminantes especificos a través de las raices de las plantas y su
acumulacién en tallos y hojas (suele ser mas efectivo para la extraccion de los
metales pesados que para los compuestos orgdnicos). Este tipo de
fitorremediacion puede estar limitada por la biodisponibilidad de los

contaminantes. Hay dos variantes de fitoextraccion:

* La hiperacumulacién natural, cuando las plantas extraen los

contaminantes del suelo de manera natural.

» La hiperacumulacién inducida, cuando al suelo se le afiade algun agente
complejante o quelatante que aumenta la solubilidad del metal, y de esta

manera puede ser absorbido por las plantas mas facilmente.
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e Rizofiltracién: es una técnica para descontaminar aguas contaminadas con
metales. Se basa en el uso de las raices de las plantas las cuales estan sumergidas

en agua con el fin de absorber, precipitar o concentrar los contaminantes.

o Fitoestabilitzacion: es un fendmeno donde la planta inmoviliza, mediante
sorcion, precipitacion o complejacién de contaminantes en la interfaz raiz-

medio.

e Fitovolatilitzacién: consiste en la absorcidbn por parte de las plantas de
compuestos orgéanicos volatiles, o algunos metales como selenio, mercurio y
arsénico del medio para la posterior evaporacion o volatilizacion a la atmosfera

desde las hojas.

e Fitodegradacion: es la modificacion quimica de los contaminantes en el interior
de la planta provocada por el metabolismo de éstas, el cual degrada o inactiva

las sustancias.

Fitoquelatinas

Durante la fitorremediacion de suelos y aguas contaminadas con metales pesados se
utilizan plantas, algas y algunos hongos que tienen la capacidad de generar una gran
cantidad de fitoquelatinas (PC,). Estas son péptidos ricos en grupos tiol que se enlazan
fuertemente con los metales pesados. Las fitoquelatinas se identificaron después de las
metalotioneinas (MTs) y se comprobd que las PCs ejercen en las plantas el papel

equivalente al que las MTs desarrollan en mamiferos y bacterias [71].

Las fitoquelatinas estan compuestas de tres aminodcidos: acido glutdmico (Glu),
cisteina (Cys) y glicina (Gly). Su estructura general es (y-Glu-Cys),-Gly, donde el
fragmento y-Glu-Cys se repite n veces (n puede llegar a 11 pero normalmente varia
entre 2 y 5) hasta finalizar con un residuo de glicina (Figura 4). La manera simplificada
de nombrar estos ligandos es PC,, como por ejemplo PC, cuando el fragmento y-Glu-
Cys se repite dos veces. Las PCs se sintetizan enzimaticamente en el citosol de las
células a partir del glutation (GSH) en presencia de metales pesados, los cuales activan
la enzima PC-sintasa (PCS). Entre los diferentes metales y metaloides, el cadmio suele

ser el mejor activador de esta enzima [72].
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Figura 4. Estructura general de las fitoquelatinas, formada por los tres aminoacidos indicados y
donde n es normalmente un valor comprendido entre 2 y 5.

Gracias al gran numero de grupos sulthidrilo, capaces de enlazarse con metales toxicos,
las fitoquelatinas pueden estabilizar dichos metales mediante la formacién de
complejos. Esta gran capacidad de complejar metales hace que se la considere el
principal agente regulador en la homeostasis de iones metalicos. Por lo tanto, las plantas
producen PC, con el objetivo de reducir el efecto toxico de su exposicion a un exceso de
metales pesados mediante la formacién de complejos de gran estabilidad metal-PC,

[73].

El mecanismo de descontaminacidén es mas complejo que una simple quelacion entre el
ion metalico y la fitoquelatina. La Figura 5 muestra un esquema de los mecanismos que
intervienen durante la biosintesis, complejacion y almacenamiento en las vacuolas de
los complejos formados. Tras la absorcion de metales tdxicos, como por ejemplo iones
Cd(II), tienen lugar los siguientes procesos. Primero, en el citosol, el Cd debe
complejarse con una molécula de glutation (GSH) y este complejo enlazarse a la enzima
PCS (Mecanismo I), o bien el propio ion metélico se enlaza directamente a la PCS
(Mecanismo II). Ambos mecanismos provocan la activacién de la enzima y, entonces,
se sintetizan las fitoquelatinas y se forman los complejos Cd-PC,. Posteriormente, estos
complejos, de bajo peso molecular, entran en la vacuola mediante un ATP (adenosina
trifosfato) y, combindandose entre si, dan lugar a complejos de alto peso molecular

estabilizados por atomos de azufre [74,75].
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Figura 5. Representacion esquematica de los mecanismos de biosintesis de fitoquelatinas,
complejacion y almacenamiento. GCS: y-Glutamilcistein sintasa; GS: Glutation sintasa; PCS:
Fitoquelatina sintasa; PCn-M BPM: complejo metal-fitoquelatina de bajo peso molecular;

PCn-M APM: complejo metal-fitoquelatina de alto peso molecular, YCF1: Proteina vacuolar
codificada por el gen Yeast Cadmium Factor; HMT1: Proteina vacuolar codificada por el gen
Heavy Metal Tolerance.

2.3.2. Agentes quelantes y arsénico

El término quelante proviene del griego Chele que significa pinza de cangrejo. Este
adjetivo viene asociado a la propiedad de ciertos compuestos de actuar como ligandos al
tener mds de un atomo donante de electrones, y formar complejos de gran estabilidad
con iones metalicos en forma de anillo llamados quelatos. Los agentes quelantes se
disefiaron con el de fin de obtener ligandos capaces de formar complejos con los
metales pesados de manera mas efectiva que con los grupos fisiologicos y asi anular o
revertir sus efectos toxicos, ya que estos no pueden ser metabolizados por el cuerpo
humano y persisten en el organismo. Esta persistencia puede producir dolencias debido
a sus efectos toxicos cuando se combinan con ligandos enddgenos esenciales para

ciertas funciones fisioldgicas normales.
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Los agentes quelantes son sustancias usadas para el tratamiento clinico de
intoxicaciones por metales pesados. Y desde el punto de vista médico, estas sustancias
tienen que ser poco toxicas, resistentes a la biotransformacion, capaces de acceder a
donde pueda acumularse el metal y formar complejos no téxicos los cuales tengan
constantes de estabilidad muy altas o mas altas en comparacion con los ligandos
enddgenos, ademas de tener altas velocidades de excrecion para facilitar la eliminacién
del xenobidtico [76,77]. Otra caracteristica que deberian tener los agentes quelantes es
una poca o nula afinidad por el ion Ca®", dado que este ion tiene una gran disponibilidad
en el plasma y podria causar hipocalcemia. De este modo, podemos definir la eficacia
de los quelantes para la descontaminacion de metales pesados de organismos en funcion
de varios factores como son: i) la afinidad relativa del remediador por cierto metal
pesado; ii) la distribucion de éste en el organismo, comparada con la distribucion del

metal; ii1) y su capacidad para movilizar al exterior al metal tras la quelacion.

En cuanto al arsénico, este metaloide, se ha utilizado a lo largo de la historia como un
agente suicida u homicida. Uno de los casos mas famosos de envenenamiento es el de
Napoledn donde se usd As, el cual fue detectado en sus cabellos mediante un analisis
quimico moderno. Frente a las diversas teorias sobre quién lo enveneno, existe la
posibilidad de que fuese un envenenamiento accidental producido por el papel del
tapizado de la habitacion, ya que en aquella época se empleaba arsenito acido de

cobre(II) [54] como pigmento.

Este hecho histdrico da idea de la alta toxicidad de este elemento. También ha sido
empleado en la fabricacion de armas quimicas en un agente conocido como lewisita que
es una sustancia arseniosa desarrollada en 1918, la cual actlia como agente vesicante e
irritante pulmonar. Durante el uso de la lewisita en la segunda guerra mundial fue
cuando se desarrolld el agente quelante BAL British Anti-Lewisite (dimercaprol, que es
el 2,3dimercapto-1-propanol) como antidoto tras el envenenamiento por arsénico [78].
Los inconvenientes de esta substancia es que es liposoluble y se oxida facilmente
haciendo que su almacenamiento sea inestable y, en consecuencia, imposibilitando la
administracion oral teniendo que inyectar intramuscularmente las dosis. Ademas, mas

del 50% de los pacientes sufrian efectos secundarios no graves pero si molestos.

La continua investigacidn sobre la desintoxicacion y tratamiento contra el

envenenamiento de metales toxicos, como el arsénico, en la que se intenta conocer las
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vias metabdlicas de estos en el organismo y el modo de eliminacion llevd a la
substitucion del BAL por dos productos quimicos andlogos solubles en agua, el acido
meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) y el 2,3-dimercapto-1-propanosulfénico

(DMPS), cuyas estructuras se muestran en la Figura 6.

SO4H
HOOC SH |
SH
HOOC SH
SH
meso-DMSA DMPS

Figura 6. Estructura de los agentes quelantes meso-2,3-dimercaptosuccinico (meso-DMSA) y el
2,3-dimercapto-1- propanosulfonico (DMPS).

DMSA y DMPS

El DMSA es un agente quelante conocido como Succimer o Chemet en el campo
médico, siendo de utilidad en casos de intoxicacion por mercurio, arsénico y plomo. El
primer informe sobre la efectividad de este agente quelante como remediador de metales
pesados aparecid en 1957. Se administra por via oral absorbiéndose muy rapidamente,
aunque no por completo. Durante su trayecto por el flujo sanguineo el DMSA esta
enlazado fuertemente a proteinas, mayoritariamente a la albumina, hasta que compleja
los metales pesados. El inconveniente es que aproximadamente el 90% del DMSA es

excretado a través de la orina al formar un puente disulfuro con la cisteina.

El DMPS es un compuesto que tiene dos grupos tiol y es soluble en agua. La sintesis y
alguna propiedad sobre su complejacion con métales aparecié en 1956. Este farmaco se
administra en el organismo oralmente o por via intravenosa y en términos médicos es
conocido como Dimaval o Unithiol. E1l DMPS viaja a través del flujo sanguineo y una
vez estd complejado con el metal, se excreta por via urinaria, alcanzando la méaxima

eliminacidn a las 6 horas después de la administracion del fArmaco.
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El DMSA es un farmaco de uso permitido en pediatria para el tratamiento de
intoxicaciones por plomo. En cambio, el DMPS es un quelante relativamente seguro y
estd homologado en Alemania para el tratamiento de la reduccién de la toxicidad del
mercurio aunque no se ha presentado su solicitud como nuevo fairmaco en la FDA (la
agencia de medicamentos y alimentos de los EEUU). Ambos se han utilizado en los
tratamientos de intoxicacion por Hg, Cd, Pb, As y para la enfermedad de Wilson. Estos
dos farmacos, debido a su capacidad como agentes quelantes de iones metalicos, pueden
reducir en el organismo los niveles de los metales tanto téxicos como esenciales [76,77]
por lo que pueden tener efectos secundarios. Existen informes que indican reacciones
idiosincrasicas graves como la liberacidon del mercurio almacenado en el cuerpo, el cual
vuelve a entrar en el torrente sanguineo y es redistribuido a otros lugares del organismo,

produciendo nuevos dafios [79].

Tanto el DMPS como el DMSA han sido aplicados en organismos contaminados con
arsénico. El DMSA ha tenido ¢éxito aumentando la excrecion urinaria de arsénico
después de una exposicion aguda, pero no tuvo éxito en la reversion de la respuesta
bioquimica o histolégica en una arsenicosis crénica [80]. El DMPS aumentd la
excrecidon urinaria de arsénico en exposiciones cronicas [81], aunque aumentar la
excrecion del metal toxico no significa que se produzca una mejora clinica. Sin
embargo, en otro estudio con un niimero reducido de pacientes que se llevo a cabo con
placebo se concluyd que no sdlo se aumenta la excrecion urinaria de arsénico, sino que
también se mejord la puntuacion clinica que se utilizo para juzgar la situacion de los

pacientes con arsenicosis [82].

Asi, aunque los estudios clinicos son limitados, parece ser que el DMPS es el mejor
farmaco disponible para el aumento de la excrecion del arsénico y mejorar las
condiciones de los seres humanos expuestos a diversas formas de este metaloide,
incluidos los expuestos cronicamente. No obstante, sigue siendo necesario realizar
estudios quimicos y clinicos a gran escala, ya que todavia millones de personas
consumen cantidades considerables de arsénico a través del agua potable o los

alimentos.
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2.3.3. Bencilaminopurina y cobre

6-Bencilaminopurina, benciladenina o BAP es una molécula muy interesante debido a

sus aplicaciones bioldgicas y medicinales.

Bencilaminopurina

El BAP es una citoquinina sintética de tipo adenina de uso comun en agricultura. Su
estructura se muestra en la Figura 7. Las citoquininas o citocininas constituyen un grupo
de hormonas vegetales que favorecen la division y diferenciacion celular. Generalmente
las citoquininas se emplean en dosis muy bajas en los medios de enraizamiento porque

presentan un efecto inhibidor sobre la rizogénesis [83,84].

Figura 7. Estructura de la citoquinina 6-benilaminopurina (BAP).

Entre las citoquininas el BAP es mucho mas utilizado que otras substancias como la
kinetina y la zeatina, debido a que es un compuesto de gran actividad y tiene un bajo
coste. Esta citoquinina también produce un aumento de la vida comercial de los
vegetales verdes tras haber sido cosechados. Diferentes estudios han demostrado que el
uso del BAP junto con otros compuestos, entre ellos el CaCl,, mejora la calidad de
vegetales, como por ejemplo la de los esparragos que son muy perecederos y se
deterioran rdpidamente después de la cosecha, manteniendo el color verde, el contenido
de vitamina C y disminuyendo la pérdida de peso. En definitiva extendiendo la vida util

tras la cosecha [85].

Igualmente, se descubrid su efecto citotoxico y se estudid su aplicacidon en el campo

médico como anticancerigeno gracias a la capacidad del BAP y sus derivados (2-cloro-
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6-bencilaminopurina, 3-cloro-6-bencilaminopurina, entre otros) de detener el progreso
de células cancerosas humanas mediante la induccion de la apoptosis, es decir su muerte
celular programada por ella misma [86]. En este ambito hay estudios bioldgicos que
muestran que el efecto antitumoral aumenta cuando el BAP o sus derivados forman
complejos con ciertos metales de transicion como Cu, Co, Fe, Pt y Pd. Se llevaron a
cabo diversos ensayos para analizar la citotoxicidad in vitro frente a diversos canceres
como el melanoma humano maligno, el sarcoma osteogénico humano o el
adenocarcinoma de mama humano [87]. Estos estudios indicaban que algunos de los
complejos muestran un efecto citotéxico mas fuerte en comparacion con las formas no
complejadas de la bencilaminopurina [88,89], aunque parece que este efecto citotoxico

depende tanto del ion metalico como del tipo de sustituyentes en la adenina [90].

2.3.4 Otros sistemas complejantes

Durante la realizacion de esta Tesis se consideraron también otros sistemas de menor
interés bioldgico, pero apreciados por la gran cantidad de informacion bibliografica
existente acerca de ellos, los cuales han permitido la validacion de la metodologia
quimiométrica desarrollada. Estos sistemas son el Zn(II)/oxalato y el Cd(II)/1,10-

fenantrolina.
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Electrodo de Hg. Aplicacion y dificultades

en la interpretacion de las sefiales

En el presente capitulo se explican las caracteristicas mas relevantes del electrodo de
mercurio. A continuacion, se explica su uso en la determinacidn de substancias tidlicas
y se precisan los mecanismos (procesos electroquimicos) que se producen en su
aplicacion a sistemas metal-ligando. También se exponen los diferentes procesos e
interacciones que tienen lugar entre el electrodo de mercurio y las especies
electroactivas presentes en la disolucion. Posteriormente se sefialan las dificultades
encontradas en los datos polarograficos, las cuales producen una pérdida de linealidad
de los mismos dificultando o imposibilitando un tratamiento quimiométrico mediante

MCR-ALS.
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3.1. Electrodo de mercurio

Durante la realizacion de esta Tesis se utilizé el electrodo de gotas de mercurio, en
concreto se utilizé un electrodo multimodo el cual puede funcionar como electrodo de
gota colgante de mercurio (HMDE), como electrodo de gotas de mercurio estacionario
(SMDE) o como electrodo de gotas de mercurio clasico (DME) siendo el modo SMDE
el utilizado en la presente Tesis. El electrodo multimodo que se empled se muestra y se

explica mas extensamente su funcionamiento en el apartado 6.1.1.

Las principales ventajas del uso del mercurio como electrodo de trabajo son que su
superficie se renueva constantemente y tiene un elevado sobrepotencial para el
hidrogeno permitiendo trabajar en un intervalo de potenciales catodicos mas amplio que

con otros materiales.

El primer electrodo de mercurio que se desarrolld consistia en un capilar de vidrio unido
a un tubo de plastico con un depdsito de mercurio en la parte superior. El mercurio fluye
a través del capilar formando una gota minuscula y esférica en el extremo. Cuando la
tension superficial no puede soportar la gota, ésta cae formandose acto seguido una
nueva gota. El deposito de mercurio se conectaba al polo negativo de una bateria
constituyéndose como un catodo. Tras la conexion, la electricidad circulaba a través del
mercurio provocando que en la superficie de la gota, sumergida en el seno de la
disolucidn, se produjeran las reacciones redox de las diferentes especies quimicas
existentes en la disolucion. El electrodo de mercurio presentaba ventajas frente a los
electrodos solidos que se solian utilizar. La renovacion constante de la superficie, tras la
formacion de cada gota, evitaba la adsorcion de impurezas sobre el electrodo,
proporcionando una superficie limpia y reproducible, donde el efecto de dilucion
alrededor de la gota quedaba anulado ya que la caida de la gota remueve la disolucién

[91,92].

El electrodo se fue perfeccionando hasta 1980 que fue cuando se empezd a
comercializar el electrodo de gotas de mercurio estacionario (SMDE), el cual mediante
un sistema automatizado controla el flujo de mercurio. Concretamente, posee una
valvula que permite la formacién de gotas en menos de 100 ms con una excelente
reproducibilidad y estabilidad. La principal ventaja del SMDE es que el tamafio de la

gota es constante y no cambia durante la medida, hasta que la gota finalmente se
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desprende por la accidn de un martilleo mecanico, con lo que se obtiene un area de gota

constante, eliminando asi la corriente de carga adicional.

3.2. Medidas en presencia de tioles

El electrodo de mercurio ha sido el material mas utilizado para el analisis de
compuestos tidlicos. La determinacion de especies tidlicas que contienen grupos
funcionales sulfhidrilo (como péptidos u otros agentes quelantes que contienen cisteina)
es de gran importancia ya que sus niveles pueden indicar la presencia de diferentes
enfermedades o mostrar signos de intoxicacion. Entre los procesos que tienen lugar en
la superficie del electrodo hay que destacar la formacién y acumulacién del complejo

electrodo(Hg)-tiol:
Hg + 2RSH — Hg(SR), + 2H" + 2¢° (3.1)

Aunque la determinaciéon de compuestos tidlicos se puede llevar a cabo oxidandolos
directamente, la principal metodologia utilizada es la voltamperometria de redisolucion
catddica (CSV) donde tras la aplicacion de un potencial de deposicién en el que se
oxida el material del propio electrodo se aplica un barrido de potencial catdédico que

permite la reduccién del i6n metélico [93].

El mecanismo (3.1) de la formacién del complejo mercurio-tiol tras la oxidacién del
mercurio metalico da lugar a la aparicion de sefiales llamadas sefiales anddicas [94].
Como los enlaces entre el mercurio y el azufre (Hg-S) son muy estables, las substancias

tidlicas potencian la oxidacion del Hg" y asi se puede formar el enlace Hg-S.

Del mismo modo, si el potencial previo al impulso DPP (polarografia diferencial de
impulsos) es suficientemente positivo como para oxidar el mercurio [95], durante ese
tiempo se forman los complejos de mercurio, para después al realizar un barrido

reductor dar lugar a la especie tiolica libre:
Hg-S-R + mH" + pe” — Hg + HS-R (3.2)

Esta sefial proporciona informacidn sobre el complejo (mercurio-péptido), la cual esta
directamente relacionada con la concentracion de la substancia tidlica. Esta sefial

analitica en forma de pico estd afectada por el pH, la composicion de la disolucion
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amortiguadora y su concentracion, los cuales pueden afectar al potencial de pico, forma,
reversibilidad e incluso a la propia existencia de las sefiales. Todo ello provoca un
comportamiento poco previsible de las sefiales y dificultando la interpretacion de las

mismas.

3.3. Aplicacion a estudios de complejacion

La utilizacion de métodos voltamperométricos en estudios de complejacion proporciona
informacion directa de los iones metalicos y su especiacion incluso a concentraciones de
muy bajo orden de magnitud, con la ventaja de que normalmente no es necesaria la
aplicacion de un pretratamiento fisico a la muestra acuosa. Por otro lado, estas técnicas
permiten la diferenciacion entre estados de oxidacion debido a que las sefales tienen
una fuerte dependencia con la especiaciéon del metal. Esto hace que los métodos
voltamperométricos sean muy valiosos para los estudios de equilibrios de complejacion
porque permiten deducir las diferentes formas en que pueden existir los metales en
presencia de agentes complejantes y permiten, en muchos casos, el calculo de las

constantes de complejacion en sistemas metal-ligando [96].

Cuando se lleva a cabo una medida voltamperométrica, por el solo hecho de sumergir el
electrodo en la disolucién ya se puede diferenciar tres regiones diferentes, en donde

tienen lugar procesos diferentes (Figura 8):

e El seno de la disolucion es la zona suficientemente alejada del electrodo que no
esta afectada por el proceso electrodico y donde se cumplen las constantes de
equilibrio entre las diferentes especies de la muestra. En esta zona sélo tienen

lugar equilibrios en fase homogénea.
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Figura 8. Procesos que tienen lugar entre un i6n metalico y un ligando en cada una de las zonas
de una celda electroquimica (dimensiones de las diferentes zonas no escaladas).
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e La capa de difusion es la zona alrededor del electrodo donde el proceso
electrodico afecta a las concentraciones de las especies, provocando su difusién
a diferentes velocidades desde el seno de la disolucidon. La variacion de las
diferentes concentraciones depende de la distancia al electrodo, del tiempo y del
potencial aplicado como factores independientes de las especies quimicas, pero
también de la velocidad en que se consumen las especies electroactivas, de la
velocidad de transporte hacia el electrodo y de las reacciones que pueden
transformar unas especies en otras mientras se estan moviendo a lo largo de la
capa de difusién, lo cual estd determinado por la cinética de

asociacion/disociacion de los complejos.

o La superficie del electrodo es donde se producen las reacciones de oxidacion o
reduccioén, procesos de adsorcidn, desorcion y donde aparece la carga de la doble

capa.

Como ya se ha comentado anteriormente, las sefiales electroquimicas tienen una
dependencia muy alta con la especiacion del metal. Y en el caso particular de los
sistemas de complejacion metal-ligando, donde el ligando es una substancia tidlica, tras
un barrido catdédico por DPP se obtienen sefiales relacionadas con los procesos
electroquimicos mostrados en la Figura 9 donde se puede ver los procesos de reduccion
de los iones metalicos unidos o no al ligando y los procesos relacionados con las sefiales

anddicas del mercurio.

M™ + HS-R —>  Complejo M-S-R

—
ne’ Tl 1 me’ Il 2 newl 3 me- Il 4
Hg Hg
M(Hg)  Hg-S-R M(Hg) + HS-R Hg-S-R + M™
complejo complejo

Figura 9. Esquema de los posibles procesos electrodicos que tendrian lugar al aplicar un barrido
catodico a un electrodo de mercurio sumergido en una disolucion de un i6n metalico en
presencia de ligandos tiolicos. 1. Reduccion del i6n metalico libre; 2. Sefial anodica de la
especie tiolica libre (HS-R); 3. Sefial de reduccion de los complejos (M-S-R); 4. Seiial anodica
de los complejos (M-S-R).
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La complejidad de los polarogramas puede ser elevada ya que no solo se obtienen las
sefiales del metal libre y de sus complejos sino que coexisten una serie de sefiales
relacionadas con procesos anddicos entre el ligando y sus complejos con el mercurio del
electrodo [94]. A menudo, la interpretacion de estos sistemas se complica debido a que
junto a la propia complejacidén coexisten otros procesos como son la difusion de las

especies, la adsorcion electrodica o complicaciones de tipo cinético.

3.4. Dificultades en la interpretacion de las sefiales

Tras la obtencion de los voltamperogramas de estos sistemas metal-ligando queda la
parte crucial de la interpretacion de estos con el fin de resolver de forma satisfactoria el
comportamiento de los sistemas. Como hemos explicado en el apartado anterior, las
sefiales voltamperométricas pueden presentar una gran complejidad debido a las
interacciones y procesos que determinan su aparicion y evolucion. Todo ello, junto con
el solapamiento que puede haber de sefiales hace necesaria, en muchas ocasiones, la
utilizacion de herramientas y metodologias quimiométricas como el MCR-ALS [4,97].
Aunque para la aplicacién de metodologias de MCR hay que asumir plenamente la

condicién de linealidad entre sefial y concentracion.

3.4.1. Solapamiento de sefiales

El tratamiento quimiométrico a datos electroanaliticos aparecid inicialmente para
solventar la resolucion de sefiales solapadas. Esta separacion se puede hacer mediante el
filtro de Kalman o la transformada de Fourier [98]; ambas metodologias tratan las
sefiales individualmente, voltamperograma a voltamperograma. No obstante, el aumento
de la complejidad de las sefiales ha hecho imprescindible la utilizacién de otros

tratamientos quimiométricos mas potentes y versatiles como el MCR-ALS.
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3.4.2. Complejo labil e inerte

La relacion entre la ventana de tiempo que la técnica utiliza en la medida y la cinética
de asociacion-disociaciéon produce un fendmeno que, desde el punto de vista

electroquimico, permite la diferenciacidon entre complejos labiles y complejos inertes.

Los complejos labiles son aquellos cuya cinética de asociacion-disociacion es mucho
mas rapida que la velocidad de la medida del instrumento por la técnica en cuestion;
esto significa que hay una interconversion continua de especies, lo que implica un total
cumplimiento de las constantes de estabilidad en la capa de difusion. Como
consecuencia, se obtendra una uUnica sefial que corresponde a un promedio de la
reduccion de todas las especies metdlicas existentes. En cambio, se le otorga el
tratamiento de electroquimicamente inerte a los complejos cuya cinética de asociacion-
disociacion es mas lenta que el tiempo necesario para efectuar la medida y, por lo tanto,
al no tener lugar la interconversion de las especies en la capa de difusion, cada especie
se transporta de manera independientemente para ser finalmente reducida en el

electrodo, obteniéndose sefiales independientes.

Sin embargo, este fendmeno no suele estar tan bien definido ya que muchos sistemas
metal-ligando presentan una cinética de asociacion-disociacion del mismo orden que la
ventana de tiempo de la técnica. Este comportamiento intermedio entre complejos
labiles e inertes supone una dificultad afiadida a la correcta interpretacion de los datos

experimentales.

3.4.3. Pérdida de linealidad

Cuando los componentes, procesos electroquimicos en el caso de las medidas
voltamperométricas, contribuyen independientemente a la corriente medida en una
magnitud proporcional a su concentracion se dice que los datos son lineales o bilineales.
Sin embargo, en las medidas electroquimicas frecuentemente se observa la falta de
linealidad entre sefiales y concentracion en el seno de la disolucion. Este
comportamiento es mucho mds habitual en los datos electroquimicos que los
espectroscopicos. Esto se debe, como se ha mencionado antes, a que diversos
fenomenos fisico-quimicos y cinéticos que se dan en la capa de difusion, aparte de la

reaccion de transferencia de electrones, influyen directamente en la intensidad medida
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en la superficie del electrodo. Estos comportamientos muchas veces comprometen la

linealidad de los datos.

En las valoraciones complexométricas de metales con ligandos tiolicos seguidas
mediante DPP, la causa mas frecuente de pérdida de linealidad es la formacion de
complejos electroquimicamente labiles, pues la continua interconversion de especies
durante la medida provoca un progresivo desplazamiento lateral de las sefiales conforme
aumenta la fraccion complejada respecto al metal libre. No obstante, la desviacion de la
linealidad de los datos causada por el desplazamiento lateral de las sefiales también
puede ocurrir debido a cambios en la reversibilidad electroquimica de los procesos que

producen las sefales [97].

Por otra parte, la pérdida de linealidad de los datos experimentales se produce por la
presencia de las sefiales anodicas relacionadas con los procesos anddicos del mercurio
con el ligando libre y los complejos formados, ya que éstas presentan frecuentemente
desplazamientos del potencial de pico, aumento o disminucién de la anchura de pico o
de la intensidad de la sefial y, muy a menudo, un solapamiento importante con las
seflales de interés. Hay que sefialar también que, ademéas de los fendmenos
mencionados, existen otros como la adsorcion de ligandos o complejos sobre la
superficie del electrodo que pueden provocar corrientes capacitivas y, como
consecuencia, importantes derivas de las diferentes sefiales o bien distorsiones de la

linea base.

Todas estas dificultades se han de tener en consideracidon en el momento de elegir la
metodologia quimiométrica apropiada para el andlisis posterior de los datos, ya que,
aunque métodos como MCR-ALS son capaces de resolver sistemas muy complejos
donde existe un gran solapamiento de sefiales, estos métodos se basan en la premisa de
una respuesta bilineal de los datos para un factorizacion de la matriz experimental (I) en
una matriz de voltamperogramas puros (V') y una matriz de concentraciones (C). Pero,
tal como se ha indicado, la falta de linealidad de los datos electroquimicos es habitual, y
la aplicaciéon de MCR-ALS no siempre es posible a no ser que la desviacion de la
linealidad sea pequefia [41]; en estos casos aunque existe una mayor falta de ajuste se

puede llegar a resultados quimicamente vélidos [96].
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Capitulo 4

Técnicas instrumentales

En este Capitulo se incluye una breve descripcion de las técnicas instrumentales
empleadas en la presente Tesis Doctoral. En el primer apartado se explican las
diferentes técnicas voltamperométricas utilizadas (polarografia de impulsos diferencial,
voltamperometria ciclica y voltamperometria de impulsos de gran amplitud). En los
apartados posteriores se detallan las técnicas que se han utilizado para complementar la
informacion obtenida mediante las técnicas voltamperométricas, como la espectrometria
de masas por ionizacion de electrospray, la calorimetria de valoracion isotérmica (ITC)
y la espectrofotometria ultravioleta visible (UV-vis). La informacion incluida en este

capitulo esta relacionada con la parte de resultados y discusidon de la memoria.
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4.1. Técnicas voltamperométricas

La voltamperometria comprende un grupo de técnicas electroquimicas que se basan en
el estudio de las curvas de intensidad-potencial. Tras la aplicacion de una sefial de
excitacion (funcion de potencial) a una celda electroquimica que contiene la disolucion
de electrolito en estudio, se genera una respuesta en forma de intensidad de corriente
que depende de los analitos y que es funcion de los potenciales redox de las especies
electroactivas, de sus concentraciones y de la velocidad de transferencia de materia en la
doble capa, ademas de otros parametros menos influyentes [86,99]. Los electrodos de
trabajo utilizados pueden ser muy diversos (tanto en material como en geometria).
Cuando se utiliza un electrodo de gotas de mercurio la voltamperometria recibe el

nombre de polarografia.

Las técnicas voltamperométricas tienen su origen en el afio 1922 cuando el quimico
checo Jaroslav Heyrovsky desarrolld la polarografia clasica utilizando un electrodo de
gotas de mercurio [100]. Este descubrimiento hizo que en 1959 recibiera el Premio
Nobel de Quimica. La polarografia cldsica es una técnica voltamperométrica basada en
el barrido lineal de potencial desde un valor en el que no hay proceso electrédico hasta
un potencial final en donde la intensidad alcanza un valor constante y en donde el
control del proceso se realiza unicamente por el transporte de materia. Esta técnica fue
utilizada para el analisis de cationes de metales y un gran numero de substancias
organicas. Sin embargo, la polarografia cldsica tiene baja sensibilidad debido a que
presenta una relacidon sefial/ruido poco favorable, consecuencia de una importante

contribucion de las corrientes capacitivas.

Para mejorar la sensibilidad de la técnica se actud sobre las corrientes capacitivas y para
ello se desarrollaron modificaciones que implicaban variaciones en las sefiales de
potencial aplicado y en el disefio de los electrodos de trabajo. Asi, la superposicion de
impulsos de potencial a la rampa lineal de potencial produce una intensidad de corriente
cuya componente capacitiva se minimiza mucho respecto a la intensidad faraddica de
interés. Por otro lado, la utilizacion de electrodos de gotas de mercurio estacionario
(SMDE) en vez de electrodos de gotas de mercurio (DME) también contribuyé a la
mejora. Sirviéndose de este concepto tedrico, se han desarrollado diferentes

modalidades de técnicas voltamperométricas como son la voltamperometria ciclica
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(CV), la voltamperometria diferencial de impulsos (DPV), la de onda cuadrada (SWV),
la de impulsos normal (NPV) y la de corriente alterna (ACV) [92,101,102].

La mejora de las prestaciones, asi como una alta sensibilidad, selectividad, robustez,
precision y un amplio intervalo de linealidad, junto con el bajo coste de la
instrumentacién, la portabilidad y la creciente utilizacién de nuevos electrodos [102]
han producido un resurgimiento del interés por los métodos voltamperométricos para la
determinacidn cualitativa, cuantitativa y cribado de una gran variedad de compuestos -
en particular en el campo farmacéutico, ambiental y bioldgico-, asi como para la
caracterizacion de procesos redox en diferentes medios, para el estudio de los

mecanismos de transferencia de electrones y en estudios de especiacion metalica.

Las medidas voltamperométricas se llevan a cabo en celdas electroquimicas que

contienen un sistema de tres electrodos:

e Electrodo de trabajo: el proceso electroquimico se produce en la superficie del
electrodo de trabajo. Ha de ser facilmente polarizable y su superficie pequefia

para asegurar una alta densidad de corriente.

e Electrodo de referencia: el potencial de este electrodo ha de ser conocido y
estable a temperatura constante. Su funcidn es actuar como referencia para medir
el potencial del electrodo de trabajo. A menudo, estos electrodos estan aislados
de la disolucion de muestra por medio de un puente intermedio, con el fin de
prevenir la contaminacion de la disolucion. Normalmente se utiliza como

electrodo de referencia el electrodo de plata - cloruro de plata (Ag/AgCl).

e Electrodo auxiliar: se utiliza para transferir la corriente al electrodo de trabajo.
La superficie es mucho més grande que la de éste, con el fin de asegurar que el
proceso electroquimico ocurra lo suficientemente rapido y asi no limitar el
proceso en el electrodo de trabajo. El electrodo auxiliar es de un material inerte

como el platino o el grafito.

El funcionamiento basico de las técnicas voltamperométricas es la aplicacion de una
sefial de potencial entre el electrodo de trabajo y el de referencia y la medida de la

intensidad que fluye entre los electrodos de trabajo y auxiliar.
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4.1.1. Polarografia diferencial de impulsos

Para la realizacion de los trabajos presentados en esta Tesis se ha utilizado
principalmente la polarografia diferencial de impulsos (DPP). Esta técnica fue la
escogida para el estudio electroquimico de los sistemas de complejacion metal/ligando,
ya que permite llegar a concentraciones cercanas a las del medio celular (< 10 mol L™
en ligando) y ofrece una fuerte dependencia de sus sefiales con la especiacion de los

compuestos estudiados.

DPP es un tipo de voltamperometria diferencial de impulsos donde el electrodo de
trabajo es un electrodo de gotas de mercurio estaticas (Static Mercury Drop Electrode,
SMDE). Es una técnica muy util para la determinacidon de trazas tanto de especies
organicas como inorganicas y que permite el seguimiento tanto de procesos de
reduccion como de oxidacion. Las caracteristicas del electrodo de mercurio se detallan

en el Capitulo 3.

AE
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~
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Figura 10. a) Sefial de excitacion de la voltamperometria diferencial de impulsos. b)
Voltamperograma de respuesta analitica tipica.

La sefial de excitacion aplicada en un barrido de DPP (Figura 10a) es una rampa lineal
de potencial a la cual se han superpuesto impulsos de potencial de amplitud constante
(AE = 20-100 mV), a intervalos de tiempo también constantes (t; = 1-2 s); la duraciéon
de estos impulsos (t,) suele estar entre los 50 y 100 ms y se aplican al final de vida de la

gota.
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La medida de la intensidad de corriente corresponde a la diferencia entre la medida de
intensidad justo antes de aplicar cada impulso de potencial (I,) y justo antes de que éste
finalice (Ip), representado de esta manera I,-I, frente al potencial, lo que da un
voltamperograma en forma de pico (Figura 10b). Esta sefial analitica es simétrica
cuando el proceso es reversible y tiene una altura (I,) directamente proporcional a la
concentracion del analito en el seno de la disolucidon, que ademas aumenta al
incrementar la amplitud del impulso. La anchura a media altura (W) del pico depende
del impulso aplicado. La medida de la diferencia de intensidades a potenciales tan
préximos mejora considerablemente la relacion sefial-ruido y minimiza las intensidades
capacitivas lo que hace que la polarografia diferencial de impulsos pueda llegar a
determinar, en condiciones muy favorables, concentraciones del orden de 107 mol L.
Hay que sefialar que tanto la DPP como la DPV (con electrodos estacionarios) ofrecen
una mayor selectividad frente a otras técnicas de impulsos, pues la sefial analitica en

forma de pico mejora la resolucion entre especies [101,102].

4.1.2. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es una técnica electroanalitica en donde se aplica un
barrido de potencial en forma triangular a un electrodo estacionario (Figura 11a) entre
dos potenciales E; y E, y se mantiene la disolucion sin agitacion. El intervalo de
potenciales seleccionado en cada experimento es aquel en el que tiene lugar la
oxidacion o la reduccion controlada por difusion de uno o mas analitos. La velocidad de
barrido es la misma en ambas direcciones y dependiendo si la direccion inicial es hacia
potenciales positivos o negativos se denominan barrido anodico o catodico,
respectivamente [101,102]. La corriente medida se registra en funcién del potencial

aplicado y se obtienen voltamperogramas como el que se muestra en la Figura 11b.

En los voltamperogramas ciclicos los pardmetros caracteristicos son el potencial y la
intensidad tanto del pico catddico (E,c y I,) como del anddico (Epa y Ipa). La
reversibilidad de la reaccion electrddica implica corrientes de pico anddico y catddico
aproximadamente iguales pero de signo opuesto (excepto para el caso de iones
metdlicos y electrodos de mercurio) y con una diferencia entre los potenciales anodico y
catédico de 0,0592/n V (siendo n el numero de electrones implicados en la

semireaccion). La voltamperometria ciclica es una técnica que se utiliza basicamente
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para el estudio de mecanismos y de cinéticas de los procesos redox tanto de sistemas

organicos como organometalicos o inorganicos.

a) b)

’t 2’t E, E E,

Figura 11. a) Barrido de potencial durante una medida de voltamperometria ciclica; donde E1 es
el valor inicial, E; y E, son los dos valores limite. b) Voltamperograma ciclico tipico de una
reaccion reversible, donde E, e I, son el potencial de pico y la intensidad de corriente
respectivamente.

4.1.3. Voltamperometria de impulsos de gran amplitud

La voltamperometria de impulsos de gran amplitud (Large Amplitude Pulse
Voltammetry, LAPV) es una técnica que se basa en la medida de la variacién de la
intensidad de corriente frente al tiempo en que dura la aplicacion de una serie de
impulsos de amplitud elevada. La funcidon de potencial aplicada consta de impulsos de

potencial cuya amplitud aumenta o disminuye tal como se muestra en la Figura 12a.

La intensidad de corriente medida al aplicar los impulsos tiene una evolucion
exponencial, la cual viene determinada por la contribucion de la corriente no faradica
(debida a la reorganizacion de las cargas en la doble capa eléctrica) y de la corriente
faradica (correspondiente a las reacciones de oxidacion/reducciéon que ocurren en el
electrodo), tal como se muestra en la Figura 12b. Ambas corrientes tienen una relacién
directa con la naturaleza del electrodo, el analito y la concentracion de éste presente en
la disolucién permitiendo obtener informacidn sobre la composicion quimica de la

muestra. La sefial medida tendra sélo la componente no farddica si la amplitud de
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potencial aplicado no es suficiente para que se produzcan reacciones electroquimicas, en
cambio si los compuestos se oxidan o reducen la sefial del impulso serd una
combinacion de corriente no farddica y corriente faradica. Al inicio de cada medida se
aplica un potencial de 0 V omitiendo asi la corriente farddica y posteriormente se

aplican los sucesivos impulsos de diferente amplitud.

YE(V) L), It}

Corriente no faradaica

Corriente faradaica

-
~—
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Figura 12. a) Sefiales tipicas de potenciales de LAPV aplicados frente al tiempo. b) Respuesta
de la variacion de corriente tras un impulso y las contribuciones que la componen. ¢) Sefial
analitica tipica de la aplicacion de un de impulso de gran amplitud LAPV.

Inicialmente la sefial de intensidad para cada impulso de la LAPV es puntiaguda debido
a la migracion de las especies cargadas hacia la superficie del electrodo creando asi la
doble capa de Helmholtz. A continuacion, la sefial decae hasta que la corriente estd
limitada por la corriente farddica de difusion, como se muestra en la Figura 12c. El
tamafio y la forma de la respuesta transitoria reflejan la cantidad y los coeficientes de
difusion de las especies electroactivas y sus cargas en la disolucién [103]. Esta técnica
poco usual se utiliza basicamente cuando se trabaja con narices y lenguas electronicas

voltamperométricas.
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4.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica imprescindible en quimica analitica,
utilizdndose para el andlisis de moléculas inorganicas, organicas y biologicas, para la
determinacion de la composicion elemental y de bajos niveles de concentracion de
analitos en muestras, para determinar la estructura y la composicién de superficies, para
determinar relaciones isotdpicas, o para establecer la composicion cualitativa o
cuantitativa de muestras complejas. El campo de aplicacion de esta técnica es muy
grande abarcando la investigacion biotecnoldgica, farmacéutica, clinica y

medioambiental.

Las tres partes fundamentales en las que se puede dividir un espectrometro de masas
son: 1) la fuente de ionizacion es donde se introducen las muestras ya sea de manera
directa o indirecta, a través de un cromatdgrafo o un equipo de electroforesis capilar y
en donde las moléculas son ionizadas; ii) el analizador en el cual entra un haz de iones
positivos o negativos procedentes de la fuente de ionizacidon y en donde las especies se
separan en relacion de su masa/carga (m/z); iii) el detector a donde llegan los iones
separados, el cual envia las sefiales a un sistema de adquisicion de datos donde los
resultados referentes a las distintas relaciones m/z se recogen y se presentan en forma de

un espectro de masas [104].

Los métodos de ionizacion que se utilizan dependen de la naturaleza de la muestra y la
clase de informacion que se desea obtener. Los espectros de masas obtenidos dependen
en gran medida del sistema de ionizacidn utilizado siendo por este motivo una etapa
crucial para el analisis de cualquier muestra por MS. Los métodos de ionizacidén que se
pueden utilizar son: ionizaciéon quimica a presion atmosférica (APCI), ionizacidén
quimica (CI), ionizacién por impacto de electrones (EI), ionizacién por electrospray
(ESI), bombardeo con atomos acelerados (FAB), ionizacion y desorcion de campo (FD/
FI), 1onizacion por desorcion laser (LDI), ionizacion por desorcion laser asistida por una

matriz (MALDI) o ionizacidn de termospray (TSP).

Los diversos analizadores tienen diferentes principios fisicos para separar y medir las
masas de los iones. La eleccion entre estos varia en funcidn de sus aplicaciones y las
necesidades del estudio, ya sea la exactitud de las masas que es capaz de separar, acceso
a los iones de masas moleculares muy altas, una maxima resolucion o una gran

sensibilidad. Dentro de los diferentes tipos de analizadores, los mas utilizados son los de
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sector magnético, de cuadrupolo (Q), de trampa de iones (IT), de tiempo de vuelo
(TOF), de resonancia iénica en ciclotron (ICR) o analizadores Orbitrap. En algunas
ocasiones los analizadores no ofrecen las expectativas analiticas deseadas para muestras
complejas. En estos casos se recurre al acoplamiento de dos analizadores con la

finalidad de conseguir los resultados requeridos.

Actualmente, existen en el mercado una gran variedad de sistemas de ionizacioén y de
analizadores y en consecuencia hay una gran diversidad de instrumentos disponibles,
aunque no todos los métodos de ionizacidn son compatibles con todos los analizadores.
En los andlisis bioquimicos la mayoria de los estudios se realizan mediante los métodos
de ionizaciéon ESI o MALDI. En los trabajos de complejacion de esta Tesis se ha
utilizado un espectrometro de masas con ionizacion por electrospray y un analizador de

tiempo de vuelo (ESI-TOF), el funcionamiento del cual se describe a continuacién.

Durante los afios 80 del siglo pasado aparecieron diversos trabajos en donde se utilizaba
el método de ionizacién mediante electrospray, aunque fue en los afios 90 cuando se
produjo el auge en su aplicacidon. El desarrollo de ESI dio lugar a que John B. Fenn
recibiera el premio Nobel en Quimica en 2002 «for the development of soft desorption
ionisation methods for mass spectrometric analyses of biological macromolecules

(electrospray)».

Durante la ionizacién por electrospray la muestra se disuelve en un disolvente polar y
volatil, y se bombea por un capilar de acero inoxidable de 75—-150 um a una velocidad
de flujo entre 1 pL min" y 1 mL min™. En la punta del capilar se aplica una gran tensién
negativa o positiva entre +£3 y +4 kV. Debido al voltaje aplicado la muestra se dispersa
en forma de aerosol donde las gotas estdn cargadas. Para ayudar a propagar el espray
por el espectrémetro de masas un gas nebulizador (nitrégeno) circula a lo largo de la
parte externa del capilar [104,105,106]. El esquema esta representado en la Figura 13a.
Una corriente de nitrégeno caliente que pasa frente a la fuente de ionizacidén evapora el
disolvente de las gotas cargadas disminuyendo de esta manera su tamafio. Esta
evaporacion hace que aumente la densidad de la carga eléctrica en la superficie de las
gotas hasta un punto critico. En este momento, las gotas se dividen en gotas mas
pequeiias. La repulsidn electrostatica expulsa los iones a partir de las diminutas gotas
altamente cargadas en la fase de gas, como se observa en la Figura 13b. Finalmente,

algunos de estos iones pasan por el cono que se encuentra en una zona intermedia al
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vacio para acabar pasando a través de una pequeila apertura al analizador del

espectrometro de masas.

a)

Gas secador
Muestra liquida 1

l e _':": P

Analizador (104 / 10-° mbar)

" ® '::. \\
o..‘.
Tension 3-4 K\'_T ‘e®

Gas nebulizador

E-8-0—~

Evaporacion del Fision de Ion desolvatado
disolvente las gotas

Figura 13. a) Esquema de la fuente de ionizacién por electrospray. b) Proceso de ionizacion por
electrospray

La composicion de las disoluciones amortiguadoras que se utilizan en los analisis ESI es
clave para obtener una buena sensibilidad en las medidas, debido a que la tensidon
superficial es crucial para la formacion de un espray estable. Es necesario también
optimizar otros parametros como la velocidad de flujo, el voltaje aplicado y la
conductividad. Ademas, las disoluciones compatibles con ESI han de ser volatiles y la
composicion del disolvente dependerd del tipo de andlisis y del modo de electrospray
que se elija. En el caso de péptidos y proteinas el modo positivo es habitualmente el mas
utilizado para los analisis. En el modo positivo las cargas se transportan por los cluster
del disolvente a través de los acidos débiles utilizados, como el formico o acético los
cuales inducen la protonacion de las moléculas. La mayoria de estos casos se llevan a

cabo con las disoluciones protonadas de acetonitrilo/agua o metanol/agua [106].

ESI es una técnica analitica muy sensible que se considera como un método “suave” de

ionizacion ya que se transfiere muy poca energia a la molécula a parte de la requerida
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para producir la ionizacion de las muestras mediante la desprotonacidén o protonacion.
Por este motivo queda muy poca energia extra que pueda provocar la disociacion o la
fragmentacion de los iones de la muestra. Después de la etapa de ionizacidn los iones

pasan al analizador.

El analizador de tiempo de vuelo (Time Of Flight, TOF) fue el utilizado en los trabajos
de la presente Tesis. Este es uno de los analizadores mas sencillos y se basa en la
relacion entre la masa y la velocidad de los iones. Se mide el tiempo que necesitan los
iones acelerados para recorrer una distancia determinada (L), la cual depende de las
caracteristicas del instrumento, sin que los iones estén sometidos a un campo eléctrico
y/o magnético. Los iones formados se aceleran mediante impulsos de campo eléctrico
de 10°-10" V. Los iones acelerados pasan a la regién donde no hay campo externo, que
se llama drift tube (tubo de flujo) [104]. Como todos los iones tienen la misma energia
cinética, sus velocidades (v) estan directamente relacionadas con su masa (m) como se

puede observar en la ecuacion:
v= |[— (Ec.4.1)

donde z y V son la carga y el potencial aplicado, respectivamente. Por lo tanto, los iones
mas ligeros llegaran al detector antes que los mas pesados. Al substituir la velocidad (v)
por la longitud del tubo de flujo (L) entre el tiempo (t) se obtiene la ecuacidon expresada

en tiempo de vuelo:

Las prestaciones del TOF son especialmente interesantes, sobre todo en cuanto a la
resolucion y la exactitud en la determinacion de la masa ya que se consiguen valores

inferiores a partes por millon.

4.3. Valoracion calorimétrica isotérmica

Para el analisis termodindmico de muchos sistemas se utilizan técnicas calorimétricas.
Estas técnicas describen el estado y la transformacion de las especies, proporcionando la

explicacion de por qué y hacia donde evolucionan los sistemas fisico-quimicos. Estas
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caracteristicas otorgan a estas técnicas una gran utilidad para el estudio de interacciones

quimicas y/o bioldgicas.

Entre las técnicas calorimétricas, las valoraciones calorimétricas isotérmicas (ITC) se
utilizan para caracterizar termodindmicamente los fendmenos de interaccion entre
diversas especies. Esto implica la determinacion de la energia libre de Gibbs (AG), la
entalpia (AH) y la entropia (AS) a una temperatura determinada, y también la capacidad
calorica, la cual se utiliza para predecir el cambio de los tres pardmetros mencionados
anteriormente [107]. Ademas, a través de la medida directa de la variacidon de calor que
se produce durante la formacién de un complejo a temperatura constante, se puede
calcular la constante de asociacidn y la estequiometria del complejo formado. En su
origen, esta técnica se utilizd para la cuantificacion de las interacciones en sistemas
bioquimicos, aunque debido a la gran sensibilidad que presenta su uso se ha ido
extendiendo a diferentes campos del andlisis quimico y del reconocimiento molecular,
siendo ampliamente utilizada en estudios de bioquimica, fisica, biotecnologia,

biomedicina y farmacologia.

La ITC consiste en la adicion de alicuotas de una disolucién que contiene uno de los
componentes (ligando o metal, en nuestro caso) en una celda aislada a temperatura
constante que contiene la disolucidén del otro componente. El principio fundamental es
que es un sistema cerrado a temperatura y presion definidas, el equilibrio quimico
corresponde al minimo de la energia libre de Gibbs (AG). El proceso de complejacion
se sigue respecto a una celda de referencia que contiene el mismo disolvente que el
usado en la celda de trabajo. A partir de los datos experimentales se determina
directamente, mediante un ajuste no lineal por minimos cuadrados, la constante de
formacién (K,), la estequiometria (N) y la entalpia (AH), asi como la energia libre de

Gibbs (AG) y la entropia (AS) a través de las ecuaciones siguientes [69,107]:

AG= AH—-TAS (Ec. 4.3)

AG = —RT InK (Ec. 4.4)

Cuando se produce una reaccion exotérmica (cesidon de calor) durante las adiciones, esta
provoca cambios negativos de la potencia en el sistema y con el fin de mantener el
equilibrio de las temperaturas entre las dos celdas (celda de trabajo y referencia) el

sistema debe proporcionar la potencia necesaria para compensar la diferencia térmica.
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En este caso se observan picos negativos en el grafico que representa las sefiales de
potencia en funcion de la relacion metal/ligando o viceversa. Estas sefiales iran
disminuyendo a lo largo de las adiciones hasta observar solamente el calor de la
diluciéon. En cambio, cuando en la celda de trabajo se producen reacciones
endotérmicas, los picos que se observan son positivos [108]. Los datos tipicos obtenidos
en un experimento de ITC se presentan en la Figura 14a donde se puede ver que las
sefiales, en forma de pico, son debidas al calor producido en la reaccidon tras las
sucesivas adiciones de ligando en la celda calorimétrica de trabajo la cual contiene una
disolucion de metal. Estos datos se integran con respecto al tiempo y se normalizan en

funcién de la relacion molar como se muestra en la Figura 14b.
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Figura 14. a) Datos experimentales de una valoracion calorimétrica isotérmica. b) Grafica con
los datos integrados respecto a la relacion molar.

4.4. Absorcion molecular ultravioleta visible

La técnica de absorcion molecular en el ultravioleta y en el visible (UV-vis) es una

técnica espectroscopica que se basa en la irradiacion de las muestras con radiacion
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electromagnética de esta zona del espectro y absorcion de parte de esta radiacion por las

moléculas en estudio.

Durante la irradiacion de energia a una molécula si la diferencia entre dos estados
electrénicos coincide con la energia de los fotones (h v) de la radiacién incidente ésta se
absorbera y se producira una transicion entre dos estados, de manera que un electrén en
estado fundamental (baja energia) pasara a un estado excitado (alta energia). La relacion
logaritmica entre la intensidad de la radiacion emitida (I,) que llega a la celda y la
intensidad de salida (I), una vez ha atravesado la disolucion con la muestra, se define
como absorbancia (A) y se relaciona con la concentracidon segliin la lay de Lambert-

Beer, donde € es la absortividad molar, b el camino dptico y ¢ la concentracion:
A = logy, () = €be (Ec. 4.5)

Las longitudes de onda pertenecientes a la region UV van desde 200 a 400 nm y para la
visible de 400 a 800 nm. La absorcion de radiacién UV-vis para cualquier substancia se
debe a transiciones electronicas de la capa de valencia dentro de estos intervalos. Las
transiciones electrénicas 1 — n* y n — 7* son las principales responsables de las
bandas de absorcion UV-vis y pueden tener lugar entre orbitales croméforos o entre uno

cromoéforo a otro que no lo sea [109].
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Tratamiento de datos

A pesar de que esta Tesis se basa en el desarrollo y aplicacion de una nueva
metodologia quimiométrica para el tratamiento de datos voltamperométricos, también se
trataron los datos del sistema entre el BAP y el cobre por MCR-ALS, con el objetivo de
hacer un analisis combinado de datos de diferentes técnicas instrumentales
proporcionando una mejor diferenciacidn entre los componentes, la existencia de zonas
mas selectivas, la aplicacién de un numero mayor de restricciones y, en consecuencia,

una mayor calidad en la extraccion de informacion.

También se utilizd la voltamperometria de eliminacion mediante barrido lineal (EVLS)
para estudiar los procesos de adsorcidén de un ligando y sus complejos en el electrodo

durante las medidas.
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5.1. Resolucion multivariante de curvas por minimos cuadrados

alternados (MCR-ALYS)

La metodologia MCR-ALS ya ha sido previamente explicada en apartado 1.2. La
aplicacién del MCR-ALS a valoraciones complexométricas consta de las siguientes

etapas (Figura 15):

i) Una vez registrados los voltamperogramas o espectros a diferentes ratios
metal/ligando, los datos se transfieren al entorno de Matlab, mediante el
programa gpes el cual estructura los datos experimentales en un vector de
potenciales o longitudes de onda y una matriz de intensidades. Posteriormente,

se combinan ambos en una matriz por filas.

ii) A continuacion, se suavizan los datos y se corrige la linea base tal y como se
explic6 en el apartado 1.1.1. Las matrices de intensidades suavizadas
generalmente ofrecen una falta de ajuste menor cuando se descomponen durante
el proceso iterativo. Sin embargo, en ocasiones, esta correccion puede dificultar
la diferenciaciéon de componentes si sus vectores respuesta unitarios son

excesivamente similares.

iii) Para la estimacion del numero de componentes necesarios para explicar la
variabilidad de la matriz I, es necesario descomponer €sta en valores singulares
mediante el algoritmo Singular Value Decomposition (SVD) el cual descompone
la matriz I en una matriz diagonal cuyos elementos, no negativos y presentados
en orden decreciente, son sus valores singulares [110]. La estimacidn se efectua
visualmente, de manera que si no existe pérdida de linealidad de los datos
electroquimicos, deriva de la linea base u otras interferencias de tipo fisico como
adsorcion electrodica, los valores singulares mas significativos se pueden asociar

a especies quimicas diferentes o a procesos electroquimicos diferentes.

iv) Un paso importante para ayudar al proceso de optimizacion es la seleccion de
una estimacion inicial de la matriz C o V'. En medidas voltamperométricas, la
construccion de la matriz V," inicial es lo mas recomendable y se lleva a cabo
mediante el programa peakmaker [111] desarrollado por el grupo de
Electroanalisis. Este programa permite dibujar en la pantalla del ordenador, para

cada uno de los componentes escogidos, un voltamperograma tedrico que sigue
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funciones de tipo gaussiano. En cambio, en las medidas espectroscopicas la
estimacion inicial se realiza mediante el método simple-to-use interactive self-
modeling analysis (SIMPLISMA) que analiza matematicamente los datos de la
matriz I para retornar las columnas con los componentes o variables mas puras o

las filas con los espectros mas puros [112].

v) Se introducen una serie de restricciones (explicadas en el apartado 1.2)
asociadas a unas propiedades quimicas o matematicas que se cumplen en todo el

sistema o algunos de sus componentes.

vi) Y finalmente se factoriza la matriz experimental 1.

1) Registro de los voltamperogramas

72)”Suavizado y correccion de la linea base

T

3) Estimacion de componentes (SVD)
I
4) Estimacién inicial de voltampert

5) Aplicacion de restriceiones

6) Aplicacion del MCR-ALS

Figura 15. Etapas del tratamiento quimiométrico por MCR-ALS a datos voltamperométricos.

Para aplicar el MCR-ALS a un estudio combinado de matrices obtenidas por diferentes
técnicas instrumentales se han de disefiar los experimentos de manera adecuada,

haciendo que las matrices experimentales I de ambas técnicas contengan el mismo
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numero de columnas (potenciales, longitudes de onda) y/o de filas (voltamperogramas,
espectros) a fin de poder formar una matriz I, denominada matriz aumentada (Figura

16).

nE n,E nS nE n,E nE n,E

* [[VZ V] us

nr Il ' I, — nr (; + xl X’ nr

Figura 16. Organizaciones matriciales para el andlisis MCR-ALS simultaneo de valoraciones
obtenidas por diferentes técnicas instrumentales para un mismo sistema.

En el caso de las valoraciones complexométricas, para la construccion de la matriz
aumentada con matrices experimentales de diferentes técnicas instrumentales, el nimero
y el progreso de las medidas de la valoracidon para ambas matrices experimentales I; e I,
han de ser el mismo. De esta manera, la variabilidad en las concentraciones se mantiene
al aumentar las filas de la matriz, por lo que obtendremos unos perfiles de
concentraciones C tinicos para ambas valoraciones y una matriz V' que contendré los

voltamperogramas/espectros unitarios diferenciados segun las técnicas utilizadas.

5.2. Voltamperometria de eliminacion con barrido lineal (EVLS)

La voltamperometria de eliminaciéon con barrido lineal (Elimination Voltammetry with
Linear Scan, EVLS) es un método voltamperométrico que mediante un tratamiento
matematico de los voltamperogramas permite la eliminacidn de ciertas intensidades de
corrientes de las medidas que se llevan a cabo por voltamperometria de barrido lineal
(LSV). El método se basa en la eliminaciéon de una o mas intensidades superfluas,

mediante combinaciones lineales adecuadas de resultados experimentales.

EVLS se aplica con el fin de separar el efecto que produce la intensidad de difusion,
cinética y de carga en la intensidad de corriente total. La teoria se fundamenta en que
parte de la intensidad de la corriente total (I) se puede expresar como suma de las

intensidades de corrientes particulares (I;) [113]:
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=X (Ec. 5.1)

y donde cada intensidad de corriente particular se expresa como una combinacion de

dos funciones independientes:
I=W(v)- Y(E) = Y(E)- v* (Ec.5.2)

siendo las funciones Y (E) especificas para cada intensidad de corriente mientras que las

funciones W(v) dependen de las velocidades de barrido (v):

N| =

(1) Intensidad de difusion Iq =v2-Y4(E) (Ec. 5.3)

(2) Intensidad cinética I, = v%- Y (E) (Ec. 5.4)

(3) Intensidad de carga I. =v - -Y.(E) (Ec.5.5)
S = By a (Bc. 5.6)

Donde I; es el total de corrientes voltamperométricas medidas a una velocidad de
barrido determinada (i) y a; es el coeficiente de eliminacion [114]. Mediante
combinaciones lineales de las intensidades parciales, medidas a diferentes velocidades
de barrido (intensidad de difusion I, intensidad cinética Iy e intensidad de carga 1), se
obtienen seis funciones de eliminacion de manera que algunas intensidades pueden ser
conservadas y otras eliminadas. La corriente puede ser descrita por una funcion general

con tres términos:
aili. = aj(Ig)i + ai(Ix)i + ai(le); (Ec.5.7)

Segun las intensidades que se conserven o eliminen se obtienen las diferentes funciones
de eliminacidén que se muestran en la Tabla 2, donde a;, a; y a3 son coeficientes de
eliminacion calculados mientras que I;, I y Is son las corrientes totales medidas a
velocidades de barrido distintas, pudiendo trabajar a cualquier velocidad siempre y que
se cumpla que v; < v, y v» < vi. En el caso particular de que el proceso medido por
EVLS esté controlado por difusion, es en la funcion E4 donde se conserva la intensidad

de difusion y se eliminan las de intensidad cinética y carga.
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Tabla 2. Tipos de funciones de eliminacion donde Iy, I, I. son la intensidad de difusion, la
intensidad cinética y la intensidad de carga respectivamente.

E1 I4 # 0; I, = 0; (I, distorsionada)
E3 I4 = 0; Iy # 0; (I, distorsionada)

Id;éO;Ik:O;Ic:O

E5 L=0;L#0;1,=0 arlitarhbtaslh

Id=0; Ik:O,Ic?&O

El procedimiento experimental en la aplicacion de EVLS es el siguiente:

i.  Se registran una serie de voltamperogramas ciclicos a diferentes velocidades de

barrido (vi, v2 y v3).
ii.  Después se exportan los datos a Excel.
iii.  Se calculan los coeficientes de eliminacidon con Matlab y se exportan a Excel.

iv.  Finalmente, se multiplican a las corrientes totales y se suman siguiendo la

funcién E4, obteniendo un tnico vector.

De este modo, se puede distinguir si las especies transportadas se absorben o no en el
electrodo antes de su reduccion. En el caso de la adsorcion, se obtiene una sefial de

forma de pico-contrapico caracteristico para la funcién de intensidad f(14).

Esta técnica se ha considerado en esta Tesis para el estudio de las interacciones del
sistema BAP:Cu(Il) con el objetivo de obtener informacion mds detallada de los

procesos que se producen en la superficie del electrodo.
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Capitulo 6

Instrumentacion y reactivos

En este capitulo se presenta la instrumentacion utilizada para el desarrollo de esta Tesis.
En primer lugar se detalla la instrumentacion electroanalitica, para a continuacidon
describir el espectrometro de masas, el microcalorimetro y el espectrofotdmetro
ultravioleta-visible que se han utilizado para complementar los resultados obtenidos a

partir del tratamiento quimiométrico de los datos voltamperométricos.

En el apartado de reactivos se incluyen tanto los reactivos utilizados para los estudios de
las interacciones metal-ligando como los utilizados en los estudios realizados durante la
estancia predoctoral en la Universidad de Linkoping. Igualmente se describe la

preparacion de las diferentes disoluciones utilizadas a lo largo de la Tesis.
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6.1. Instrumentacion

6.1.1. Instrumentacion electroquimica

Instrumentacion polarogrdfica

Los diferentes estudios polarograficos se han realizado con el equipo 757 VA
Computrace (Metrohm) conectado a un ordenador personal mediante el software de
adquisicion de datos VA Computrace 1.0. El electrodo de trabajo utilizado es un
electrodo multimodo que combina el de gotas de mercurio (DME/SMDE) y el de gota

colgante de mercurio (HMDE) en un tnico dispositivo (Figura 17a).

a)

c) ‘ﬁ(’

Figura 17. Electrodos utilizados en la celda voltamperométrica: a) Electrodo de trabajo
multimodo de gotas de mercurio; b) Electrodo auxiliar de carbono vitrificado; ¢) Electrodo de
referencia de Ag|AgCl y puente salino para el electrolito.

Este consiste en un médulo que encierra un depdsito que contiene el mercurio el cual
fluye por un capilar de vidrio (longitud 12-20 cm, didmetro interno 30-50 pm)
formandose una gota en el extremo del capilar. La formacion de la gota esta controlada
por un mecanismo neumatico. El deposito de mercurio tiene una conexion eléctrica para

poder realizar las medidas. En la presente Tesis el electrodo se utilizdé en modo de gotas
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de mercurio estaticas (SMDE). De esta manera tenemos una gota de superficie
constante practicamente durante toda su vida, lo que minimiza la contribuciéon de la
intensidad capacitiva. La pureza del mercurio debe ser elevada y se utiliza siempre

mercurio bidestilado.

Software VA Computrace
Micropipeta pH- metro ‘

Celda polarografica __ VA Computrace (Metrohm)

Figura 18. Esquema del montaje instrumental utilizado en las valoraciones polarograficas.

La celda electroquimica donde se llevaron a cabo los diferentes analisis
electroquimicos, ademas del electrodo de trabajo contiene un electrodo auxiliar de
carbono vitrificado y un electrodo de referencia de Ag|AgCl|3 mol L KCl elegido ya
que tiene valores de potencial muy reproducibles (Figura 17b y Figura 17c,

respectivamente).

El montaje experimental consiste en una celda electroquimica constituida por los tres

electrodos conectados al potenciostato y sumergidos en la disolucion de trabajo que
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contendra las especies que se analizan. La celda incorpora también una entrada de
nitrégeno para poder pasar el gas a través de la disolucion antes de iniciar la valoracion
y justo después de cada adicidn, con el fin de desoxigenar la muestra y asi evitar la
aparicion de las sefiales del oxigeno y la oxidacion de los compuestos estudiados. Las
adiciones de los diferentes compuestos se realizaron con micropipetas automaticas
Nichipet EX (Nichiryo). El pH de las disoluciones se mide con un electrodo combinado
Orion 9103SC conectado con un pH-metro Orion SA 720. La Figura 18 muestra el

esquema instrumental utilizado.

Instrumentacion voltamperomeétrica utilizada en la Universidad de Linkdping

Los estudios mediante LAPV se llevaron a cabo con un sensor voltamperométrico de
platino, el cual tiene incorporado un sistema de autopulido. El sensor
voltamperométrico consta de un anillo de platino (que actia como electrodo de trabajo)
que se encuentra alojado dentro de un cilindro de acero inoxidable, utilizado como
electrodo auxiliar. Para estos estudios se omitid el uso de un electrodo de referencia
(Figura 19a). El Pt fue seleccionado como material para el electrodo de trabajo debido a
sus propiedades cataliticas. El mecanismo de autopulido consiste en dos piezas de vidrio
afiladas que estan presionando sobre la superficie del electrodo de trabajo y el borde del
cilindro de acero inoxidable. Todo ello estd conectado a través de un eje a un motor
eléctrico (9 V), del cual se optimizo su funcionamiento a una velocidad de una vuelta

cada 10 s.

El sensor de Pt y el electrodo auxiliar estan conectados a una unidad electrénica,
construida en el laboratorio de Applied Physics de la Universidad de Link&ping, la cual
consiste en un potenciostato y una tarjeta de adquisicion de datos, todo ello junto con
los pardmetros experimentales se controlan a través de un programa especifico creado

en LabVIEW. En la Figura 19b se muestra el esquema del montaje experimental.
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Figura 19. a) Sensor voltamperométrico con unidad de autopulido utilizado. b) Montaje
instrumental utilizado en las medidas mediante el sensor voltamperométrico.

6.1.2. Instrumentacion de espectrometria de masas

Las medidas de espectrometria de masas se han realizado para la determinacion de las
masas de los complejos en los sistemas metal/ligando estudiados. Estas se llevaron a
cabo en un espectrometro de masas con ionizacién por electrospray y un detector de
tiempo de vuelo (Agilent 6500 series). Las muestras se introducian directamente a
través de un inyector. En la Figura 20 se puede ver el instrumento utilizado. El control
instrumental, la deconvolucion de los espectros y su andlisis se han realizado a través de
un ordenador mediante el programa MassHunter Workstation Software (B.02.00). Estas
medidas se han llevado a cabo en los laboratorios de los Centros Cientificos y

Tecnoldgicos de la Universidad de Barcelona (CCiTUB).

Figura 20. Espectrometro de masas series ESI-TOF (Agilent 6500 series).

88



Capitulo 6. Instrumentacion y reactivos

6.1.3. Instrumentacion calorimétrica

Las valoraciones calorimétricas se han llevado a cabo en el microcalorimetro VP-ITC
MicroCal (MicroCal, Inc.), pudiendo medir el calor absorbido o emitido durante el
estudio de la interaccion metal/ligando. En la Figura 21 se muestra el microcalorimetro
utilizado y una representacion esquematica de éste. El instrumento consiste en dos
celdas, una de trabajo donde tiene lugar la reaccion entre el metal y el ligando, y otra
que hace de referencia y que contiene el mismo medio (disolvente, disolucion
amortiguadora de pH) que la de trabajo. Ambas celdas estan fabricadas de Ni
Hastelloy® Alloy C 276. El acceso a las celdas, ya sea para llenarlas o limpiarlas, esta
situado en la parte superior del instrumento donde se sitila la jeringa inyectora (el
volumen del inyector es de 0,3 mL) la cual se utiliza también para la agitacién de la
disolucion. El volumen de trabajo de las celdas es de 1,4 mL, aunque el volumen total
(contando la celda en forma de moneda y el tubo de acceso a ella) es de 1,8 mL. Todos
los parametros experimentales y el funcionamiento del inyector se controlan a través del
software VPViewer (MicroCal, Inc.). Estas medidas se han llevado a cabo en los
laboratorios de los Centros Cientificos y Tecnologicos de la Universidad de Barcelona

(CCiTUB).

Sensor o |

Lead screw

Sensor ? 1.

!
‘\i ,f.' Injector
)
4

Plunger

Sturing

Syrnge

== Outer shield
Inner shield

Reference cell ~+=1 11 va B Sample cell

Figura 21. Microcalorimetro VP-ITC y la representacion esquematica de sus componentes.
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6.1.4. Instrumentacion espectrofotométrica de UV-vis

Para el estudio de absorciéon molecular ultravioleta visible (UV-vis) se utilizd un
espectrofotometro Lambda 19 (Perkin-Elmer) mostrado en la Figura 22. Es un
instrumento de doble haz, de manera que en la primera cubeta se coloca la disolucion
amortiguadora de pH que actla de blanco y en la segunda cubeta se sigue la valoracion

entre el metal y el ligando.

Las cubetas utilizadas son de cuarzo (Suprasil) con un paso de luz de 10 mm. Todos los
parametros experimentales son controlados y los datos son adquiridos a través de un

ordenador personal.

Figura 22. Fotografia del espectrofotdmetro Perkin-Elmer Lambda 19.

6.2. Reactivos y disoluciones

6.2.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos en las empresas Merck, Sigma-Aldrich,

Panreac, Fluka o Carlo Erba y son de grado analitico o suprapuro (Tabla 3).

Las fitoquelatinas (y-Glu-Cys)2-Gly (PC2) y (y-Glu-Cys)5-Gly (PC5) han sido
sintetizadas por la empresa DiverDrugs, S.L. (Barcelona). La pureza cromatografica de

las fitoquelatinas sintetizadas es superior al 90 %. Las impurezas son fragmentos
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minoritarios de PCn, sin los grupos reducidos, y tienen un impacto minimo sobre los
procesos de complejacion de estos sistemas. El 4dcido meso-2,3-dimercaptosuccinico
(DMSA), el 2,3-dimercaptopropanosulfato de sodio (DMPS) y la bencilaminopurina
(BAP) se han obtenido en Sigma-Aldrich. El captopril (1-[(2S)-2-Methyl-3-
sulfanylpropanoyl]-L-proline) procede de Fluka.

Tabla 3. Reactivos de las disoluciones auxiliares utilizadas.

Nombre Estructura Proveedor
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Tabla 4. Reactivos utilizados durante la estancia en la Universidad de Linkoping.

Nombre Estructura Proveedor

Los reactivos utilizados en los estudios realizados durante la estancia en la Universidad
de Linkoping se muestran en la Tabla 4. Las disoluciones de aguas residuales sintéticas
se llevaron a cabo disolviendo en 1L de agua filtrada y esterilizada todos los
compuestos de la Tabla 4 [115]. Las muestras de leche y de crema de leche con

diferente contenido graso (Arla, Suecia) se adquirieron en un comercio local.

6.2.2. Preparacion de las disoluciones

Todas las disoluciones se preparan utilizando agua ultrapura Milli-Q 185 (Millipore) a
excepcion de la disoluciéon patron de BAP que se disolvido en etanol. Todas las
valoraciones se han llevado a cabo usando disoluciones amortiguadoras de pH de
concentracion entre 0,1-0,02 mol L, y en las medidas electroanaliticas se adiciona
ademas como electrolito soporte KNO3 o NaClO4 a una concentracion entre 0,05 y 0,1
mol L. El valor de pH se ajusta utilizando disoluciones de 4cido o de base. En la Tabla
5 se indican todos los reactivos utilizados para la preparacion de las disoluciones

amortiguadoras de pH.
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Las medidas de espectrometria de masas (ESI-MS) se han llevado a cabo en una
disolucion amortiguadora de acetato de amonio/amoniaco 0,02 mol L'a pH de 5,1, 6,5
o 7,4 dependiendo del sistema estudiado. La fases moviles utilizadas han sido
disoluciones 1:9 acetonitrilo (HPLC grade):acetato de amonio (5 mM) a pH 5,1, 6,5 o
7,4.

Tabla 5. Reactivos de las disoluciones amortiguadoras de pH utilizadas.

Nombre Estructura Proveedor
HO
Bis(2-hidroximetil)lminoTRIS ”Oxj)\N/\/OH N
(hidroximetil)metano, Bis-TRIS (pH 6,5) HO
OH

W7
P .
(\N OH Sigma

HO/\/N\)

Solucion amortiguadora de Britton-Robinson
(pH 5,1)

H;PO, y CH;COOH Panreac

NazHPO4 y NaH2P04' H20 Merck

Acetato de amonio (pH 6,5 y 7,4) NH4(CH;COO) Merck
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Procedimientos experimentales

En este Capitulo se detallan los procedimientos experimentales de las valoraciones y
medidas realizadas en la presente Tesis. Los diferentes apartados estan relacionados con
las técnicas analiticas utilizadas: voltamperometria diferencial de impulsos,

espectrometria de masas, valoraciones calorimétricas y espectrofotometria UV-vis.
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7.1. Estudios por técnicas voltamperométricas

Para las valoraciones voltamperométricas metal/ligando se prepara una disolucion
amortiguadora de pH con una concentracién de electrolito soporte de 0,05 mol L' de
KNO3 o0 0,10 mol L' de NaClOy. En estas valoraciones se introducen 20 mL de la
disolucion amortiguadora en la celda electroquimica, se desoxigena con nitrégeno
durante 20 minutos, se registra el blanco para comprobar la ausencia de contaminantes y
se guarda el archivo correspondiente, tanto en el formato propio del software como en
.txt o .ascii, para poder abrirlos posteriormente en el entorno de Matlab. Después se
hace una adicion del i6n metalico o del ligando (concentracion 10° mol L™ en la celda),
dependiendo del tipo de valoracidn, directa o inversa que se vaya a realizar, se registra
el voltamperograma y se comprueba la reproducibilidad del pico. A continuacién, se
lleva a cabo la valoracion afiadiendo progresivamente el volumen requerido de metal o
ligando segun la relacion [M]/[L] que se pretenda obtener. Después de cada adicién la
disolucion se desoxigena durante 60 segundos para asegurar la ausencia de oxigeno

durante todo el experimento y finalmente se registra el voltamperograma y se guarda.

En esta Tesis se presenta un trabajo en donde se realizan valoraciones polarograficas
con la finalidad de estudiar la competitividad de los tres metales (cadmio, plomo y
cobre) para formar los complejos con las fitoquelatinas. En este estudio se dispone en la
celda una disolucion equimolar de los tres metales y se valora con la disolucion de
fitoquelatina. En el caso de la valoracion inversa, la disolucion de fitoquelatina se

dispone en la celda y se afiade la mezcla equimolar de los metales.

En otros dos trabajos se llevan a cabo diferentes valoraciones de pH tanto de ligando
como mezclas de metal y ligando. En estas valoraciones se sigue el mismo
procedimiento que en las anteriores con la diferencia que la disolucion de trabajo
contiene el ligando a una concentracion de 10” mol L o la mezcla metal/ligando y el
electrolito inerte 0,1 mol L' (KNO3) a un pH de 2 y sobre esta disolucion se hacen
sucesivas adiciones de hidréxido para asi hacer las medidas a diferentes pH. En el caso
de la valoracion del captopril, se prepararon independientemente disoluciones a
diferentes pH utilizando una disolucion amortiguadora de Britton-Robinson y 0,10 mol
L de NaClO4 como electrolito inerte y posteriormente se fueron midiendo cada una de

las disoluciones por separado.
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Los parametros instrumentales utilizados en las valoraciones DPP han sido los
siguientes: amplitud del impulso 0,05 V, tiempo del impulso 0,05 s, tiempo de la gota 1

, . 2
s y un area de gota de mercurio de 0,9 mm~.

Las medidas por voltamperometria ciclica (CV) que se llevaron a cabo para la
aplicacion de voltamperometria de eliminacioén con barrido lineal (EVLS) en el sistema
BAP:cobre(Il), se realizaron a velocidades de barrido entre 50 y 400 mV/s, en el

intervalo de potenciales entre -0,1 y -1,6 V

El trabajo realizado durante la estancia doctoral en la Universidad de Link6ping
consistio en la evaluacion de un nuevo sensor voltamperométrico que incorpora una
unidad de autopulido. La sefial de potencial que se aplica consiste en una sucesion de
impulsos anddicos y catddicos alternados, de una duraciéon de 50 ms, desde un potencial
de 0,2 V a un potencial final de -1,4 V (Figura 23), registrando 140 puntos por barrido
(20 impulsos x 7 puntos registrados por impulso) para su posterior analisis
quimiométrico. La celda electroquimica en estos estudios consiste en un electrodo de
trabajo y un auxiliar ambos incorporados en el sensor (como se ha detallado en el

apartado 6.1.1).

Applied potential (V)

15

0 200 400 600 800 1000
Time (ms)

Figura 23. LAPV aplicados en los estudios realizados en la Universidad de Linképing

Los procedimientos experimentales de los tres sistemas en los que se optimizo el

autopulido de este sensor voltamperométrico son los siguientes:
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Se evaluo el sensor voltamperométrico con disoluciones de diferente concentracion de
urea. Para ello se disponen en la celda electroquimica 50 mL de una disolucién
amortiguadora de pH 0,1 mol L™ de fosfato (PBS) y se hacen adiciones de urea para

determinar después las concentraciones.

Para la evaluacion del contenido en grasa de diferentes leches comerciales se dispone
una muestra de leche de 200 mL directamente en la celda electroquimica, previamente

calentada a 20 °C con un calentador eléctrico.

En el caso de aguas residuales preparadas a partir de la disolucidn sintética y agua de
consumo, se procedié disponiendo 50 mL de agua de consumo en la celda
electroquimica para, posteriormente, afiadir diferentes proporciones de agua residual
sintética preparada tal como se ha explicado anteriormente (apartado 6.2.2) y de aguas

residuales reales de la planta de tratamiento de aguas de Linkoping.

7.2. Medidas por espectrometria de masas (ESI-MS)

Los estudios de espectrometria de masas se han realizado mediante ionizacién por
electrospray en modo positivo. Las muestras se preparan en una disolucién
amortiguadora 0,02 mol L' de acetato de amonio/amoniaco con valores de pH entre 5,1
y 7,4 (dependiendo del sistema estudiado). Esta disolucion se desoxigena previamente
para evitar la oxidacion de los grupos tiol. Se utilizo este medio y no el utilizado en las
valoraciones voltamperométricas porqué el utilizado en las valoraciones DPP es poco
volatil y da muchas sefiales en el espectro, lo que dificulta la deteccion de las sefiales de

interés.

Se inyect6 directamente un volumen de 50 pL de muestra utilizando una fase movil 1:9
acetonitrilo:acetato de amonio (5 mmol L) al mismo pH en el que se disolvieron las

muestras. Las condiciones experimentales fueron las siguientes:
e Velocidad de flujo de 0,1 mL min™.
e Temperatura de la fuente de ionizacion entre 150 y 300°C.

e Potencial aplicado al capilar entre 3200 y 4000 V.
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e Intervalos de registros del espectro (m/z) entre 100 y 3000.

7.3. Valoraciones por ITC

En el estudio de los agentes quelantes con arsénico (III) se realizaron valoraciones
calorimétricas isotérmicas a una temperatura de 25° C. Las valoraciones con ambos
ligandos se llevaron a cabo de forma directa e inversa con disoluciones desoxigenadas
previamente, antes de colocarlas en la celda de trabajo o en la jeringa. En la valoracién
directa, se preparo una disolucion de ligando en un medio de 0,02 mol L' de HEPES a
un pH de 7,4 y se introdujo en la celda para ser valorada con el metal (dispuesto en la
jeringa). En el modo inverso se procedié de la misma manera, pero valorando el metal

con el ligando.

En las diferentes valoraciones se ajusto tanto el volumen de las adiciones de valorante
como el tiempo de espera entre inyecciones con tal de que la sefial recuperase la linea
base. Con el objetivo de tener en cuenta todos los efectos térmicos ajenos a la propia
interaccidn (como, por ejemplo, el calor de la mezcla, el de dilucion o el de intercambio
de protones), se realizé una valoracion adicional, llamada valoracién de dilucién. Esta
consiste en hacer adiciones del valorante a la disolucién amortiguadora de pH (sin metal
ni ligando), utilizando los mismos pardmetros experimentales que en la valoracion del
estudio de la interaccidon metal-ligando. Tras la substraccion de la valoracion de dilucion
a los datos de la valoracién metal/ligando, se analizan los datos resultantes y se

determinan los parametros termodinamicos de los diferentes sistemas estudiados.

7.4. Estudio por espectrofotometria UV-vis

En el estudio del sistema cobre(Il)/bencilaminopurina se realizaron valoraciones por
UV-vis con el fin de combinar estas valoraciones con las obtenidas polarograficamente.
Se realizaron tanto valoraciones directas como inversas reproduciendo las mismas
relaciones metal/ligando, o viceversa, que las estudiadas por voltamperometria y

utilizando concentraciones del mismo orden de magnitud.
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Las disoluciones se prepararon previamente a partir de una disolucion amortiguadora de
pH, en este caso 0,1 mol L de disolucién reguladora de Britton-Robinson a un pH de
5,1, y las concentraciones de ligando y metal necesarias. Los parametros de las medidas
fueron: intervalo del espectro entre 600 y 200 nm, velocidad de barrido 480 nm/min,
tiempo de respuesta 0,2 s y abertura de 2,00 nm. En la cubeta de referencia se dispone la
disolucion amortiguadora que actia de blanco. A continuacion se disponen
sucesivamente en la cubeta de trabajo (con un camino dptico de 10 mm) las diferentes
muestras preparadas. Entre medida y medida la cubeta se limpia con agua ultrapura y se
aclara con la siguiente disolucién de medida, para a continuacion llenarla con ésta y se
procede a la medida. Se registran dos o tres espectros de cada medida para comprobar la
reproducibilidad de la sefial, y se guardan en el formato propio del software y en

formato .ascii, con el fin de abrirlos posteriormente en el entorno de Matlab.
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Capitulo 8

Desarrollo de 1a metodologia

quimiométrica PSF-GPA

Este capitulo contiene dos articulos en los cuales se presenta una nueva metodologia
quimiométrica desarrollada durante esta Tesis con el fin de analizar datos
voltamperométricos no lineales mediante la resolucion multivariante de curvas. En el
primer articulo se desarrolla la metodologia Parametric Signal Fitting (PSF), la cual
propone el ajuste de ecuaciones paramétricas para la modelizacion de las sefiales. En el
caso particular de los datos voltamperométricos se propone que sea por medio del ajuste
de dos ecuaciones gaussianas, una a cada lado del potencial de pico (Gaussian Peak
Adjustment, GPA). En el segundo trabajo se dota al programa GPA de dos restricciones
transversales que incrementan la consistencia de los resultados. Estas restricciones
ajustadas por minimos cuadrados crean un nexo de union entre las diferentes medidas a
lo largo del conjunto de datos. El programa fue llamado GPA2D y sus dos restricciones
de trabajo se basan: i) en el ajuste del movimiento de las sefiales en el caso de
valoraciones de pH y ii) en el ajuste de constantes de equilibrio quimico en el caso de

sistemas metal/ligando.
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8.1. Introduccion

La aplicacion de metodologias quimiométricas para la identificacion de modelos
quimicos a partir de datos electroquimicos ha abierto la posibilidad de estudiar sistemas
complejantes cuyo comportamiento electroquimico no permite utilizar las metodologias
clasicas. Tal como se ha visto anteriormente, el planteamiento cldsico del estudio de
sistemas complejantes se basa en la aplicacion de una estrategia de hard modelling en la
que se postula un modelo fisico-quimico a partir de ecuaciones fundamentales (leyes de
Fick, ecuacion de Nernst) para, tras la resolucion analitica o numérica del mismo, ajustar
los parametros de las ecuaciones del modelo a los datos experimentales. Dentro de estos
modelos, los mas relevantes y mas ampliamente utilizados son los de Lingane [116], DeFord y
Hume [43] y Delong et al. [44-46] para la formacion de complejos sucesivos y para

macromoléculas, respectivamente.

Sin embargo, en muchos casos el establecimiento de un modelo tedrico es muy
complicado debido a la complejidad de los procesos implicados (fendmenos de
transporte de las especies y/o procesos electroquimicos). En estos casos, otra
aproximacion global valida seria el uso de la quimiometria que, tal como se ha
comentado anteriormente, se basa en obtener resultados o identificar modelos a partir
del andlisis matematico y estadistico de los datos voltamperométricos. Asi,
metodologias quimiométricas como la resolucién de curvas multivariante por minimos
cuadrados alternados (MCR-ALS), aparecen como herramientas potentes y versatiles
para el tratamiento de datos voltamperométricos. Esta metodologia quimiométrica se
utiliza comuinmente en el andlisis de datos espectroscépicos [33], aunque ha sido
adaptada por el grupo de Electroanalisis para poder aplicarse a datos electroquimicos,
concretamente voltamperométricos [32]. Su aplicacion, independientemente de la
naturaleza de los datos, requiere la bilinealidad del sistema. Este requisito restringe su
uso a medidas electroanaliticas donde se produzcan procesos que aseguren este
comportamiento. El sistema complejante metal-ligando ideal seria aquel en el que se
forman complejos inertes, donde las sefiales de metal libre, los complejos vy,
eventualmente, del ligando libre se mantienen en un potencial fijo a lo largo de todo el
experimento [97]. En estos casos, MCR-ALS proporciona un perfil de concentracion y
la respuesta (sefial) pura correspondiente para cada componente. Los resultados
obtenidos son muy utiles para la interpretacion del comportamiento electroquimico de

los sistemas estudiados y proporcionan informacién sobre la estequiometria de los
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complejos formados y sobre su estabilidad. Sin embargo, la necesidad de que las sefiales
permanezcan fijas a un mismo potencial y que las intensidades de todas las especies
electroactivas dependan linealmente de sus concentraciones no siempre se cumple, por
lo que el andlisis mediante MCR-ALS se hace en muchos casos dificil o se ve

comprometido.

Muchos sistemas complejantes sobre los que se quiere obtener informacion mediante
técnicas voltamperométricas no presentan un comportamiento totalmente inerte desde el
punto de vista electroquimico, ya que los complejos formados se disocian de manera
significativa durante el tiempo de medida, lo que da lugar a un desplazamiento
progresivo de las sefiales a lo largo del eje de potencial y, por lo tanto, a una pérdida de
linealidad de los datos. En los casos donde la pérdida de linealidad no es muy
significativa, el MCR-ALS se puede aplicar con una precision razonable, pero hay casos
en los que la pérdida de linealidad es muy importante y entonces el andlisis MCR-ALS

resulta imposible o da lugar a resultados poco realistas.

Con el fin de resolver este problema se desarrollaron en el grupo de investigacion dos
algoritmos, shiftfit [49,50] y pHfit [51], los cuales corrigen el desplazamiento de las
sefiales en la matriz de datos. La herramienta shififhit optimiza por minimos cuadrados
el cambio de potencial de cada voltamperograma puro con respecto a una posicion de
referencia. Este programa funciona razonablemente bien cuando sdlo unas pocas sefiales
se estan moviendo y no se solapan unas con otras. En cambio, pHfit puede resolver
comportamientos mas complejos, como los encontrados en las valoraciones
voltamperométricas de pH, mediante la imposicion de unas restricciones en el
movimiento de las sefiales segiin una funcidén que varia con el potencial. En ambos
casos, el uso combinado de las correcciones de potencial y MCR-ALS a datos de
diferentes sistemas experimentales mostréd que la mayor parte de la falta de ajuste se
debia a la etapa de correccidn y que la posterior aplicacion del MCR-ALS a la matriz de
datos corregida apenas cambiaba los perfiles de concentracion estimados en la etapa de
correccion. Esto sugiere que los programas de shififit y pHfit puedan entenderse no
como un paso preliminar a la aplicacion de MCR-ALS, sino como un método
alternativo para proporcionar perfiles de concentracion fiables sin necesidad de utilizar

el algoritmo MCR-ALS.
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Ambas estrategias shififit y pHfit se han aplicado satisfactoriamente a datos
voltamperométricos, pudiéndose utilizar con sefiales de cualquier forma. La tUnica
restriccion es que la forma de la sefial unitaria de cada componente sea constante, es
decir, permanezca sin cambios a lo largo de todo el experimento, excepto por la altura y

la posicion en el eje de potencial, las cuales son ajustadas por el programa.

Sin embargo, existen sistemas donde se producen cambios en la reversibilidad
electroquimica, lo que puede modificar la forma de los picos, ensanchandose,
estrechandose o modificandose la simetria de los mismos, y consecuentemente esto
provoca una pérdida de linealidad. Esta fuente de no linealidad afecta drasticamente al
rendimiento de las herramientas shififit y pHfit ya que estos algoritmos pueden
compensar el posible desplazamiento de las sefiales, siempre y cuando la forma de éstas
se mantenga constante, pudiéndose ajustar un voltamperograma unitario para cada
especie. Si se producen cambios en la anchura de pico de los diferentes componentes, se
obtiene un conjunto de sefiales puras optimizadas que serdn un promedio aproximado de
las formas cambiantes presentes durante el experimento y, como consecuencia, se

obtiene una gran falta de ajuste en el tratamiento.

Con el objetivo de poder tratar datos voltamperométricos independientemente de su
linealidad, en el presente capitulo se presentan dos articulos donde se propone una
nueva estrategia quimiométrica para el andlisis de datos voltamperométricos cuando las
sefiales puras no mantienen una forma constante a lo largo del experimento, pudiendo
variar su posicién, forma o simetria. Esta nueva metodologia se basa en el ajuste
paramétrico de sefiales (Parametric Signal Fitting, PSF) a través de funciones que
puedan reproducir la forma de éstas. Como en los datos voltamperométricos la forma de
la sefial analitica es un pico gaussiano, como primera aproximacion se desarrolld el
algoritmo GPA (Gaussian Peak Adjustment), el cual ajusta dos funciones gaussianas,
una a cada lado de la sefial, y sus parametros se optimizan por minimos cuadrados.
Estos parametros determinan no solo la altura y la posicion de las sefiales (como en los
algoritmos anteriores), sino también la anchura a media altura a ambos lados. Este doble
ajuste por sefial permite solucionar de antemano la aparicion de picos asimétricos. Es
importante sefialar que, a diferencia de shififit y pHfit, el uso de funciones gaussianas

restringe el nuevo algoritmo exclusivamente a las sefiales en forma de pico.
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programs written in Matlab environment, which are freely available as supplementary material of the
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present work. The application to the systems Zn(Il)-oxalate, and to the phytochelatin PCs in a wide pH
range provides excellent results as compared to these of more conventional linear methods, which raises
good expectations about future application to electrochemical and even non-electrochemical data.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The application of Chemometrics to electroanalytical measure-
ments has been quite scarce up to now as compared to the
widespread use in the analysis of spectroscopic data [ 1-3]. Among
the reasons for that, it can be mentioned the electrochemical tradi-
tion of hard niedelling through fundamental equations (Fick's Laws,
Nernst Equation) and the lack of linearity of many electrochemical
processes, which prevents an accurate use of many chemometrical
methods designed for linear data [3].

Multivariate curve resolution (MCR) methods constitute a good
example for that. The especially versatile alternating least squares
algorithm (MCR-ALS) was developed by Tauler et al. for spectro-
scopic data [4] and in a few years it has become quite popular [5],
but most of their applications have remained in the field of spectro-
scopic measurements. As for the electroanalytical uses of MCR-ALS,
they started quite early [6], but the bilinearity requirements of the
method have restricted them to voltammetric measurements on a
few particular systems which ensure such a linear behaviour. This
is the case of electrochemically inert metal complexes, where the
signals of the free metal, the complexes and, eventually, the free
ligand remain at fixed potential along the whole experiment [7].
Unfortunately, this is not the usual situation in metal complexa-

* Corresponding author. Tel.: +34 93 403 91 16; fax: +3493 402 12 33.
E-mail address: josemanuel.diaz@ub.edu (] M. Diaz-Cruz).

0003-2670/8 - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aca.2011.01.017

tion studies by voltammetry. In most cases, the complexes are not
totally inert from an electrochemical point of view, i.e., they sig-
nificantly dissociate during the time taken by the measurement,
which causes a progressive shift of the signals along the potential
axis and, hence, a loss of data linearity.

This can be qualitatively detected by a too large number of com-
ponents or latent variables required to reproduce the matrix in
principal component analysis (PCA) or partial least squares (PLS)
with an acceptable error. However, from a quantitative point of
view, it is difficult to measure the extent of non-linearity. In sys-
terns where the number of expected components is known, the
percentage of linearity could be measured as the percentage of PCA
data reproduction with this prefixed number of components, but
this is quite an exceptional situation in voltammetry.

In the most favourable situations, the linearity decrease is not
important and MCR-ALS can be applied with reasonable accuracy,
but quite often the potential shift of the signals is so huge that MCR-
ALS analysis becomes impossible or provides unrealistic results.

In order to solve this problem, the shiftfit [8,9] and pHfit [10]
algorithms were recently proposed. The first one corrects the data
matrix from signal movements prior to the application of MCR-
ALS. For this purpose, it optimises by least squares the potential
shift of every pure voltammogram with respect to a reference posi-
tion. This program works reasonably well when only a few signals
are moving without overlapping with each other. The second algo-
rithm can solve more intricate systems like those encountered in
voltammetric pH titrations by imposing a shape restriction to the
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movements of the signals as a function of potential, by means of
adjustable sigmoid or linear functions. In both cases, the combined
use of the potential shift correction and MCR-ALS in different exper-
imental systems showed that most of the lack of fit was due to the
correction step and also that the further application of MCR-ALS to
corrected data hardly changes the concentration profiles estimated
during the potential shift correction. This suggests that shiftfit{pHfit
programs can be understood not as a preliminary step in MCR-ALS,
but as an alternative approach to provide reliable concentration
profiles without using ALS algorithm.

Although both shiftfit and pHshift strategies have been applied
to peak shaped signals, they could be used with any type of shape:
the only restriction is that the pure signals of all components must
remain unchanged along the whole experiment except for the
height and the x-axis position, which are adjusted by the program.

Nevertheless, losses of electrochemical reversibility, which are
among the most usual non-linearity sources in voltammetric data,
can dramatically affect the performance of both shiftfit and pHfit
algorithms. The reason for that is the progressive broadening (and
even the changes in peak symmetry) which take place as the elec-
trochemical process becomes more irreversible. The mentioned
algorithms could compensate the potential shift of pure signals
whose shape remains unchanged, but they cannot cope with sig-
nals continuously changing their width and symmetry. As a result,
a poor lack of fit is achieved and sets of optimised pure signals are
obtained which contain a rough average of the changing shapes
exhibited during the experiment.

In the present work a new strategy, parametric signal fitting
(PSF), is proposed for the chemometric analysis of voltammetric
data when the pure signals do not maintain a constant shape. This
is based on the fitting of parametric functions to reproduce the
shape of the signals. As a first approach, two gaussian functions
are fitted, one at each side of the signal, and the parameters are
least-squares optimised by means of a new algorithm termed as
gaussian peak adjustment (GPA). Such parameters determine not
only the height and position of the signals {as in the algorithms
above), but also the width at both sides of the maximum. It is
important to note that, unlike shiftfit and pHfit, the use of gaussian
functions restrict the new algorithm exclusively to peak-shaped
signals. Moreover, it must be remarked that, despite fitting of gaus-
sian peaks has been already used in some situations such as the
resolution of UV-visspectra[11],in such approaches the symmetric
character of the gaussian function prevents an appropriate treat-
ment of asymmetric signals. In the proposed method, the use of two
separated gaussian functions at both sides of the maximum (shar-
ing the same height and position but different widths) is anew and
simple solution for the fitting of asymmetric peaks.

The procedure is based on the home-made program GPA
designed for Matlab environment [12], which is freely available,
together with other complementary files as a supporting material
of the present work. As a first approach, the new methodology has
been tested in the system Zn(Il)-oxalate, which presents a con-
tinuous broadening of differential pulse polarographic (DPP) peaks
as oxalate is being added to a Zn{Il}-ion solution [13]. Further, the
pH titration of a phytochelatin PCs solution is considered, which
produces more extreme potential shifts and signal broadening, as
shown by preliminary studies where pHfit could not substantially
improve the poor results of MCR-ALS [14].

2. Theory

Inthe proposed GPAalgorithm each voltammetric signal is fitted
to a couple of gaussian peaks, one on the left of the maximum and
the other on the right. The equations for both sides of the peak are:

et = ¢ exp{—b(E — 0)2} (1a)

Light = ¢ exp{—d(E —a)*} (1b)

where Eq. (1a)is valid for potential values (F) verifying £ <aand Eq.
{1b) holds for E > a. The adjustable parameters a and ¢ determine
the position and height of the peak, respectively, and are common
to both gaussian functions. At E=a, both functions converge in the
maximum so that fief = Irigne = . As for b and d parameters, they are
specific of each function and are related to the width at each side of
the peak. Hence, they determine the half peak width (wy3) of the
signal:

In2 In2
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_ 1n2(%+%) (2)

The area of such a hybrid gaussian peak can be easily computed
from the integral of both half functions:

a (o]

_ [ combir-a? ~dE-af g _ £ \/f E\/f
Area_/ce dE+/ce dE_2 b+2 3
a4

—co

F

It must be noted that in the case of irreversible processes, the
area of differential pulse signals can be a better indication of the
concentration than the peak height (given by ¢ parameter). Addi-
tionally, the symmetry of the peak is determined by the ratio b{d:
the more different from one the ratio is, the more asymmetric the
peak is.

Fig. 1 summarizes the main steps of the fitting procedure. First, a
reference signal must be defined for every component (e.g., by using
peakntaker program) and integrated into the esv matrix. Addition-
ally, amatrix (isshift) must be filled according to the corresponding
existence ranges (in the example shown in Fig. 1, from experiment
1 to 12 for the first component and 2 to 12 for the second one) and
the type of movement and/or broadening of the signals (expressed
with the digits 1 or 0). For more involved existence ranges (e.g.,
if a component disappears and appears later), the matrix csel can
be used. Then, the reference signals are fitted to Egs. (1a) and (1b)
to obtain initial estimations of a, b, ¢ and d parameters. It must
be pointed out that the accuracy of the estimated signals is key
to obtain a small lack of fit, especially if some parameters such
as peak position or width remain constant throughout the exper-
iment. At this point, a least squares fitting is started where such
parameters are optimised so that the sum of all peaks along the full
set of experiments produce a reproduced matrix (lyp) as similar
as possible to the matrix containing all experimental voltammo-
grams (Iexp). The difference is monitored by using the well-known
expression for the lack of fit (lof). The program also computes the
corrected matrix (Icor) which one would obtain in the absence of
changes in peak position, width and symmetry. Once convergence
is achieved, the evolution of all four parameters as a function of
the experiment number is obtained and, hence, it is possible to
compute the evolution of the concentration (from peak heights
or areas), the peak potential and the half-peak width of every
component.

3. Experimental
3.1. Chemicals and instrumentation

Zn(NQO; ), -4H, 0 and KNO5; were Merck analytical grade. Zn solu-
tions were prepared from 10-2mol L1 stock solutions, previously
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standardised by complexometric titration. Carlo Erba supplied
potassium oxalate (pure reagent grade). HNO3 and KOH solutions
were prepared from Titrisol (Merck) and diluted, if necessary, to
obtain solutions of lower concentration. The phytochelatin PCs, (+y-
Glu-Cys);-Gly, as triflucroacetate salt, was provided by DiverDrugs
S.L. (Barcelona, Spain) with a purity of 98.4%. PCs stock solutions

Fig. 1. Flowchart of the proposed methodology.

Voltammetric

(1mL, 10~3 mol [-1) were prepared daily. To ensure homogeneity,
solutions were mixed at 1400 rpm for 1 min using Eppendorf Mix-
mate. Ultrapure filtered water (Milli-Q plus 185 water purification
system) was employed in all experiments.

measurements
Metrohm-757 VA Computrace attached to a personal com-

were performed using a
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puter with data acquisition software also from Metrohm. Working,
reference and auxiliary electrodes were a static mercury drop elec-
trode (SMDE)with a drop area of 0.9 mm?, AgiAgCl KCI (3 mol N,
and glassy carbon respectively, all of them from Metrohm. Double
distilled Hg was used. The instrumental parameters for the exper-
iments were a drop time of 15, scan rate of 0.005Vs™!, pulse time
of 0.05s and pulse amplitude of 0.05V. pH measurements were
made with an Orion SA 720 pH-meter. All the experiments were
carried out at 20°C and purified nitrogen (Linde 50) was used for
solution deaeration.

3.2. Procedures

Measurements were done in a zinc solution at different con-
centrations of oxalate. First, 20 mL of 10-> mol -1 Zn solution, also
containing 0.16 mol L-1 of KNO3 at pH 6 were poured into the cell
and, after deoxygenation with nitrogen during 20 min, a DPP scan
was recorded. Then, successive additions of oxalate solution were
carried out and the corresponding DFP curves were recorded.

Measurements on PCs solution were done at different pH val-
ues. At the beginning of every experimental run, 20 mL of a solution
10~>mol L~ in PC5 and 0.1 mol L~ in KNO3 were poured into the
cell and deoxygenated, and a DPP scan was recorded. Then, KOH
tritisol® Merck solutions of different concentrations were succes-
sively added in order to change steadily the pH of the cell solution
inside the range 2-12. After every addition, pH was measured and
a new DPP curve was recorded.

4. Results and discussion

The proposed method has been tested in systems that were
especially problematic in previous investigations on the applica-
tion of MCR-ALS analysis due to large potential shifts and important
peak broadening.

4.1. Oxalate-zinc system

In previous studies onthe oxalate-Zn system [13] the DP polaro-
gramms could not be treated through any linear chemometric
method, because of the progressive potential shift and the increas-
ing width of the peak along the experiment. New DPP experiments
carried out at lower concentration of zinc to prevent precipitation
of the 1:2 complex, show again this trend (Fig. 2a). These data were
analysed by GPA and the results compared with those obtained by
MCR-ALS and pHfit.

The application of MCR-ALS with one component cannot adjust
the position and width of the peaks, as evidenced by a too high
lack of fit of 24.3%. Indeed, the singular value decomposition
(SVD) of the experimental matrix (Fig. 2b) suggests that at least
two components are required to explain data variation. Then, if
two components are used, the system can be explained with an
acceptable lack of fit of 6.6% (Fig. 2c). This is because the sec-
ond component accounts for the changes of position and width
of the peak and every peak is explained as an average of the nar-
row initial peak on the right and the wide final peak on the left.
However, this linear modelling produces some noticeable patterns
in the error matrix (Fig. 2d) especially in the extremes of the
peak.

When pHfit program was applied ( Fig. 2e f), the shift of the peaks
could be adjusted, but not the increasing width, which produced a
too high lack of fit of 17.8% (Fig. 2d).

[ncontrast, when the experimental datamatrix was treated with
GPA, the adjustment of the peaks to a double gaussian allowed
a satisfactory data reproduction (Fig. 2g,h) with a much lower
lack of fit of 4.6%. Fig. 3 summarizes the results of such fitting.
The optimized parameters a-d (Fig. 3a-d) allow one to compute

Table 1

Overall stability constants for the Zn(Il) + oxalate system, in 0.16 molL-! KNO,,
obtained by fitting the experimental data to Leden equation corrected by areas of
the peak. The results are compared to some literature data.

This work Ref.[13] Ref. [15]
log B 284 252 2.88
log B, 6.65 683 6.40

the evolution of the peak potential (Fig. 3e), the half peak width
(Fig. 3f), the peak height (Fig. 3g) and the peak area (Fig. 3h).
The progressive potential shift evidences labile complexation of
Zn(Il) with oxalate, but also possible losses of electrochemical
reversibility of Zn(Il) reduction, as suggested by the continuous
widening of the peak and the virtually constant area. This last
observation practically discards the formation of insoluble zinc
species.

With the parameters calculated by GPA the overall stability
constants were estimated for 1:1 and 1:2 Zn:C3042~ complexes
in the same way as in [13], but using the ratio between peak
areas instead of the ratio between peak currents. Although the
measurements could be affected by electrochemical irreversibil-
ity, the values were compared with the literature (Table 1) and
they appeared to be very coincident. Thus the results show that the
program is enough accurate to find parameters which allow us to
apply hard modelling strategies to understand the behaviour of the
systems studied.

4.2. PCs behaviour along pH titrations

In a previous work [14], the electrochemical behaviour of the
phytochelatin PCs was studied by DPP along awide pHrange (2-9).
The main problem to resolve this systemn was the existence of
many overlapping peaks moving along the potential axis, which
dramatically reduced the linearity of the data. This fact totally hin-
dered the application of a linear method like MCR-ALS. Moreover,
when pHfit program was applied to account for potential shifts,
the lack of fit obtained was still quite high as a consequence of
the progressive broadening of some peaks, that pHfit was unable to
model.

In this work, the experiments were repeated under similar con-
ditions but scanning a wider pH range (2-12) to enhance the peak
broadening and test the proposed method under quite extreme
conditions. Fig. 4a shows the experimental data matrix obtained
in this way, where three signals can be detected: i) the main peak,
which is continuously moving from ca. —0.3 to —0.8 V and changing
its width, ii) a very wide signal between —0.4 and —0.8V, and iii)
a narrow peak at ca. —0.9V which predominates at the highest pH
values and practically does not move. All these peaks are generated
by the oxidation of the mercury of the electrode to form thiolate
complexes [16] and provide information on the mercury-peptide
binding. In the presence of metal ions different from mercury, they
can also be used to monitor the bulk concentration of free peptide
(i.e., not complexed by the metal ion). Among the three observed
signals, the most interesting is the first one, which moves with
pH because of the involvement of H"-ions in the electrochemi-
cal oxidationfreduction of the mercury/mercury thiolate system.
If we assume that the largest variations of peak potentials andjor
peak heights with pH should happen at pH values close to the pK,
of the groups involved in the binding, the study of the pH evolu-
tion of the mentioned peak can be used to identify such functional
groups.

When SVD was applied (Fig. 4b), a practically asymptotic
decrease of the singular values is noticed, which evidences the
high degree of non-linearity of the data. For instance, the use of 9
components by principal component analysis (PCA) only explains
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Fig.2. (a)Experimental dara matrix (currentvs. potential), obrained by DPP titration of Zn(Il) 10-* mol L-!wirh oxalate in 0.16 mol L~ KNO=. (b) Singular value decomposition
of the experimental matrix. (c,d) Reproduced and error matrix (current vs. potential) abtained by MCR-ALS. (e.f) Reproduced and error data matrix (current vs. potential)
obtained by pHfit. (g,h) Reproduced (current vs. potential) and error matrix (% error vs. potential) obtained by GPA.
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Fig. 3. Parameters a (a), b (b), c(c), d (d) fitted to the experimental data shown in Fig. 2 by GPA. From these values, the peak position (e), the half peak width (f), the peak

height (g) and the peak areas (h) have been also computed.

89.0% of the data variance. In contrast, the application of GPA with
3 components produces satisfactory results. The options selected
inside the isshift matrix allow the first component to move and
broaden and the second and third components to broaden but not
to move. Under these conditions, the program provides a good
reproduction of the data matrix (Fig. 4c,d) with a lack of fit of
5.4%,

The concentration profiles of the first component calculated
either from peak intensities (Fig. 4e) or peak areas (Fig. 4f) show a

similar evolution. In both cases two maxima can be observed at pH
values close to 5and 8, which suggest the binding of mercury by car-
boxylic and thiol/amino groups, respectively. However, when areas
are used, the difference between the sizes of both observed max-
ima is minimized because calculation of areas corrects the decrease
of height caused by peak broadening. For the other components,
the intensity plot appears to be more robust against fitting errors.
Finally, Fig. 4g and h describe the progressive evolution of the posi-
tion and width of each signal.
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Fig. 4. (a) Experimental data matrix (current vs. potential) obtained by DPP titration of 1075 molL~! PCs in 0.05 mol L~! KNO; along the pH range 2—12; {b) singular value
decomposition of the experimental matrix; (c,d) reproduced and error matrices obtained by GPA; (e) concentration profiles fromintensities obtained by GPA; (f)concentration
profiles from areas obtained by GPA; {g) GPA-fitted peak potentials as a function of pH; and (h) GPA-fitted half peak widths as a function of pH.

5. Conclusions

by parametric functions. In the design of these functions it
is crucial to use parameters that can be easily related to the

Parametric signal fitting appears to be a promising strat-
egy for the multivariate curve resolution of non-bilinear data
with characteristic signal patterns susceptible to be modelled

height, area, position and width of the signal for the sake of
a fast optimization and a straightforward interpretation of the
results.
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In this work, the use of a double gaussian function (GPA algo-
rithm)hassuccessfullymodelled the progressive potential shift and
broadening of the DPP peaks in two characteristic experimental
systemns and has considerably improved the treatment by either
MCR-ALS or pHfit. This encourages the study of additional para-
metric functions for modelling other kinds of electrochemical or
even non-electrochemical signals.
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Tutorial of Parametric Signal Fitting by Gaussian Peak
Adjustment (PSF-GPA)

Supplementary Material of the work:

Parametric Signal Fitting by Gaussian Peak Adjustment: a New Multivariate Curve

Resolution Method for Non-bilinear Voltammetric Measurements

S. Cavanillas, .M. Diaz Cruz*, C. Arifio and M. Esteban
Departament de Quimica Analitica. Universitat de Barcelona
Marti i Franques, 1-11, E — 08028 — Barcelona (Spain)
E-mail: josemanuel.diaz@ub.edu

FILES INVOLVED

In order to be able to run GPA and/or peakmaker from Matlab, the following files must be
copied to a directory included in the Matlab path:

peakmaker.m Matlab program for the wvisual initial estimation of pure
voltammograms.

gpa.m Matlab program for the fitting of experimental data matrices by
means of GPA

gpacalcl.m set of Matlab programs which are used by gpa.m

gpacalc2.m

negtozero.m

SAMPLE DATA

The workspace Matlab files sample.mat and sample2.mat contain simulated data to practise
some aspects of the GPA procedure according to the present tutorial.

ANALYSIS OF SAMPLE DATA

When vou load the file sample.mat in Matlab you can find the following matrices:

I (200 rows, 12 columns) current data matrix including 12 voltammograms simulated
for 200 potential values

E (200 rows, 1 column) column vector with the potential values

n (12 rows, 1 column) column vector with the number of the voltammograms

You can look at the data matrix in both 2D and 3D ways by means of the commands
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plot (E, 1) mesh(n,E, 1)

i |
li ’jﬂ%m”m

Before starting the analysis of the I matrix, it is necessary to provide a reference pure signal
for every component. This can be done in many ways. In the sample file, the reference signal
matrix esv has been obtained from the visual inspection of the experimental matrix using the
peakmaker program. This program can be invoked in the way;

esv=peakmaker (I);

Then, vou get the mask:
INITTAL ESTIMATION QOF PEAK-SHAPED FUNCTIONS

How many peaks per species?

You have to answer 1 (and press enter), unless you have a component defined as a double
peak, which is not usual

Later, vou are asked about the symmetry of the peak (1 for symmetrie, O for asymmetric) and
after selecting it vou get the message:

Synmmetric peak? yes (1), no (0) 1

Select maxima of the peaks
with mouse and press enter

Simultaneously, you get a Figure with a cyan 2D plot of the experimental matrix. Then, you
have to click with mouse the top of every component you want to consider, which defines
both height and position of the peaks. Until you finish you will not see any change in the plot.
When you have completed the selection, just press enter and a first estimation of all peaks
will be displayed over imposed to the cvan-coloured plot of the matrix. In the case of the
sample data, 2 components should be defined, which produces a graph like this (it can change,
depending on where you arbitrarily choose the position and the height of the peaks, and the
best is to try in these parts of the experiment where the peaks are less overlapping to other
signals, but not too far from the region where they appear for the first time):
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In this graph, peaks are shown in black, except for the first one, which is red and denotes the
experimental points with circles. A horizontal line is drawn at the half height of the peak.
Then you have to select with mouse the x-axis position where you expect the peak to cross
such line. In this wav you are selecting the width of the symmetric peak, which is plotted now
in black, while the red colour and the circles move to the next peak in order to repeat the same
operation. If vou are working with asymmetric peaks (i.e., you have selected this option in the
beginning of the program) you have to click twice around every peak, to define the left and
right boundaries and, hence, the asymmetry). At the end of the process, you should obtain an
esv matrix similar to that provided in the file (with 200 rows and 2 columns):

1
0.9r b
0.8r- b
0.7r b
0.6F b
0.5F b
0.4} b
0.3r b
0.2r b

01r b

0

0 50 100 150 200

Besides the esv matrix, to run ... it is necessary to provide some information inside the isshift
matrix. In the sample file, the elements of isshift are:

o O
N S

The first row indicates the movement of every peak (the two ones mean that both peaks
move) and the second row indicates if there is any variation of peak width (0 and “1”
indicate that the first component has a fixed width and the second not). Inside the column
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corresponding to each component, the third and fourth rows define the existence range (i.e.,
the scan numbers when the peak appears and disappears). For instance, component 2 appears
in voltammogram number 2 and exists until voltammogram 12. The numbers in the last two
rows have to be deduced by a careful inspection of the data matrix, voltammogram by

voltammogram.

Once esv and isshift are ready, gpa program can be launched with the command:

[Epeak,Wpeak,Irep,Icor,a,b,c,d,C,Apeak]l=gpa(l,esv,E,isshift,n);

After executing, a figure shows for each component (1% in blue and 2 in green) the
optimised a,b,c,d parameters as functions of the experimental variable (n in our case):
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After you press a key, the lack of fit appears:

lack of it (%)
1.9641

After pressing a key again, a new graph appears with the analytical parameters computed
from the optimised values of a,b.c.d. These are the peak potential, the half peak width and the
concentration profiles from both peak height and peak area:

-0.4 0.1
05 { 008
-06 1=
2 = 0.04 ?
-0.7 b 0.02+
-0.8 : : 0 : :
0 5 10 15 0 5 10 15
Experimental variable Experimental variable
1 0.08
0.8 ]
E = 0.06)
206 1 &
£ 0.04 ¢
£
£ 04 10
(&) Y I
0 : ‘ 0 : ‘
0 5 10 15 0 5 10 15
Experimental variable Experimental variable

Later, the program asks if you want to compute the concentration profiles from peak currents
or peak areas. Then select the right number (e.g. 1) and press enter

Do vou want to estimate concentration profiles
from peak currents (1) or from peak areas (2)7

Then, you get a graph which compares the experimental (I) and reproduced (Irep) matrices
and also shows the error matrix and the corrected matrix (Icor, that which would be observed
if all peaks would keep the same position and width as the reference signals in esv matrix
along all the experimental run).
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Experimental matrix Error matrix (%)
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The program generates the following matrices:

Epeak (12 x 2): peak potential for every component
Wpeak (12 x 2): half peak width for every component
Irep (12 x 200): reproduced matrix

Icor (12 x 200): matrix corrected for potential shifts

a(l2x2): fitted "a" values for each component at each voltammogram
b(12x2): fitted "b" values for each component at each voltammogram
¢ (12 x2): fitted "c¢" values for each component at each voltammogram
d(12x2): fitted "d" values for each component at each voltammogram
C(12x2) concentration profiles for every component

Apeak (12 x2): peak potential E for every component

In sample2.mat file you have all these matrices as computed in the present tutorial. You
should not get very different values unless vou select initial values or restrictions (esv, isshift)
very different from these employed here.

In sample2.mat there are also csel and isshift] matrices. This new isshift does not correspond
to the true existing ranges of the components, but csel does. The result is the same that if
realistic isshift was used. This shows that csel matrix prevails in front of existence ranges in

isshift.
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A new method, GPA2D, is presented as a significant improvement of the previously described Gaussian
Peak Adjustment (GPA) which includes, for the first time, transversal constraints to increase the
consistency of the resolution along the different signals of a voltammetric dataset. The constraints deal
with the evolution of peak potentials versus pH and with the implementation of chemical equilibrium
constants. Moreover, pkavolt, a new tool for the pK, determination, is proposed as an example of the
great versatility of the PSF-GPA (Parametric Signal Fitting by Gaussian Peak Adjustment) methodology.
GPA2D and pkavolt have been successfully tested on the systems Cd{):phytochelatin, Cufi):6-
benzylaminopurine, Cd(1):1,10-phenanthroline, Zn{i):oxalate and captopril drug by determining
formation constants (metal complex systems) or pK, values (captopril).
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1 Introduction currents have to be measured at the same potentials; and {ii) the
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Voltammetric measurements of metals involved in complexa-
tion equilibria are able to distinguish the different forms of the
metal ion to provide a complexation scheme. In simple systems
the results are computed by adjusting the parameters of the
equations of an established and well-known physicochemical
model to the experimentally obtained signals (hard modelling).
However, the usual overlapping of the signals and the
complexity of the systems make it necessary to use chemornetric
techniques for the correct interpretation of the results {soft
modelling), which are widely applied in the field of
electroanalysis.*™

The application of the Multivariate Curve Resolution with
Alternating Least Squares {MCR-ALS) method* for the soft
modelling treatment of the electroanalytical data has been
deseribed elsewhere.® It provides the concentration profile of
each component and the corresponding pure response. The
information yielded is very useful to understand the electro-
chemical behavior of the studied systems. The application of
this method to the voltammetric data requires that: {i) the
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currents have to linearly depend on the concentrations of every
electroactive species. However, in many electrochemical
processes this last requirement is compromised and it makes
the application of MCR-ALS analysis difficult. Such non-line-
arity can be attributed to the presence of voltammetric signals
that progressively get broader or narrower and/or move along
the potential axis. Among other reasons, losses of electro-
chemical reversibility would be responsible for this behavior.

In order to solve the problem of lack of linearity during the
voltammetric measurements some chemometric tools were
developed. For example, the shiftfit algorithm corrects the data
matrix from signal movements as a previous treatment to MCR-
ALS analysis,> and pHfit can solve more intricate systems by
imposing a shape-restriction to the movements of the signals as
a function of potential.®

Recently, Parametric Signal Fitting {PSF) was proposed as a
new strategy for the chemometric study of peak-shaped vol-
tammetric signals which do not behave in a linear way. It is
based on the description of the signals by means of para-
metrie functions whose parameters are least-squares adjusted
to the experimental data and can be used to monitor the
evolution of significant variables (peak potentials, currents,
concentrations...) along the experiments. A first approach in
this direction was the algorithm termed as Gaussian Peak
Adjustment {GPA), which fits two Gaussian functions, one at
each side of every peak-shaped signal.® The fitted parameters
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are directly related to the height, position, width and
symmetry of the peaks. GPA was successfully applied to the
study of different complexation systems.'*** Furthermore, a
more sophisticated function {(asymmetric logistic peak) was
implemented to the PSF methodology to deal with highly
asymmetric signals.**

Nevertheless, the advantage of PSF methodology is
compromised by the lack of a clear link between the successive
voltammograms of an experimental dataset, which are fitted
independently {except for the fact that the parameters opti-
mised for every voltamrmogram are used as initial estimations in
the fitting of the next one). Thus, it would be necessary for the
implernentation of transversal constraints to lead the behavior
of the signals throughout the different voltammograms and
enhance the physicochemical sense of the results, as it happens
with the forced sigmoid evolution of the peak potentials with
pH in pHfit or with the implementation of adjustable stability
constants in MCR-ALS.*"®

To solve these drawbacks, in the present work several
transversal constraints are developed and implemented in a
new program, GPA2D, based on the PSF-GPA method. GPAZD
takes advantage of the relationship of the parameters with some
characteristics of the peak, such as the height, position or
width, to adjust these parameters to chemical equations
{complexation equilibria) for the study of metal complexation
and pH titrations {where the signals shift along the experiments
because of the involvement of protons in the reduction
processes).

The aim of GPA2D is focused on: {i) the adjustment of
complexation constants to the concentration profiles for
different metal-ligand systems; and (ii) the adjustment of the
movement of the signals during a pH titration to a lineal or
sigmoidal dependence. Moreover, a complementary tool, pka-
volt, which allows the determination of pK, values from a set of
voltammetric experimental data, is implemented and presented
in this paper. This application is also based on the PSF-GPA
method, and it shows the great possibilities and the versatility
of this method.

Table 1 summarises the features of the newly developed
method as compared to the existing ones and Fig. 1 shows the
main structure of the operation program, which is based on a
common GPA procedure with two alternative intermediate
paths depending on the kind of transversal constraint to be
applied {signal shift evolution or equilibrium).

View Article Online

2 Theory
2.1 Gaussian Peak Adjustment (GPA)

Differential pulse voltammetric signals can be described by
Gaussian peaks allowing the application of the PSF-GPA
method. This program requires a data matrix {I} arranged with
as many rows as the number of recorded voltammograms and
as many columns as potentials scanned during the current
measurements. From a set of reference signals (esv) defined for
every component, and according to a constraint matrix (isskift)
that restricts the type of movements, the broadening and the
existence range of the peaks, the GPA algorithm fits a couple of
Gaussian functions to each peak-shaped signal:*

T = ¢ exp{—d(E — &)} (la)

I = cexpi{—b(E — o)’} (1b)

where ‘¢’ is the peak height, ‘@’ is the peak potential and ‘b, are
the half peak widths at both sides of the peak. It must be
remarked that the concept of “component” in electrochemical
data in MCR-ALS or GPA refers to the signal from an electro-
chemical process, and not to a chemical species, as in spec-
troscopic data. ‘Thus, in the complexes containing one
electroactive site {e.g., one metal), one component is associated
with the process and also to the species. However, in the
complexes containing two different electroactive sites (e.g:, two
metal ions reducing at different potentials), two components
(i.e., electrochemical processes) may be associated with a
unique chermical species.

22 Shift constraint for pH titrations

When a metal M is reversibly reduced at a mercury electrode
and reacts with a ligand L to form electrochemically active and
inert complexes {ie., which do not dissociate during the
measurement), separated signals are observed for the free metal
and the complex, according to the processes:**"”

O M™ + ne

< M(Hg) (2a)

(i) ML® ™7 + mH* + ne = M(Hg) + H,L (2b)

If protonation equilibria are involved in the electrochermical
reduction of the complex (eqn {2b)), a strong dependence of the
corresponding peak potential on pH is observed. Despite the

Table 1 Comparison of the main characteristics of the proposed method with those of previous approaches
MCR-ALS MCR-ALS
MCR-ALS (signal shape-  (equilibrium-
Method {unconstrained) constrained) constrained) shiftfit ~ pHfit  GPA GPA2D

Reference 4,5 5 15 6,7 8 9 This work
Applicable to bilinear data? Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Applicable to non-bilinear data? No No No Yes Yes Yes Yes
Signal described by parametric equation? No Yes No No No Yes Yes
Parametric evolation of: Concentrations No No Yes No No No Yes

Pure signals No No No No Yes No Yes

2172 | Analyst, 2013, 138, 2171-2180
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matrix (I):

Experimental data
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Data pretreatment:
= Smooth

g X N

Cuirents

= Baseline correction

Pure voltammograms (esv) (Peakmalker)
Restriction matrix (isshiff)

Lign=c « exp { —d (E-a)*}
Lieg = cvexp { ~b(E-a)’}

GPA program (parameters fitted a0.b0,c0.d0)

b /i

1) Adjust of straight line and sigmoids to shift signals constraints

2) Complexation constant constraints

gpashificale] fanction

based on Isgcurvefit
and gpashiftcale2

gpashificale2
function based on
Eqn. (4 or 5) and
roots

Initial guess of parameters of
the sigmoids and/or the

straight line

gpabetafit function
based on Isgcurvefit
and gpabetacalce
gpabetacale
function based on

1L O
Initial guess of logP ,...log B,

Eqn. (10) and roots

| Parameters fitted = gpashiftcalel (a0) I—

afit= gpashificale2 (parameters fitted) |

| togp,...1og B, = gpabetafit (c0.crr.enp) |-

| cfit = gpabetacalc (epp.cry. logh,...logB,) |

Fig. 1

Flowchart of the operation program.

* Optimized parameters
* Reproduced matrix

* Error matrix

* Parameters constraints:

2) logpl ...lﬂgp“

¢ Concentration profiles (Currents)

* Concentration profiles (Areas)

1) Slope/s and inflection point/s

Shift constraint Equilibrivm constraint
Execution GPA program Execution GPA program
= Restriction matrix (isshift) = Restriction matrix (iss/ift)
= gfit constrained = ¢fit constrained
Output matrices
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inherent complexity of the problem, a good approach is reached
by writing the Nernst equation of reaction (ii):
0.058 H,L
E=E"+ log [H,.L] -
A {ML(H MH} {Hq

3)

assuming the value of 0.058 at 20 °C and EY as the formal
potential. The reorganization of eqn {3) suggests a linear rela-
tionship between the peak potential of the signal {Ep) and pH:

Ey=k— 0.0SS%pH (4)

The slope of the linear plot of B, versus pH provides us with
the relationship between the protons and the electrons
exchanged in the electrochemical reduction of the complex. For
electrochemieally irreversible signals some authors propose the
substitution of # in eqn {4) by the product an, where « is the
transfer coefficient of the electrochemical process.'® Moreover,
the situation depends on the distribution of the differently
protonated species of the free ligand. Taking into account these
considerations and the experimental evidence that many AE
versus pH plots show a sigmoid evolution, a parametric equa-
tion was proposed to describe such evolution, which constitutes
the basis of the pHfit method:®

s

AE= 1+ ebs(pH e}

+d; (5

There ag, bs, €5, and d; are adjustable parameters: aq is the
limiting height of the sigmoid; b, is related to the slope in the
region close to the inflexion point; ¢, is the pH of the inflexion
point; and 4, is the vertical displacement of the sigmoid from
the zero baseline. In the vicinity of the inflexion point, the
sigmoid can be approached by a straight line {as is assumed in
eqn {5]), whose slope {i.e., the maximum slope of the sigmoid) is
given by:

max. slope = asbs
- slope = ——

(0)

The program also considers signals which do not change
with pH and signals whose peak potential linearly moves with
PH. As Table 1 shows, pHfit does not use a parametric function
for describing pure signals. Instead, a fixed voltammogram
{estimated with peak shaped signals or experimental voltam-
mograms in the absence of the other components) is shifted an
adjustable AE value as a function of pH by using eqn {5).

GPA2D was developed with the aim to allow the analysis of
systerns with a linear or sigmoidal evolution of AE versus pH
plots by adapting the pHfit transversal constraint along different
voltammogram/pH values to the longitudinal double Gaussian
constraint of every peak according to GPA.

As it has been said before, Fig. 1 summarizes how GPA2D
works. First, the kind of movement of every component with pH
has to be indicated in the first row of a restriction matrix isshiff,
by means of the numbers 0 {no movement), 1 {linear} or 2
{sigmoid). Depending on the introduced value, the GPA2D
program makes an estimation of the shift of each component
{parameter 4@, FEpea). Next, the subroutine gpashificalci
optimizes the parameters of the sigmoid or straight line by

2174 | Analyst, 2013, 138, 2171-2180
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least-squares. From these calculated parameters, the subrou-
tine gpashificale2 computes the newly shifted parameters
{@, Epear) for each component. Finally, the GPA algorithm is
executed with its restriction matrix (isshift), together with the
obtained parameter a.

The outputs are the optimized parameters, both reproduced
and error matrices, the relative concentration profiles {from
currents or areas), and the sigmoid or linear descriptors that
provide information about the complexation system.

2.3 Equilibrium constraint

A chemical equilibrium constraint has been implemented in
GPA2D in a similar way as it was made for MCR-ALS in the case
of successive and mononuclear metal complexes.”” For calcu-
lating the stability constants the program requires the
assumption of a complexation model {the number and stoi-
chiometries of the metal complexes and some initial estirnation
of the stability constants). Then, it takes advantage of the
current fitted in a first approach by GPA by means of the
subroutines gpabetafit and gpabetacalc, based on the MATLAB
optimization function Isqcurvefit.

The calculation of chemical equilibrium requires the reso-
lution of the polynomial equation that results from the
combination of the overall formation constants and the mass
balance for the metal and the ligand:

81 = [MLY(MILD),....8, = [ML,JAIM]L]") (7
erpg = [M] + [ML] + ..+ [ML] ®
er =[L] + [ML] + ... + n{ML,] ©

where B,,...,8, are the overall formation constants of the
complexes ML,...,ML,, and cqy and ¢qq, are the total concentra-
tions of the metal and the ligand species, respectively. The
combination of these previous equations as a function of the
free ligand concentration [L] produces:*

[L"'8,, + [LI"{B(rerns — cre) + Ba 1f +[LI" !

ZABy f{(n — Derm —cry) + B ob + ... —erL =0 (10

where n indicates the maximum number of successive mono-
metallic complexes formed. Once [L] is known, the equilibria of
concentrations of the remaining species are computed from the
combination of eqn {7)-(9) yielding:

[M] = 1K1 + Bi[L] + BofLF + ... +8,[L1") (1)

[ML,] = BLI"(1 + Bi[L] + B[LT + ... + B,LI") {12)

In the optimization procedures {summarized in Fig. 1)
firstly, from a set of concentrations {parameter ¢) of the different
metal species fitted by GPA and the corresponding cryy and copg
values, a set of log § values are optimized by gpabetafit by least-
squares. From these calculated log § values, new normalized
concentration profiles are fitted by gpabetacale. These data are
adapted to the normalization of parameter ¢ by GPA, which is

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2013
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executed with its restriction matrix {isskift) together with the
obtained parameter c.

The outputs are the optimized parameters, both reproduced
and error mairices, the relative concentration profiles (by
currents or areas), log § calculated and the concentration of the
fitted species.

It must be remarked that the optimization of log § can be
carried out in two ways: from the concentration profiles of the
metal and complexes or only from the free metal concentration.

2.4 pK, versus pH

Dissociation constants can be determined by several classical
methods: UV-spectroscopy, potentiometry, conductometry,
electrophoresis or voltammetry.” Particularly, voltammetrie
techniques such as linear sweep voltammetry, differential pulse
voltammetry and more recently elimination voltammetry with
linear scan were used for computing pX, of different types of
compounds with a very good agreement between the pK, values
obtained by different methods.***

The dependence between the peak potential {(E,} of the
electrochemical reduction of protonated and deprotonated
forms of a compound and pH is given by eqn {4). As it was
described in previous works, a slope change is visible in the
dependence of E, on pH in the vicinity of pH = pK,.

Plkavolt is a new chemometric tool also based on PSF-GPA for
the determination of pX,. In order to compute the pX, values,
pkavolt uses the fitted parameters of the signals. The most
important requirements of the program are that the substance
has to be electrochemically active and its behaviour has to
follow eqn (4) in all the pH ranges.

3 Experimental
3.1 Chemicals and instrumentation

Zn{u), Cd{n) and Cu{n) 0.01 mol L * stock solutions were prepared
from Zn(NO;),-4H,0, Cd{NOj),-4H,0 and Cu{NOj), -3H,O
{Merck, analytical grade) standardized by complexometric titra-
tion. A stock solution of 6-benzylaminopurine {BAP) (Aldrich,
>99.0%) was prepared from the solid product solubilized in
ethanol (Panreac, p.a.). Solutions of 1,10-phenanthroline (Merck,
analytical grade), phytochelatin PC, {{v-Glu-Cys),-Gly as trifluoro
acetate salt) (DiverDrugs S.L., with purity of 91.8% - HPLC-MS),
captopril {{8)-1-{3-mercapto-2-methyl-1-oxopropyl)-L-proline)
{Fluka, HPLC grade), and potassium oxalate {Carlo Erba, pure
reagent grade) were prepared by dissolving the reagents in water.
HNO; and KOH solutions were prepared from Titrisol{Merck) and
diluted to obtain solutions of the required concentration. Acetic
acid/acetate bufferis prepared at pH 5 and 0.1 mol L. ' KNOjionie
strength. Britton-Robinson buffer is adjusted at pH 5.1 and
0.1 mol L. * NaClO, - H,0 ionic strength. Ultrapure filtered water
{Milli-Q plus 185 water purification system) was employed in all
experiments.

Voltammetric measurements were performed using a Met-
rohm-757 VA Computrace {Metrohm, Switzerland) attached to a
personal computer with data acquisition software also from
Metrohm. Working, reference and auxiliary electrodes were a

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2013
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static mercury drop electrode {SMDE) with a drop area of
0.9 mm?, Ag/AgCl, KCl (3 mol L. 1), and glassy carbon respec-
tively, all of them from Metrohm. Double distilled Hg was used.
Unless otherwise indicated, the instrumental parameters for
the experiments were a drop time of 1 s, a scan rate of 0.005 V
s ', a pulse time of 0.05 5, and a pulse amplitude of 0.05 V. pH
measurements were made with an Orion SA 720 pH meter. All
the experiments were carried out at 25 °C and purified nitrogen
(Linde 50) was used for solution deaeration.

3.2 Procedures

Complexation measurements of Zn{u):oxalate, Cu{u):BAP, and
Cd{u}:1,10-phenanthroline systems were done according to
previous experiments.**'* Voltammetric measurements of
pH titrations {from pH 2.5 to 10) of PC, and the Cd{n):PC,
systems were respectively done following published proce-
dures.® The determination of pK, values was done in captopril
drug solution in Britton-Robinson buffer adjusted to 0.1 mol
L ' ionic strength by adding KNO; for pH values ranging from
1.7 to 11.8 and 25 °C. Solutions were deaerated with nitrogen
and a scan by differential pulse polarography (DPP) was
recorded.

3.3 Data treatment

Experimental matrices have been analysed by using a set of
homemade Matlab programs available as ESI of this work and in
the address http:/fwww.ub.edu/dgaelc/programes_eng.himl.t

4 Results and discussion
4.1 GPA2D

The aim of GPA2D is to extract a physicochemical sense to the
evolution of the signals and their shifts along the experimental
axis. The imposition of the transversal constraints makes this
method more powerful for the analysis of voltammetric data,
especially if they are non-bilinear.

4.1.1 Signals-shift constraint. The complexation of phy-
tochelatins {PC,) with several heavy metals has been widely
studied in the last few years by our group. In this context, pHfit
was the first program able to adjust different equations to
reproduce the potential shifts of the signals, and it was
successfully tested with the Cd{n):PC, system.® Although pHfit
provides an acceptable resolution of the system, the lack of fitis
considerable since the voltammetric signals not only undergo a
potential shift during the pH titration but they also have
important changes in the peak shape. The new program GPAZD
permits the application of the transversal shift constraints of
PSF-GPA but modified by the peak-shaped restriction, which
solves the limitations of the pHAfit program, thus providing good
results with a lower lack of fit.

Fig. 2 shows a typical example of the application of GPA2D.
The behaviour of the 1 :2 Cd(u) : PC, system is rather compli-
cated, with many overlapping signals which shift through the
potential axis along the pH titration (Fig. 2a). The program was
executed in the shift constraint mode, which fits the initial
parameters of each component (including peak potentials,

Analyst, 2013, 138, 2171-2180 | 2175
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Fig. 2

(a} Experimental data matrix {current vs. potential) obtained in the DPP gH titration of the 1: 2 Cd{u) : PCo system in 0.1 mel L ' KNOs. (b} Plot of the initial

estimations of Epeax {CG) of each component and the optimized functions (=) by GPA2D. {c) Plot of the adjusted Epear () to the optimized functions {).

Fig. 2b {O)). Further, the program extracts from the restriction
matrix (isshift) the type of movements needed to adjust for each
component, and GPA2D calculates and shows (Fig. 2b (-}) the
optimized functions (straight line or sigmoid) from the fitted
parameters by least squares. Finally, the new peak potentials
{Fig. 2¢ (O})}, the optimized functions and the lack of fit are
provided. To summarize, the outputs of the program are: the
error matrix, the reproduced matrix, the peak potentials of each

2176 | Analyst, 2013, 138, 2171-2180

component, the concentration profiles from ecurrents, and the
concentration profiles from areas.

Table 2 compares the results obtained by GPA2D and pHfit
when analyzing the DPP pH titrations of PC, and 1 : 2 Cd{u) : PC,
systems. In both cases the lack of fit obtained with GPA2D is
much lower than this by pHfit and this suggests that the fitted
parameters by GPA2D {not very different) should be more
accurate.
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Table 2 Comparison of GPA2D and pHfit for the analysis of DPP pH titrations of PC; and 1 : 2 Cd{i}—PC; systems

GPA2D PHAE
Component Type of adjustment Pararmeter PC, 1:2 Cd(n) : PGy PC, 1:2 Cd(u) : PGy
1 Not move =: =s = =
2 Straight line Slope — 0.040 — 0.042
3 Not move — — —: —:
4 Sigrnoid Slope 0.064 0.086 0.070 0.057
Inflexion point 4.40 4.86 4.44 4.90
5 Sigrnoid Slope 0.042 0.082 0.053 0.044
Inflexion point 9.02 8.48 4.60 8.94
& Sigmoid Slope — 0.018 —s 0.028
Inflexion point = 7.60 — 8.15
Lack of fit (%) 3.61 8.24 12.6 15.6

4.1.2 Equilibrium constraint. For testing the performance of
the equilibrium constraint implemented in GPA2D, the determi-
nation of the complexation constants of different systerms and the
comparison with the values collected in the bibliography were
carried out. The equilibrium equations were adjusted to the data
taking the complexation constants optimized by the program as a
constraint, which leads to the evolution of the signal along the
experimental axis. The evaluated systems present different
behaviors with respect to the evolution and the overlapping of the
signals of the metal and its complexes. GPA2D was applied to the
systems adjusting different restrictions related to the movement,
the broadening, and the selectivity of the signal of the complexes
and/or the metal. This allows us to check the robustness of the
method and to calculate the standard deviation between the
different adjustments.

One of the selected systems was Cu{u):BAP, which is inter-
esting because the application of GPA2D with this equilibrium
constraint allowed, for the first time, the determination of its
complexation constants by electroanalytical techniques. Fig. 3a
shows the experimental data of the BAP to Cu{u) titration, where
the free metal ion presents a signal {component 1) that is
independent of the signals of the two complexes. The extreme
overlapping of these complexes and the continuous shift to

more negative potentials were caused by the formation of two
consecutive complexes and the adsorption of the free BAP.
These behaviors caused a dramatic loss of linearity that was
studied and solved by GPA."”® The first complex {component 2)
exhibits a great reversibility while the second complex
{component 3) seems more irreversible.

The program was executed in the equilibrium constraint
mode, in which the initial parameters of each component
(including the concentration profiles, Fig. 3b (-)) were fitted and
the initial estimation of the complexation constants were
introduced into the program. GPA2D calculated and displayed
the adjusted complexation constants to the data, and the
concentration profiles were optimized from the obtained
complexation constants. The new concentration profiles
(Fig. 3b {-+-)) and the lack of fit are provided. T'o summarize, the
outputs of the program are: the error matrix {Fig. 4h); the
reproduced matrix (Fig. 4c); the peak potentials of each
component (Fig. 4d); the concentration profiles from currents
(Fig. 4e); the concentration profiles from areas (Fig. 4f); and the
absolute concentrations (Fig. 4g) calculated by the total metal
concentration {cm)-

The complexation constants of the Cu(n):BAP system were
computed by two different approaches: (i) the behaviors of

a) b)
x10
(1)
45— P’
35— ;
a
I(a) ¥ 3
b5}
3
1.5-| 3
0.5
01 0 21 0.2 0.3 0.4 05 [BAP][Cu(D)] LE 18 2 25~ ¥ 35
E(V) [BAP]:[Cu(I)]
Fig. 3 (a) Experimental data matrix {current vs. potertial vs. concentration ratio) obtained in the DPP titration of Cu{i) solution with BAP at pH 5.1 and 0.1 mol L

NaClO, of ionic strength. (i} Estimation of the concentration profiles (-} and the new concentration profiles {---) adjusted to the optimized complexation constants by
GPA2D. Components: 1 — free Cu?* ion; 2 — Cu{BAP) complex; 3 — Cu{BAP), complex; and 4 — anodic signal.
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Table 3 Stability constants obtained by GPA2D for the studied systems and comparison with some literature data

Titration Fitting mode  Technique  Ion strength (M)  Log 6, Log £, Log £ Lack of fit (%)
BAP to Cul) M and ML, DPP 0.1 86+ 01 140405 11.23
BAP to Culu) only M DPP 0.1 82403 139103 8.11
BAP to Culi)™ UV-Vis 0.1 8.3 15.9

1,10 Phenanthroline to Cd{n) M and ML, DPP 0.1 574+0¢2 10.8+03 152+03 10.88
1,10 Phenanthroline to Cd{n) only M DPP 0.1 474+02  98+01 163 +05 7.42
1,10 Phenanthroline to Cd{m)*® DPP 0.1 5.64 10.95 15.95

1,10 Phenanthroline to Cd{(u)** 0.1 5.8 10.6 14.6

Oxalate to Zn{m) M and ML, DPP 0.16 38401 6802 8.23
Oxalate to Zn{m) only M DPP 0.16 34+01 65+03 5.54
Oxalate to Zn(n)™* DPP 0.16 3.52 6.83

Oxalate to Zn(n)™® 0.16 3.88 6.40

4.2 Application for the pK, determination

The chemometric tool, pkavelt, for determining the pK, values
was tested with the drug captopril which has two pK, values
corresponding to the carboxylic and thiol groups. The tool was
also based on PSF-GPA which takes advantage of the fitted
parameters that explain each component, showing the great
versatility of this method. To obtain the pK, value, pkavolt
adjusts two straight lines, with different slopes, to the experi-
mental data and the intersection point between them provides
the pK, value according to eqn {4). In this way the determination
of the pK, values of the carboxylic and thiol groups were eval-
uated in the pH range from 2 to 7 and from 7 to 11 respectively.

The voltammetric experimental data (Fig. 5a) were analyzed
and the program provides the peak potential of each compo-
nent for each measurement by least squares (£ vs. pH plot). The
captopril system shows two overlapped peaks, which mean that
two components have to be independently fitted and, for this
reason, the reliable selected component has to be indicated.
Then different slopes are revealed and the visual intersection
point should be selected for the indicated component. Finally,
the program optimizes by least squares the descriptor param-
eters corresponding to both straight lines and the pk, value is
computed (Fig. 5b). By applving this method to the captopril
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T(A i
0.6
04—
0.2
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 4 .
E(V)
Fig.5

drug, the values pK,, = 3.94 and pkK,, = 10.09 were obtained
(Table 4), which are in very good concordance with previous
ones obtained by UV-Vis and potentiometry.?*

5 Conclusions

The implementation of transversal constraints in the GPA2D
program {based on the PSF-GPA approach) has significantly
improved the results of the existing methods {unconstrained
GPA, pHfit and MCR-ALS) when applied to non-bilinear vol-
tammetric datasets.

The first kind of constraint, i.e. signals-shift, has been
successfully tested in the analysis of the Cd{u):PG, system. As
compared to a previous pHfit analysis, it provides a better
resolution with a lower lack of fit.

The second kind of constraint, i.e. chemical equilibrium, has
been successfully tested with systems of well-known stability
constants, obtaining a good agreement with the literature
values. Additionally, the equilibrium mode of GPA2D has been
applied to systems like Cu{u)-BAP, with scarce complexation
data available, and has provided reliable electrochemical values
for the stability constants which complement the older infor-
mation by UV-Vis spectroscopy.
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{a) Experimental data matrix (current vs. potential vs. pH) oltained in the DPP pH titration of the captopril solution in 0.1 mol L " KNQs. (b) Representation of

the pH dependence of the voltammetric peak potential. The two straight lines have been optimized by pkavolt.
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Table 4 The pK, values of the captopril drug obtained by pkavolt and
comparison with some literature data

Technique Ion strength (M) PKat pKaz
Polarography (DPP) 0.1 3.94 & 0.07 101 £ 0.1
Uv-Vis®® 0.1 3.90 £ 0.05  10.03 £+ 0.08
Potentiometry” 0.5 3.7 9.8

Finally, the developed tool, pkavolt, for the determination of
pK. values, which takes advantage of the fitted Gaussian
parameters, has been successfully applied in the computation
of the pK, values of the captopril drug.

Thus, these good results encourage the development and
application of transversal constraints and tools inside the
general PSF strategy.
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Capitulo 8. Desarrollo de la metodologia quimiométrica PSF-GPA

8.4. Discusion de resultados

En estos dos trabajos se muestra la gran capacidad del algoritmo PSF-GPA. Esta nueva
metodologia se fundamenta en el ajuste paramétrico de sefiales, en concreto se ajustan
dos funciones gaussianas, una a la izquierda y otro a la derecha de cada sefal
voltamperométrica. El método de optimizacién utilizado se basa en el algoritmo
Isqcurvefit (Toolbox, Matlab) que consiste en la optimizacion de una ecuacidon o
multiples ecuaciones no lineales mediante un ajuste por minimos cuadrados a través de
los parametros que definen las ecuaciones seleccionadas. Los pardmetros que se
optimizan en las ecuaciones estan restringidos por unos valores minimos y maximos
preestablecidos. La funcidn objetivo de este algoritmo es el sumatorio del cuadrado de

las diferencias entre los valores experimentales y los reproducidos por el modelo.

PSF-GPA ajusta cada sefial voltamperométrica de cada una de las medidas mediante la

optimizacion de las siguientes ecuaciones:
e = cexp (=b (E—a)?) Ec. 8.1
Light = cexp (—d (E—a)?) Ec. 8.2

donde la ecuacién (8.1) es valida para valores de potencial (E) en que se cumple E < a.
Por el contrario, la ecuacion (8.2) es valida a valores E > a. Los pardmetros ajustables a
y ¢ son comunes para ambas funciones gaussianas y determinan la posicion y la altura
del pico, respectivamente. En E,..c = a, ambas funciones convergen en un méximo, de
manera que lieq = Irighe = ¢. Los pardmetros b y d son especificos de cada funcion y estan
relacionados con la anchura a cada lado de la sefial, por lo que entre ambos se determina
la anchura a media altura del pico (w;.). Por otro lado, la independencia del ajuste en
ambos lados permite el andlisis de posibles sefiales asimétricas. El ajuste de estos

parametros a una sefial de pico gaussiana se ejemplariza en la Figura 24.

Las sefiales voltamperométricas son debidas a procesos electroquimicos, y estos pueden
ser reversibles o irreversibles. En sistemas donde no varia el comportamiento
electroquimico a lo largo del experimento, la altura de pico (parametro c) es el mejor
indicador para la determinacion de la concentracién de cada especie; no obstante, en
sistemas donde hay cambios en la reversibilidad electroquimica, la concentracion esta

mejor descrita si se consideran las areas, ya que la relacion entre la intensidad y la
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concentracion se ve comprometida. Debido a la necesidad de trabajar con las aéreas en
sistemas no lineales, éstas se pueden calcular de manera directa a partir de los
parametros optimizados en ambas funciones que definen la geometria de la sefial
voltamperométrica. Para este calculo la ecuacion utilizada es:

_eE(L 1
Area = . (\/E-I_\/H) Ec 8.3

a E

Figura 24. Ejemplo de sefial voltamperométrica ajustada a través de los parametros de las dos
ecuaciones gaussianas. a = posicion, wl = anchura a media altura de la gaussiana de la
izquierda, ¢ = intensidad maxima y w2 = anchura a media altura de la gaussiana de la derecha.
w1 + w2 = anchura a media altura del pico.

La Figura 25 resume mediante un diagrama de flujo el funcionamiento y los procesos
involucrados en el programa GPA, el cual estd basado en la metodologia PSF-GPA.
Este programa, desarrollado en entorno Matlab, requiere la introduccion de una serie de
matrices de entrada (inputs) y, tras el analisis, proporciona otras de salida (outputs) tal y

como se muestra en la funcion GPA:

[Epeaks WpeaksIrepsLeor,a,0,¢,d,C, Apeax] = gpa (Iexp,esv,E,isshift,expvar,csel);

— _/ N\ J
VT '

Outputs Inputs
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Figura 25. Esquema de la metodologia PSF-GPA.
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donde los inputs son:

142

Iexp = Matriz de datos experimental.
esv = Matriz de componentes (voltamperogramas) estimados.

Esta matriz se calcula con el programa peakmaker, donde de manera
visual se determina la forma y la posicidn de cada sefial de pico

gaussiano.
E = matriz de potenciales estudiados.

Los valores de potenciales tienen que ser los mismos para todas las

medidas.
isshift = matriz de restricciones.

La dimensién de esta matriz corresponde a un nimero de columnas igual
al niimero de componentes y 4 filas donde se especifican para cada
componente una serie de restricciones. En la primera fila, con un 1/0, se
establece si el programa ajusta o no el movimiento de cada componente;
en la segunda, se fija de igual manera si los componentes cambian de
forma o simetria; y en las filas 3 y 4 se restringe la selectividad de cada
componente especificando el nimero de la medida en la que aparece y

desaparece la sefial de cada uno.
expvar = matriz de variables experimentales.

Esta matriz puede ser la relacion metal:ligando, las concentraciones, el

pH...
csel = matriz de selectividad.

En esta matriz se define con 1 o 0 la existencia o no de cada componente
para cada medida. Es un input opcional, ya que el programa crea ¢l
mismo esta matriz mediante los valores de la tercera y cuarta fila de la
matriz isshift. Es util en el caso que un componente aparezca,

desaparezca y vuelva a aparecer y se quiera definir una restriccion de
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selectividad, ya que en la matriz isshift solamente se tiene en cuenta una

aparicion y una desaparicion por componente.

Los outputs son:

Epeak = parametro a = potencial (posicion).

Este parametro se optimiza para cada componente en cada medida.
Weak = anchura a media altura.

Se optimiza para cada componente en cada medida.

I;ep = matriz de datos reproducida por el programa.

I.or = matriz de datos corregida.

En esta matriz cada sefial se mantiene en un potencial fijo, es decir se ha
corregido el desplazamiento en todas las sefiales, para un eventual

tratamiento posterior por un método lineal.

Parametro b = relacionado con la anchura a media altura de la funcion

gaussiana de la izquierda.

Se optimiza para cada componente en cada medida.
Parametro ¢ = altura de la sefial.

Se optimiza para cada componente en cada medida.

Parametro d = relacionado con la anchura a media altura de la funcion

gaussiana de la derecha.
Se optimiza para cada componente en cada medida.
C = pertil de concentraciones.

Calculado a partir de intensidades o de areas, segun el caso, para todos
los componentes del sistema. La eleccion se hace a través de una

pregunta que el programa realiza durante su ejecucion.

Apeak = drea del pico.
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Se optimiza para cada componente en cada medida.
e Jof = porcentaje de la falta de ajuste.

Corresponde a la falta de ajuste entre los datos reproducidos por GPA y
los datos experimentales. Este valor se ofrece de manera visual en la
pantalla de Matlab una vez acabados los procesos iterativos de

optimizacion.

Al introducir los inputs en la funcidon GPA hay que tener en cuenta una serie de

consideraciones muy importantes para facilitar la optimizacion de los datos y obtener

asi buenos resultados y un bajo /of. A continuacion se describen las etapas necesarias

para la aplicacion del GPA a valoraciones complexométricas, haciendo especial

hincapié en los detalles que proporcionan un ajuste satisfactorio.
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1)

2)

3)

Una vez registrados los voltamperogramas a diferentes relaciones metal/ligando
o pHs, los datos se transfieren al entorno de Matlab mediante un programa
(gpes) que estructura los datos experimentales en un vector de potenciales y una

matriz de intensidades.

Previamente a su andlisis la matriz experimental puede ser pretratada si se
considera necesario. Esto significa la eliminacién de ruido mediante un
suavizado, la correccion de la linea base y el cambio de signo de toda la matriz
en caso de tener intensidades negativas, que es lo que ocurre cuando se realizan

barridos catddicos.

Esta metodologia estd destinada al analisis de datos voltamperométricos no
lineales. En estos casos la determinacion del niimero de componentes no se
puede hacer como en los modelos lineales, en donde se utilizan algoritmos como
la descomposicion en valores singulares (SVD). Por el contrario, este proceso se
ha de determinar mediante el conocimiento, al menos parcial, del sistema y/o de
la observacion visual de los datos. Hay que resaltar dos aspectos: i) en los
estudios voltamperométricos los componentes no estd relacionados con especies
quimicas, sino con procesos electroquimicos; y 1) en los datos
voltamperométricos, cada proceso electroquimico suele mostrar una sefial en
forma de pico. Aunque el posible solapamiento entre sefiales dificulta la

seleccion de componentes, la experiencia y la visualizacién del experimento
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permite detectar su presencia, excepto cuando aparecen completamente
solapados. Es en este punto, donde se requerird un conocimiento previo del

sistema para poder obtener un buen ajuste y unos buenos resultados.

4) La matriz de estimaciones iniciales (esv) es muy importante para facilitar al
programa la optimizacion de todos los parametros y evitar resultados erroneos.
Por ello, la estimacién del voltamperograma unitario de cada componente debe
hacerse a partir de la primera sefial nitida del componente que aparece en la
matriz de datos. Esto es debido a que una vez optimizada la primera sefial el
programa utiliza los pardmetros obtenidos como estimaciones iniciales para
estimar la siguiente medida y asi sucesivamente. También hay que resaltar que si
la sefial no se mueve o no cambia de forma (tal como se debe haber especificado
en la matriz isshift) es importante realizar una estimacién precisa de los
parametros a, b y d), pues GPA los mantendré constantes a lo largo de todas las
medidas ajustando el resto de pardmetros. Una mala estimacidon producird unos

resultados inexactos.

5) La creacion de la matriz de restricciones isshift es la pieza clave dentro del
algoritmo PSF-GPA. Antes de fijar el desplazamiento o no, el cambio de forma
0 no, la aparicion y desaparicion de cada componente, se ha de estar
completamente seguro del comportamiento. Una mala interpretacion de los
datos experimentales hard que se formule una matriz de restricciones erronea y
daré lugar a resultados engafiosos que no se corresponderan con la naturaleza de

los datos.

En algunas ocasiones se debe llegar a un compromiso en la aplicacion de
restricciones para poder explicar con éxito todos los procesos e interacciones
aunque esto cause una mayor falta de ajuste. Un ajuste muy rigido hace que se
pierda informacion y un ajuste libre de todos los parametros hace que muchas

veces los resultados no sean correctos debido a las ambigiiedades de los datos.

6) Finalmente, tras introducir todos los inputs se procede a la ejecucidon del

programa GPA.

Durante el desarrollo del programa se puso especial atencion en el establecimiento de

los valores maximos y minimos de los parametros optimizables de ambas ecuaciones
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gaussianas (Ec. 8.1 y 8.2) en el ajuste de la funcidon Isqcurvefit. De esta manera se dotd

al programa de una serie de restricciones para que el analisis se ajustase a los datos de

origen voltamperométrico. La definicion de los maérgenes de trabajo durante la

optimizacion de los parametros mediante GPA ayuda a minimizar las ambigiiedades y

dota de significado fisicoquimico a los resultados.

Las restricciones que estan fijadas son:

i)

iii)

vi)

El parametro a, correspondiente a la posicion de la sefial, s6lo puede tener
valores posibles de potenciales, es decir, dentro del intervalo de potenciales de

trabajo del sistema de electrodos utilizados.

Se especifica la restriccion de no negatividad a través del pardmetro c, el cual
so6lo puede tener valores positivos, con la finalidad de obtener perfiles de
concentraciones y seflales siempre positivas. Es necesario cambiar el signo a los
datos en las medidas catddicas antes de su analisis quimiométrico, tal como se

ha dicho anteriormente.

Los parametros b y d s6lo pueden tener valores minimos y méaximos tipicos de

las sefiales voltamperométricas.

Mediante la matriz isshift se puede aplicar restriccion de movimiento y/o de
forma manteniendo constantes (o no) los pardmetros a y/o b y d,

respectivamente.

Restriccion de selectividad mediante las filas 3 y 4 de la matriz isshift donde se

define la existencia o no de cada componente en el conjunto de los datos.

Restriccion de forma de las sefiales voltamperométricas (gaussianas) ya que el

programa optimiza las sefiales a través de dos ecuaciones gaussianas.

Estas restricciones proponen la aplicacion del PSF-GPA como una metodologia de

MCR potente, capaz de analizar quimiométricamente datos voltamperométricos tanto

lineales como no lineales. El programa GPA fue probado en varios sistemas de cierta

complejidad, tanto por el alto grado de solapamiento de las sefiales como por la

importante pérdida de linealidad, producida por el desplazamiento de las sefiales y por

los cambios en la reversibilidad electroquimica.
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El sistema que planted la necesidad de desarrollar esta metodologia fue el de la
fitoquelatina de cinco unidades (PCs) y sus complejos con Cd y Pb, que se estudi6 en un
amplio rango de pH [39]. En dicho estudio y en ausencia de metales, se observd una
sefial de PCs que se movia a lo largo del eje de potencial en funcidon del pH, con
cambios mas que evidentes en su forma y simetria. Esto reducia drasticamente la
linealidad de los datos impidiendo la aplicacion de métodos como el MCR-ALS. Los
datos fueron tratados mediante el programa pHfit, con el objetivo de lidiar con el
continuo desplazamiento de las sefiales a lo largo del eje de potenciales, pero se obtuvo
una gran falta de ajuste como consecuencia de los progresivos cambios en la anchura y

simetria de la sefial, cambios que el pHfit no puede modelar.

El estudio polarografico del comportamiento de la PCs se repitié en un intervalo de pH
entre 2 y 12, mas amplio que el previamente considerado [39]. En este estudio se
detectaron tres sefiales o procesos electroquimicos, los cuales estan relacionados con la
oxidacion del mercurio del electrodo (sefiales anodicas del mercurio) para formar
complejos con PCs [94]. Como se ha explicado con anterioridad, no se puede
determinar el niimero de componentes mediante funciones como SVD ya que la
representacion de los valores singulares hace evidente el alto grado de no linealidad en
los datos ya que, en este caso, proponia 9 componentes principales para explicar un
89.0% de la varianza de los datos. Es por esto que, tras un analisis visual se decidi6 que

existian tres seflales claramente diferenciadas.

Las tres sefiales que se pueden detectar (Figura 26) son: 1) el pico principal (indicada
como 1 en la figura) que se mueve continuamente desde ca. -0,3 a -0,8 V y que cambia
de anchura de manera continua; ii) una sefial muy amplia que aparece entre -0,4 y -0,8
V (sefial 2 de la figura); iii) y un pico estrecho en ca. -0,9 V que predomina a valores
altos de pH y practicamente no se mueve (sefial 3 de la figura). Con esta percepcion
visual, se determin6 la matriz de restricciones (isshift). Para el componente 1 se ajusta
la posicion y la forma, en cambio para los otros dos componentes (2 y 3) solo se
considera la optimizacidon de sus anchuras. La ejecucidon del programa GPA con estas
restricciones proporciona una buena reproduccion de la matriz de datos, con una falta de

ajuste de tan solo el 5,4%.
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Figura 26. Grafica 3D de la valoracion de pH de la fitoquelatina PC5.

Hay que comentar que la primera sefial es la mds interesante para determinar la
capacidad de andlisis de la metodologia PSF-GPA, ya que tiene un desplazamiento
constante a lo largo del intervalo de pH. Esto se debe a que los protones participan en el
proceso electroquimico de oxidacion/reduccion del sistema PCs/Hg. Ademas, la sefial
presenta cambios muy pronunciados tanto en forma como en simetria, causados por
cambios en la cinética de la reaccidon electroquimica implicada. Si se asume que las
mayores variaciones de los potenciales y/o alturas de los picos se producen a valores de
pH cercanos al pK, de los grupos que participan en el enlace, se pueden identificar los
grupos funcionales implicados en el mismo. Estos cambios se producen a valores de pH
cercanos a 5 y a 8, lo que sugiere la unién del mercurio al péptido a través de enlaces

con el grupo carboxilico y los grupos tiol/amino.

Tras la aplicacion satisfactoria del PSF-GPA a un sistema cuyos datos muestran una
gran falta de linealidad, se buscd un sistema que fuera conocido pero que a la vez
tuviera una serie de complicaciones con el objetivo de analizar la robustez y la validez
de la metodologia PSF-GPA en el analisis de datos voltamperométricos no lineales. Con
ese objetivo se selecciond el sistema Zn-oxalato, el cual es un buen ejemplo ya que
presenta una sefial que muestra un desplazamiento progresivo hacia potenciales mas

negativos y un aumento creciente en la anchura del pico a lo largo del experimento
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(Figura 27); ademas existe el problema de la precipitacion del complejo ML,, aunque

¢ste se tratd de minimizar utilizando una concentracion inicial de Zn(II) pequeiia.

I(A)

B ;
-1.15 -1.1 -1.05 -1 0.95
E(V)

Figura 27. Matriz de datos experimentales (intensidad vs. potencial) correspondiente a una
valoracién mediante DPP de Zn(II) 10~ mol L™ con oxalato en un medio 0,16 mol L™' KNO;.

La sefial de reduccidn de Zn (que corresponde tanto al metal libre como al complejado)
se analizé mediante el uso de diferentes programas. Se utilizo el modelo lineal MCR-
ALS vy el programa pHfit con el objetivo de corregir el desplazamiento, pero en ambos
casos el lof era considerablemente alto. En cambio, al aplicar el PSF-GPA a los datos
experimentales, el ajuste de las sefiales a la doble gaussiana permitid obtener una
reproduccion satisfactoria de los datos con un /of de solo 4,6%. A pesar del buen ajuste
y reproduccion de los datos se mird si los parametros ajustados por el PSF-GPA eran

coherentes y si los resultados estaban afectados por ambigiiedades de tipo rotacional.

En el perfil de concentracion calculado a partir de la intensidad de pico (parametro c) se
observa una disminucion progresiva de ésta, tal y como se deduce visualmente en los
datos experimentales. Este comportamiento contrasta con lo que se observa en el perfil
de concentracion calculado a partir de las areas (Ec. 8.3; para el célculo de areas se
utilizan los parametros ¢, b, y d) donde se observa como la sefial se mantiene

practicamente constante durante todas las medidas. Este comportamiento es 16gico, ya
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que al producirse cambios en la forma y no en la concentracion (de Zn) se puede
producir un cambio en la intensidad pero el 4area debe de ser constante. Para analizar si
el ajuste del desplazamiento de la sefial es correcto, se calcula a través de su posicion
(parametro a) durante el experimento, las constantes globales de estabilidad de los
complejos ML y ML, del sistema Zn-oxalato, utilizando el area del pico, los potenciales
optimizados y las concentraciones de metal y ligando en cada medida. A pesar de que
las medidas pueden verse afectadas por la irreversibilidad electroquimica, se obtuvieron
unos valores de constantes de log B; = 3,84 y log B, = 6,85, que son analogos a los que
aparecen en la literatura [117]. En este primer articulo la metodologia quimiométrica
PSF-GPA mostro ser suficientemente precisa, robusta y valiosa para el analisis de datos

voltamperométricos no lineales.

La exitosa aplicacion de PSF-GPA hace que esta nueva estrategia quimiométrica se
postule como una metodologia ttil para el estudio de datos voltamperométricos que se
comportan de manera no lineal. Sin embargo, toda esta ventaja puede verse
comprometida por la falta de un vinculo que relacione los sucesivos voltamperogramas
del conjunto de datos experimentales, los cuales son ajustados de manera independiente.
De hecho, el Unico vinculo existente es que los pardmetros optimizados para cada
voltamperograma se utilizan como estimaciones iniciales del voltamperograma

siguiente.

Para resolver este inconveniente se implementaron unas restricciones transversales para
fijar, y a la vez optimizar, el comportamiento de las sefiales a lo largo de los diferentes
voltamperogramas y dar mds sentido fisicoquimico a los resultados. El desarrollo del
programa GPA2D se basa en la metodologia PSF-GPA y la utilizaciéon de parametros
ajustables. Se aprovecha la relacion de los pardmetros ajustables con algunas
caracteristicas de los picos para aplicar varias restricciones transversales, las cuales se
centran en: 1) el ajuste del movimiento de las sefiales durante una valoracién del pH con
una dependencia lineal o sigmoidea; ii) el ajuste de constantes de complejacion a los

perfiles de concentracion para los sistemas metal-ligando.
Restriccion de ajuste del movimiento

Los estudios de evolucion de sefiales con el pH son habituales en electroanalisis. Para el
analisis de estos datos que a veces presentan una dramatica pérdida de linealidad, se

desarrollé en el grupo, como ya se ha dicho, el programa pHfit. Pero aun pudiendo
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ajustar el desplazamiento de las sefiales de manera lineal o sigmoidea es notable la falta
de ajuste. Esto es debido a que, ademas de la implicacion de los protones en los
procesos electroquimicos que produce un desplazamiento de las sefiales, existen
cambios en la cinética y, en consecuencia, cambios en la forma de las sefiales, siendo en

este punto es donde el pHfit no es capaz de lograr un buen ajuste.

Con este fin se implement6 a la metodologia PSF-GPA una serie de restricciones en el
desplazamiento de las sefales. Este nuevo programa llamado GPA2D, puede aplicar
diferentes tipos de restricciones al movimiento de las sefiales a través de una serie de
ecuaciones, las cuales se deducen a partir de aproximaciones quimicas, tal y como se
muestra en el articulo. El tipo de restricciones del movimiento se especifica en la
primera fila de la matriz de restricciones isshift donde (0) significa que el componente

no se mueve, (1) para un ajuste lineal y (2) para un ajuste sigmoideo.

El funcionamiento del programa GPA2D (modo restriccion de movimiento) es el

siguiente:

1) El programa hace una primera optimizacion de todos los parametros de cada
componente a través del ajuste paramétrico de la doble gaussiana (PSF-GPA) en

todo el conjunto de los datos.

i1) Estos parametros optimizados los utiliza el programa como estimaciones
iniciales para el posterior ajuste iterativo mediante minimos cuadrados a través
de la optimizacion Isqcurvefit aplicando cada restricciéon de movimiento (Epcak

vs. pH) especificada para cada componente a través del parametro a.

iii) Una vez ajustado el parametro a, con la restriccion de forma establecida, se
vuelve a ejecutar la optimizacién mediante PSF-GPA, pero esta vez el parametro

a de cada componente se mantiene restringido a las ecuaciones optimizadas.

GPA2D se probo en los sistemas PC, y Cd(I):PC, y los resultados obtenidos se
comparan con los obtenidos con el programa pHfit. El comportamiento de las sefiales
del sistema metal-ligando Cd(II):PC, a un ratio de 1:2 con el pH es bastante
complicado, con muchas sefiales superpuestas que se desplazan a través del eje de
potencial durante toda la valoracion de pH (Figura 2a del articulo). En este sistema se
establecio la existencia de 6 componentes: 2 sin movimiento, 1 con ajuste lineal y 3 con

restriccion sigmoidea. En otra grafica (Figura 2b del articulo) se muestra la
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optimizacion inicial de los pardmetros a para todos los componentes y las ecuaciones
ajustadas a estos para cada uno. Finalmente, se aplica la restriccion del Epeax a la

ecuacion previamente optimizada (Figura 2c¢ del articulo).

Los datos optimizados utilizando las ecuaciones tanto lineales como sigmoideas son
parecidos a los obtenidos con el programa pHfit. Sin embargo, en todos los casos
GPA2D muestra un valor mucho mas bajo de falta de ajuste (/of), lo que indicaria que

los parametros son mas precisos aplicando esta metodologia.
Restriccion de equilibrio quimico

Las interacciones metal-ligando ha sido ampliamente estudiadas en los tltimos afios en
nuestro grupo de investigacion y el calculo de las constantes de complejacion, aplicado
como una restriccion a metodologias de soft modelling como el MCR-ALS, también se
ha considerado [36]. No obstante, la linealidad de los datos era un punto imprescindible
para su aplicacion y para la obtencion de valores correctos. Por ello, se ha
implementado a esta metodologia, cuya simplicidad y capacidad de resolver sistemas no
lineales ha quedado demostrada, una restriccion transversal de equilibrio quimico a

través del parametro c.

La optimizacion de las constantes de complejacion se realiza a través de ecuaciones de
equilibrio quimico. GPA2D utiliza dos matrices adicionales correspondientes a la
concentracion de metal y de ligando en cada una de las medidas analizadas junto a las
sefales de intensidad (parametro c) del metal y de los complejos formados. Asi, a través
de las ecuaciones de equilibrio quimico y tras un ajuste mediante minimos cuadrados
(algoritmo Isqcurvefif) se optimizan los valores de las constantes de complejacion del
sistema estudiado. En los datos donde las sefiales de los complejos no son apreciables o
no aparecen (por ejemplo, porque aparecen fuera del intervalo de trabajo del electrodo
utilizado), GPA2D es capaz de calcular, aunque no con tanta precision, las constantes de
formacidon considerando Unicamente la sefial del metal y las dos matrices de

concentraciones.

La restriccidon de equilibrio quimico del GPA2D, pide introducir durante su ejecucion
una serie de datos a través de respuestas a las siguientes preguntas: i) el numero de
complejos que se forman en el sistema metal-ligando estudiado; y ii) si la optimizacion

de las constantes de complejacion se realiza a través de la sefial solo del metal o de la de
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éste y la de sus complejos. Por ello, es necesario tener un conocimiento previo o realizar

estudios preliminares con el objeto de conocer a qué especie corresponde cada sefal y el

nimero de complejos que se forman. El funcionamiento del programa GPA2D (con la

restriccion de equilibrio quimico) es el siguiente:

i)

iii)

El programa hace una primera optimizacion de todos los parametros de cada
componente a través del ajuste paramétrico de la doble gaussiana (PSF-GPA) en

todo el conjunto de los datos (Figura 3a del articulo).

Estos parametros optimizados los utiliza el programa como estimaciones
iniciales para el posterior ajuste iterativo mediante minimos cuadrados a través
de la optimizacion Isqcurvefit aplicando la restriccion de equilibrio quimico
(célculo de constantes de complejacidon) para cada complejo del sistema metal-
ligando estudiado mediante el pardmetro ¢ y las dos matrices adicionales en las
que se especifica la concentraciéon de metal y de ligando existente en cada

medida.

Una vez ajustado el parametro ¢ a la restriccion de constantes de formacion de
los complejos, se vuelve a ejecutar la optimizacion mediante PSF-GPA pero esta
vez el parametro ¢ del metal o del metal y sus complejos permanece restringido
al optimizado tras el célculo de las constantes de complejacion (Figura 3b del

articulo).

GPA2D fue probado con tres sistemas metal-ligando diferentes:

1))

2)

Zn(Il)-oxalato: en este sistema el pico de Zn(Il) se desplaza de manera
constante, inicamente aparece un sola sefial en todas las medidas (Figura 27).
No obstante, se ajusta el conjunto a tres sefiales que corresponderian a la
reduccion del Zn(ID) libre y a las reducciones del Zn de los dos complejos que se
forman. La complejidad de este sistema reside en los cambios de reversibilidad y

al total solapamiento de las sefiales.

Cd(II)-1,10-fenantrolina: los datos experimentales muestran una sefial de Cd(II)
la cual va disminuyendo a medida que avanza el experimento y, a la vez, a
potenciales mas negativos aparece la sefial correspondiente al primer complejo

que se forma, la cual presenta un desplazamiento continuo y un cambio de forma
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a lo largo del experimento debido a lo formacion sucesiva de tres complejos

Cd(ID)- 1,10-fenantrolina (Figura 28).

En la literatura, encontramos que este sistema y el anterior fueron estudiados sin
problemas mediante MCR-ALS aplicando la restriccion de equilibrio quimico,
ya que las sefiales de los complejos, aunque presentan un desplazamiento, éste

es lo suficientemente pequefio como para tratarse como un sistema lineal [36].

Figura 28. Matriz experimental (DPP) de la valoracion de 1x10” mol L™ de Cd (II) con 1,10-
fenantrolina (hasta7,3xlO'5 mol L'l) en medio 0,01 mol L' acético/acetato a pH 5.0. La linea
gruesa corresponde a la sefial de Cd(II) en ausencia de ligando.

3) Cu(Il):BAP: este sistema ofrece una sefial independiente para el metal Cu(II)
libre y una sefial para sus dos complejos. Las sefiales de los complejos estan
completamente solapadas mostrando un cambio constante en las cinéticas y un
desplazamiento tan grande que es imposible el andlisis mediante técnicas

quimiométricas lineales (Figura 3a del articulo).

GPA2D permite determinar las constantes de complejacion de todos los complejos en
los tres sistemas estudiados, tanto a partir de la sefial del metal y de sus complejos,
como a partir unicamente de la sefial del metal. Los valores optimizados por el
programa estdn en concordancia con los encontrados en la literatura (Tabla 2 del
articulo). Ademads, la aplicacion de la restriccion de constantes de formacidon

proporciona a los resultados una valiosa carga de informacion fisicoquimica con una
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falta de ajuste baja, a pesar de que en algunos casos el /of es superior a un 10%.
Posiblemente, esto se deba a que para el célculo se utiliza la intensidad de los picos v,
aunque GPA2D es capaz de ajustar perfectamente el desplazamiento, los cambios en la
cinética alteran la relacion entre la intensidad y la concentracion. En casos como éste,
seria mas correcto si GPA2D utilizara las areas para el calculo de las constantes de
complejacion, aunque en esta versidon no es posible hacerlo. Asi pues, parece razonable
desarrollar en el futuro versiones de GPA2D que puedan utilizar las areas para el

calculo de las constantes de complejacion.

La Tabla 6 resume las caracteristicas mas relevantes de los nuevos programas
desarrollados basados en la metodologia PSF-GPA, y las compara con las metodologias
ya existentes de resolucion de curvas multivariante (MCR) que pueden utilizarse en la

identificacion de modelos quimicos de datos voltamperométricos.

Tabla 6. Tabla comparativa de las principales caracteristicas de los programas desarrollados con
las metodologias previas.

MCR-ALS MCR-ALS
Método (sin (restriccion
restriccién) de equilibrio)

;Aplicable a datos bilineales? Si

JAplicable a datos no

No
bilineales?
.La seiial esta descrita por una No
ecuacion paramétrica?
Evolucién Concentracién No
paramétrica
de: Seifial pura No
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Capitulo 9

Aplicacion a sistemas de interés

biologico y medioambiental

Este capitulo engloba tres trabajos en donde se estudian diferentes sistemas
metal/ligando, principalmente por técnicas polarograficas. La complejidad en los datos
requirié un tratamiento quimiométrico y se aplico la nueva metodologia desarrollada
(PSF-GPA) en la presente Tesis Doctoral y explicada en el capitulo anterior. Estos
estudios se han complementado con otras técnicas como la espectrometria de masas de
ionizacidn por electrospray, la espectrofotometria UV-vis y valoraciones calorimétricas
ITC. La combinacién y el uso complementario de todas estas técnicas proporcionan
informacion adicional y una mayor robustez en los resultados. Ademads, permite la
validacion de los resultados obtenidos tras el andlisis quimiométrico de los datos

voltamperométricos mediante el método GPA.
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9.1. Introduccion

Las técnicas voltamperométricas han sido ampliamente utilizadas en el estudio de
diferentes sistemas complejantes metal/ligando. Las ventajas que ofrecen estos métodos
son: proporcionan informacion de manera directa pudiendo trabajar a niveles muy bajos
de concentracion de metal, las sefiales tienen una fuerte dependencia con la especiacion
del metal, lo que permite diferenciar entre los estados de oxidacion del metal, sus
formas quimicas y, en general, no es necesaria ninguna etapa de pretratamiento de la

muestra acuosa.

La complejidad de los datos obtenidos en los estudios de especiacion obliga a tratar las
matrices de datos con herramientas quimiométricas y de esta manera asegurar que se
obtiene la maxima informacién sobre estos sistemas. La aplicacion de métodos
quimiométricos, como el MCR-ALS, ha evidenciado su eficacia para el andlisis de
datos voltamperométricos obtenidos durante el estudio de la formacién de complejos de
metales pesados con una gran variedad de ligandos de interés medioambiental o
bioldgico, tales como los acidos humicos, las fitoquelatinas, las metalotioneinas, el
glutation, el 4acido lipoico, los agentes quelantes, etcétera [37,39,118-120]. La
utilizacion de binomio voltamperometria-quimiometria para el estudio de los sistemas
metal-ligando, se basa en la realizacion de valoraciones voltamperométricas de una
disolucion de metal con el ligando considerado, o viceversa, para posteriormente

analizar el conjunto de datos experimentales mediante la metodologia MCR-ALS.

Aunque la metodologia MCR-ALS ha permitido resolver sistemas muy complejos,
existen comportamientos que provocan un aumento en la complejidad de los datos.
Estos se pueden volver mas intrincados debido a la extrema superposicion de sefiales
(producida mayoritariamente por la aparicion y superposicion de sefiales anddicas) y a
la pérdida de linealidad de los datos electroquimicos (variaciones de potencial y/o forma
del pico), fundamentalmente. Este tltimo punto compromete la aplicabilidad del MCR-
ALS ya que se obtienen resultados que no reflejan correctamente los procesos que
tienen lugar. Para resolver estas deficiencias se realizaron adaptaciones metodolédgicas,
como el andlisis MCR-ALS combinando matrices voltamperométricas con
espectroscopicas o el desarrollo de nuevas herramientas quimiométricas (shiftfit y pHfit)
para corregir los desplazamientos laterales de sefiales. Aun asi, todavia habia datos

voltamperométricos que no podian ser analizados. El desarrollo de la metodologia PSF-
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GPA se postuldo como una nueva estrategia para el estudio quimiométrico de las sefiales

voltamperométricas en forma de pico, que no se comportan de manera lineal.

Esta nueva metodologia descrita en el capitulo anterior se ha aplicado a tres sistemas de
interés bioldgico y medioambiental. En estos trabajos se han utilizado también otras
técnicas analiticas para complementar o corroborar los resultados obtenidos por

voltamperometria. A continuacidn, se comentan brevemente los sistemas estudiados.

El andlisis de las interacciones en los sistemas de multimetal (Cd(Il), Cu(Il), Pb(Il)) y
fitoquelatinas de diferente tamario es muy util para entender los diferentes procesos
involucrados en la fitorremediacion. La contaminacion de los suelos con metales es un
grave problema medioambiental, sobre todo en zonas cercanas a minas, fundiciones o
lugares donde de manera natural existe una concentracion peligrosa de estos para el
medioambiente. La fitorremediacion se basa en el uso de plantas para Ia
descontaminacion de compuestos organicos toxicos [121] y metales [122] en aguas y
suelos contaminados. Las fitoquelatinas son péptidos de estructura (yGlu-Cys),-Gly
(donde, n=2-5), que estan implicadas en la descontaminacion de metales pesados a
través de plantas, algas y algunos hongos. La sintesis de las PCs estd controlada por la
enzima fitoquelatina sintasa (PCS) a través de su precursor el glutation (GSH). La
activacion de la enzima viene dada por la propia presencia de algunos metales pesados

en el interior de la célula.

Durante la exposicion multimetal se han demostrado efectos sinérgicos y antagdnicos
debido a la competicion de los metales por los sitios de union para formar enlaces. Se ha
visto que hay metales que favorecen la sintesis de PCs y, sin embargo, la existencia en
el medio de metales con una mayor capacidad para formar complejos, implica que estos
son los que interactian con las PCs sintetizadas [123]. Por otro lado, la capacidad de
complejacion de las diferentes fitoquelatinas, segun sea su tamafio, juega un papel clave
en estos procesos [124], aunque es necesario considerar que normalmente hay una
mayor proporcion de PC,, debido a que es la primera en ser sintetizada y las demas se

forman a partir de ésta.

El estudio de la complejacion de arsénico (Ill) con los agente quelantes DMSA y DMPS
es muy interesante a nivel médico. El arsénico es bien conocido por su toxicidad y
puede encontrarse en multitud de lugares como pueden ser ciertos suministros de agua,

en mariscos, en pigmentos, en el humo de los cigarrillos, etcétera. Ademas hay regiones
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donde de manera natural existe una alta contaminacién de As debido a su geologia,
llegando a producirse grandes problemas de contaminacidn en el agua potable [56,82].
La intoxicacion por As estd asociada a diversas enfermedades humanas, tales como la

diabetes, la enfermedad de pie negro y algunos tipos de canceres.

Este problema global ha llevado al desarrollo de diferentes farmacos para la
desintoxicacion de As en el organismo. Entre ellos, los mas habituales son los agentes
quelantes DMSA (4cido dimercaptosuccinico) y DMPS (dimercapto-propano sulfonato)
[76-77,82]. Estos dos compuestos tienen en su estructura grupos tiolicos los cuales
tienen una fuerte afinidad con una gran cantidad de metales y metaloides. Estos
compuestos una vez han capturado el metal lo extraen del organismo en forma de

complejo.

El sistema complejante cobre(ll)/6-Bencilaminopurina (BAP) resulta relevante tanto por
sus aplicaciones bioldgicas como médicas [83,86]. Por un lado, el BAP es una
citoquinina sintética de tipo adenina cominmente utilizada en la agricultura por sus
propiedades como regulador de crecimiento vegetal y estimulador de la division celular.
Por otro, el BAP y sus derivados se han postulado como agentes antitumorales, ya que
son capaces de inducir la apoptosis celular y detener el progreso de las células

cancerosas [87].

Centrandose en su efecto antitumoral, existe una notable bibliografia de investigacion
sobre este efecto. Esta capacidad anticancerigena resulta mayor cuando el BAP o sus
derivados forman complejos con ciertos metales de transicion (Pt, Co, Cu, Fe y Pd). El
efecto citotoxico depende tanto del ion metalico como del tipo de sustituyentes en la
adenina, y particularmente, son los complejos con Cu(Il) los que presentan una

actividad antitumoral més fuerte que sus respectivas formas no complejadas [90].
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Abstract

The competitive binding of Cu’*, Cd** and Pb’* in ternary mixtures by the phytochelatins PC, and PCs (PC,;
(vGlu-Cys),-Gly, n=2 and 5) are examined by voltammetry, which allows one to follow the displacements of the
voltammetric signals induced by the competitive binding among the metal ions towards PC, or PCs complexation,
and direct injection positive-mode Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS), in order to obtain the stoi-
chiometries of the complexes. Voltammetric data are analyzed by Gaussian Peak Adjustment (GPA), which is a re-
cently developed multivariate analysis method for nonlinear electrochemical data. Different complexes have been
detected or deduced their presence, depending on the experimental conditions. Ternary complexes CuCdPC, and
CdPbPC, were detected for both PG, and PCs, while the ternary CuPbPC, complex was only detected for PC..
Some of the complexes have been only detected by ESI-MS because in some cases voltammetry data could not be
totally resolved, even by using GPA. The quaternary CdPbCuPC, complex has been detected for PCs, but for PC;
data are not so conclusive. In summary, the signal evolution for mixed CdCuPC, complexes is quite ditferent. These
observations could be a reflection of an antagonistic effect for the case of PC, and a synergetic one for PC..
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1 Introduction

Phytoremediation is a strategy that uses plants to detoxify
organic contaminants [1,2] and toxic metals [3,4] from
contaminated groundwater and soil. It is especially attrac-
tive because of its low cost and energy requirements. Re-
search has focused upon gene expression involved within
the process [5], efficiency improvement by the use of ge-
netic engineered plants [6] or application of chelating
agents [7].

Contamination of soils with metals is a problem in
zones near of mining and smelting [4,8]. Phytochelating
(PC,), (yGlu-Cys),-Gly {n>2), are involved in the detoxi-
fication of metals in higher plants and microorganisms.
Synthesis of PC, is mediated by phytochelatin synthase,
involves glutathione (GSH) and is activated by some
metals [9] in different ways. The effect of metals on PC,
synthesis is critical to understand their production in field
studies. Multi-metal exposure has demonstrated metal-
and concentration-dependent synergisms and antagonisms
effects due to the metal competition for binding sites. It
has been demonstrated that there are metals that favor
PCs synthesis in great extension. However if other metals
with higher capacity to form complexes exist in the
media, they will interact with the synthesized PCs [10,11].
By other hand, the complexing capacity of the different
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PCs also plays a key role [12,13], although it is necessary
to consider that in the nature a majority of PG, is expect-
ed because it is the first to be synthesized.

Electroanalytical techniques have been successfully
used for the study of Cd**, Pb’F, Zn'*, Co’* and Cu’*
complexes with GSH or PC, [14-16]. In many cases, to
maximize information about the systems, data matrices
are treated with chemometric tools like Multivariate
Curve Resolution with Alternating Least Squares, MCR-
ALS [17], or Gaussian Peak Adjustment (GPA) [18],
which is a recently implemented alternative to MCR-
ALS that accounts for non-linearity in voltammetric
measurements. Examples are competition of PC, with
metals [19,20] and the role towards Cd** complexation of
PC,-chain length (PC,_s} [13].

In the present work, the competitive binding among
Cd*, Cu** and Pb** ions towards phytochelating PC,
and PC; binding is examined by a combination of differ-
ent analytical techniques and methods. Differential Pulse
Polarography (DPP) data are analyzed by MCR-ALS and
GPA, which allow us to follow the induced displacements
among metal ions towards PC, and PC;. Positive mode
Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS) is
used to determine the stoichiometries of the complexes.
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2 Experimental

2.1 Chemicals and Instrumentation

The phytochelatins PC, and PC;, (yGlu—Cys),-Gly (n=2,
3), as triflucroacetate salts, were provided by DiverDrugs
S.L. (Barcelona, Spain) with a purity of 96.9% and
98.49% respectively. PC, stock solutions (1 mL,
10 * molL ') were prepared daily. To ensure homogenei-
ty, solutions were mixed at 1400 rpm for 1 minute using
Eppendorf Mixmate.

All other reagents were of analytical grade from
Merck. Cd*, Pb**, Zn*T and Cw?t stock solutions
(10 2molL 1) were prepared by dissolving the respective
metal salt in water and standardized complexometrically.
BIS-TRIS  {2.2-bis(thydroxymethyl)-2,2' 2"-nitrilotrietha-
nol} was used as pH buffer, and KNO, as supporting elec-
trolyte. All solutions were prepared freshly with buffer
deoxygenated by nitrogen. At the selected conditions
both metal hydrolysis and complexation by buffer can be
present but the influence in the qualitative evelution of
the uncomplexed metal does not affect the main com-
plexation process.

Voltammetric measurements were performed with Met-
rohm-757 VA Computrace. Working, reference and auxili-
ary electrodes were static mercury drop electrode
(SMDE), Ag/AgCl, KC1 (3molL 1), and glassy carbon
rod respectively (Metrohm). Positive-mode ESI-MS spec-
tra were obtained by a Q-TOF Agilent 1100, and pH
measurements by an Orion SA 720 pH-meter. All the ex-
periments were carried out at 20°C. Double distilled Hg
and purified nitrogen (Linde N50) were used.

2.2 Procedures
2.2.1 Complexometric Titrations

Complexometric titrations were performed by DPP at 5x
10 molL ' BIS-TRIS (pH 6.5)-5x10 *molL ' KNO,.
In each case, 20 mL of 10 * molL ! starting solution were
placed in the voltammetric cell. Instrumental parameters
for DPP experiments were: 0.9 mm? drop area, SmV
voltage step, 50 mV pulse amplitude, 0.05 s pulse time, 1s
drop time and 50 mVs ! sweep rate. After deacrating
with pure N, for 20 min, DPP curves were recorded. Fur-
ther, successive additions of 10 *molL ! Cu?*, Cd*",
Pb**, or PC, solution were made and, after purged with
N, and mechanically stirred for 1.5 min, curves were
again recorded. Data were corrected for dilution effects.

2.2.2 FElectrospray Ionization Mass Spectrometry
Experiments

Direct injections of 50 uL samples, in 2x 10 * molL. ' am-
monium acetate/NH,OH buffer (pH6.5), were carried
out at 0.1 mLmin ! flow rate, with 150°C source temper-
ature and 300°C desolvation temperature. A 1:9 acetoni-
trile - 5%10°molL ! ammonium acetate mixture
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(pH 6.5) was used as solvent. The applied capillary volt-
age was fixed at 4kV, and the effect of cone potential
was studied at three different values (optimum, 350 V).
The mass spectra were collected throughout a m/z range
from 200 to 3000. The instrumental control, mass spectra
deconvolution and analysis were made with MassHunter
Workstation Software (B.02.00).

2.2.3 Data Treatment

Voltammograms were smoothed, baseline corrected and
converted into data matrices using home-made programs
implemented in MATLAB. Chemometric analysis of data
[13,19-20] was done threugh several MATLAB programs
(some of them available at http://www.mcrals.info and
http://www.ub.edu/dgaelc/programes enghtml), among
them Gaussian Peak Adjustment (GPA) program [18] to
correct peak movement and broadening along the experi-
ment.

Due to the nature of electrochemical measurements, it
Is important to remark that the concept of “component”
in MCR-ALS or GPA refers te the signal from an elec-
trochemical process, and not to a chemical species, as in
spectroscopic data. Thus, in the complexes containing one
electroactive site (e.g., one metal), one component is as-
sociated to the process but also to the species. However,
in the complexes containing two different electroactive
sites (e.g., two metal ions reducing at different poten-
tials), two components (ie., electrochemical processes)
may be associated with a unique chemical species. These
considerations play a key role in further interpretation of
chemometric results. Components assignments are de-
tailed in Supporting Information {SI) for the different
types of experiments as described below

3 Results and Discussion

3.1 Voltammetric Analysis of Metal Complexation by
PC,

Voltammetric signal of PC; (at —0.60'V} in Hg electrode
is due to the formation of Hg-thiolates (see peak 4 in the
initial voltammogram in Figure 1). When Cu’* is added,
two signals appear at —0.73 V {reduction of Cu*" in Cw/
PC; complex) and —0.02 V (anodic oxidation of Hg in the
presence of CwPCs complex), which are referred in
Figure 1 as peaks 5 and 1 respectively. After some Cu*"
additions peak 1 develops a shoulder at —0.08 V. Concen-
tration profiles obtained by GPA program (see Inset in
Figure 1) show that at Cu®":PC, ratio above 2.5: i) PC; is
fully complexed (component 4 disappears); i) Cu-PC;
complex stabilizes (component 5); and iii) free Cu*" ap-
pears (component 2). It should be mentioned that the re-
duction of Cu** in Cu-PCs complexes appear at the same
potential region than that of C#" in Cd-PCs [20]. This
implies an additional difficulty for solving systems where
these two metals are present. On the other hand compo-
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Fig. 1. Voltammograms obtained in the titration of 10 umolL * PCs with Cu®" in BISTRIS buffer at pH 6.5. Inset: Concentration
profiles obtained after GPA analysis of those voltammograms. Components assignments: 1) anodic oxidation of Hg in the presence of
Cu/PC; complex; 2) reduction of free Cu®*; 3) reduction of Cu*" in a weaker Cu/PC; complex; 4) anodic oxidation of Hg in the pres-
ence of free PCs; 5) reduction of Cu** in a stronger Cu/PC; complex.

nent 3 in Figure 1 seems to be related to the reduction of
Cu’" weakly bound in Cu-PC; complex.

Additions of Zn*' to PC; produced a systematic
growth of free Zn** reduction peak from Zn**:PC; ratios
above 1:2 (component 4 at —1.02 V in Figure Sla, in SI),
and very low (irreversible) signals for reduction of Zn?"
in Zn-PC; complex (at —1.15 V in Figure Sla). Complexa-
tion is confirmed by the signal at —0. 47 V (anodic oxida-
tion of Hg in the presence of Zn-PC; complex).

If we consider the complexing capacity (CC) of PC; to-
wards these metals, similar values are obtained for Cu*"
(ca. 2.5; see evolution of component 4 in Figure 1) and
Cd*" (ca. 2.3) [20], and considerably lower for Pb*" and
Zn*" (ca. 1) [13]. The case of Cu*" is particularly inter-
esting by several reasons: i) Complexation of Cu*" by
thiols can be unstable due to both reduction to Cu™ and
oxidation to disulfide, and this can take up to 40 minutes
[21]; ii) Cys is oxidized more readily than GSH and,
therefore than PC, (although it is unknown whether this
reaction occurs intra- or inter-molecularly at low Cys and
Cu”" concentrations). Nevertheless, these phenomena do
not seem to compromise CC of PC towards Cu®'. It
should be noted that present CC of PC; is equal to CC re-
ported for PC, at more alkaline medium [22], where
more thiol groups are deprotonated and available as
binding sites.
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3.2 Voltammetric Analysis of the Competitive
Complexation of Binary Metal Mixtures by PC,
The competitive binding of two metal ions (Cu**/Pb**
and Cu>*/Cd**) by PC, (PCs and PC,, respectively) has
been investigated through two sets of experiments. The
corresponding experimental data are summarized in Fig-
ures S2 and S3, respectively, in the Supporting Informa-

tion. In the following, the main results are summarized.
The voltammogram of 1:1 Pb:PC; system shows the
peak for the reduction of Pb*" in the complex and the
anodic signal of Hg oxidation in its presence (components
6 and 4, respectively, in the first curve in Fig. 82a, SI).
Additions of Cu*" provoke a decrease of these signals
until a Cu**:PCs ratio of 2 is attained (Fig. $2b). Then,
the signal of free Cu*" reduction appears and progres-
sively increases (component 2 in Fig. S2). Reduction of
free Pb*" appears at ratio of 0.5, and stabilizes at the
ratio of 2 (component 5). The complexation of Cu*" by
PCs since the first addition is confirmed by the appear-
ance of Cu’*-complex and the corresponding anodic
signal (components 7 and 1, respectively). In the transi-
tion from Pb- to Cu-complex, because of the systematic
potential shift of component 6, formation of intermediate
ternary complexes cannot be refused. The unequivocal in-
terpretation of this process is hindered by the great over-
lapping of signals 4 and 5 and by the required constrains
in GPA resolution, especially at the beginning of the titra-
tion, which distort the concentration profiles obtained
(Fig. S2b in SI). As in the previous case, component 3
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Fig. 2. a) Voltammograms obtained in the titration of 10 pmolL~! PC, with an equimolar Cu’>*:Cd**:Pb>* mixture in BISTRIS
buffer at pH 6.5. b) Concentration profiles obtained by GPA. Components assignments: 1) anodic signal of Cu*" complexes; 2) reduc-
tion of free Cu®*; 3) anodic oxidation of Hg in the presence of Cu’" complexes; 4) anodic oxidation of Hg in the presence of Cd**
complexes; 5) reduction of free Pb** and anodic oxidation of Hg in the presence of Pb** complexes; 6) reduction of free Cd**; 7)
anodic oxidation of Hg in the presence free PCs; 8) reduction of Pb’* in Pb(PC;) complexes; 9) reduction of Cu®* and Cd** in
Cu(PCs) and Cd(PCs) complexes, respectively.

seems to be related to the reduction of Cu’>” in a weaker
complex.

A similar study was done with Cd*" and the Cu*":PC,
system (Fig. §3). Initially the signals of the reductions of
free Cu*" and Cu*" complexed by PC,, and the corre-
sponding anodic signal are observed (components 2, 5
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and 1, respectively). Along the experiment all the peak
currents remain constants out of the free Cd** reduction
signal (component 4). A slight potential shift of the Cu*"
-PC, complex signal is possibly due to a change in the
complex conformation induced by the presence of Cd*".
Thus, Cd** was neither able to displace Cu*" from its

Electroanalysis 2012, 24, No. 2, 309315



Capitulo 9. Aplicacion a sistemas de interés biologico y medioambiental | 169

Voltammetric Analysis of Phytochelatin Complexation

ELECTROANALYSIS

complex nor bind any thiol of PC,. Again, component 3
seems (o be related to the reduction of Cu*" in a weaker
complex.

3.3 Voltammetric Analysis of the Competitive
Complexation of Ternary Metal Mixture by PC,

The competitive binding in ternary metal mixtures has
been investigated through three sets of voltammetric ex-
periments and by direct ESI-MS measurements of differ-
ent mixtures involving PC, or PCs, and Cu’", Pb** and
Cd*". Some of the experimental results are shown in Fig-
ures 2-4, and a part of them are summarized in Table S1
of the Supporting Information. In the following, the main
results are summarized.

A PC; solution was titrated by an equimolar trimetal
mixture (Figure 2a). A very intense peak is observed at
ca —0.74 V (component 9}, which is related to the reduc-
tion of both Cd*" and Cu®** in PCs complexes (see Ref.
[20] and component 5 in Figure 1, respectively}, and also
an initial small peak for the reduction of Pb’* in Pb-PC;
complex (component 8 at —0.61 V; see component 6 in
Figure S2a). Then, at the initial additions, PCs can bind si-
multaneously the three cations.

Concentration profiles of that experiment {Figure 2b),
which were obtained by GPA analysis with a lof of
132 %, reveal that signals for the reductions of free Cu®*
and C&" do not appear until metal:PC; ratios higher
than 3 (components 2 and 6, respectively). From this
value the increase of component 5 is less sharp. That
component includes the reduction of free Pb** and/or the
anodic oxidation of Hg in the presence of Pb-PCs;, which
could not be satisfactorily solved. Other components are
related with anodic oxidation of Hg processes (numbers
1, 3,4 and 7).

Component 9 is associated with the reductions of Cd**
or Cu’* complexes, including the possibility of mixed
CdCuPC; species, and stabilizes at ratios higher than 3,
which suggest MIM'PC; stoichiometric mixed complexes
(see further section and Table 81).

To complete the information on the competition of PC,
towards trimetal complexation, successive aliquots of
Cu’t are added to 2:2:1 Cd:Pb:PC, and 3:2:1
Cd:Pb:PC, mixtures (Figure 3). PC, (two thiol groups)
and PCs (five thiol groups) represent different cases to-
wards simultaneous coordination of three metal ions. In
the previous survey of PC,-chain length influence on Cd
complexation [13], some observations were derived: i)
stabilities of Cd-PC, 5 complexes are greater than those
of Cd-PC, and other shorter chain peptides (on the basis
of the potential shift towards more negative potentials);
and ii) the stabilities for Cd-PC, 5 complexes suggest that
metal ion coordination sphere becomes very similar for
these PC,.

For both titrations, in the initial voltammogram, four
signals are present, which can be assigned to: i) the
anodic oxidation of Hg in the presence of M>*-PC, com-
plexes {component 3, ca. —0.35 V)}; ii) reductions of both
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free Pb* " and Cd** (components 4, at ca. —0.45 V, and 5,
at ca. —0.58 V, respectively); and iii} reduction of both
Cd-PC, (at —0.69 V) and Cd-PC; (at —0.74 V) complexes
(component 6), as previously found [13], which indicates
a stronger Cd’™ complexation by PCy than by PC,.

After Cu®* additions, the characteristic anodic signal of
Hg in the presence of Cu-PC; complexes is observed
(component 1, at ca. —0.04 V), and it splits when Cu®* is
in excess. Thus, the formation of complexes is observed
from the beginning of the titration.

Application of GPA algorithm yields the concentration
profiles shown in Figures 3b and 3d, with lof of 5.96%
and 4.14 % respectively. For both titrations, free Pb>* re-
duction signal is stable throughout titrations and small
variations might be assigned to overlapping with signals
from anodic processes of Hg (component 4). This feature
indicates that Pb>* is not reincorporated into the mixed
metal PC, complex. On the other hand, free Cd*" reduc-
tion signal increases in both experiments (component 5),
due to the Cu’*/Cd** exchange on the previously formed
Cd-PC, complex. The concentration ratios at which com-
ponent 5 stabilize suggest that the binding of one Cu®"
ion displaces one or two Cd*" ions in PC, or PCs com-
plex, respectively (see concentration profiles in Figur-
es 3b and 3d). This feature explains why the increase in
free Cd** is greater for PCs than for PC,. For Cu®*
signal, the most remarkable difference in this set of titra-
tions concerns the ratio at which Cu®* reduction peak ap-
pears {(component 2), which is dependent upon the CC of
the PC, in solution (higher for PCs}.

It is important to note that component 6 corresponds
in the first voltammogram to a Cd-PC, complex and,
when Cu®* is added, it can be also due to the reduction
of both C& " and Cu*" complexed to PC, (both appear in
the same potential region). In the case of PC, (Figure 3a),
when Cu?" binds to the complex, both a slight signal-de-
creasing and a small signal-shift to less negative potentials
are observed for component 6. This minimal change in
signals suggests that the incorporation of Cu>" into the
Cd-PC, does not change significantly the stability of the
species. In the case of PCs (Figure 3¢), when Cu®" inte-
grates into the complex, component 6 shifts very slightly
to more negative potentials and its signal increases
through the titration. This could mean that the incorpora-
tion of Cu’" into the Cd-PCs complex vields a new and
more stable complex than the one previously formed.

3.4 Study by ESI-MS

ESI-MS experiments of Cd-PC; complexes have been
previously reported [23], as well as the competition be-
tween Pb*" and Cd®* with PCs [20]. In the present work,
the competitive binding of Cu?", Cd** and Pb** by PC,
and PCs has been studied by positive-mode ESI-MS at
the experimental conditions as close as possible to the
voltammetric ones.

The first set of experiments consisted in the study of
the formation of complexes at different Cu:Cd:Pb:PC,
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Fig. 3. Voltammograms obtained in the titration of (a) 2:2:1 C&":Pb**:PC, and (¢) 3:2:1 Cd*":Pb**:PC; solutions (unitary concen-
tration is 10 umol L ?) with Cu®" in 50 mmel L BISTRIS buffer at pH 6.5. Concentration profiles b) and d) obtained from GPA anal-
ysis of data matrices a) and c) respectively. Components are: 1) anodic oxidation of Hg in the presence of Cu** complexes; 2) reduc-

tion of free Cu*’
tion of free Pb>*
Cu(PC, 5) complexes.

ratios (Table S1 in SI). Cu*" can form complexes with
PC; such as CuPC; and Cu,PC,, where binding occurs
through thiol groups, but also as Cu,PC, where carboxyl-
ate can play a role, maybe due to the small size of Cu**
and the high affinity of Cu*" towards carboxylic groups.
At low PG, ratios only CuPC, and CuCdPC, complexes
are observed. At increasing PC,:M*" ratios, CdPC, com-
plexes begin to appear including CdPbPC,. At higher PC,
ratios, where Cd** and Cu*" are extensively complexed,
even PbPC, complexes are formed (Figure 4).

The second set of experiments concerned PC;. For
Cu*", CuPCs, Cu,PCs, Cuy,PCs, Cu,PCs and CuPCs were
detected. At 1:1 Cu*":PC; ratio only CuPCs, Cu,PC; and
CuCdPC; were observed This shows that, although Cu?"
can form the complete series of complexes with PC;, the
more stable ones are CuPCs, Cu,PCs and maybe Cu;PCs,
as shown by the ratio where the excess of Cu’" appears
in voltammetric experiments. As in the previous set, at in-
creasing PCs:M;:M,:M; ratios, first the Cd*" complexes
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: 3 and 3) anodic signals of Hg in presence of Cd(PC;;) complexes and Cu(PC;) complexes, respectively; 4) reduc-
and overlapping anodic signals; 5) reduction of free Cd®*; 6) overlapping of the reduction of metals in Cd(PC, ;) and

appear, including the CdPbPC; complex, and finally,
when Cd*" and Cu** are complexed and excess of PCs is
reached, Pb*" complexes are formed.

4 Conclusions

We can conclude from the complexation study of theses
metals show that copper has more affinity than cadmium
and lead. The voltammetric studies seem to show that
Pb*" is excluded from PCn complexes when in the pres-
ence of both Cd*" and Cu?*. These results are confirmed
by ESI-MS studies. Ternary complexes with PC, and PC;
and quaternary with PCs were detected. The signal evolu-
tion for mixed CdCuPC, complexes is quite different and
a dependence upon the number of thiol groups is verified.
These observations could be a reflection of an antagonis-
tic effect for the case of PC, and a synergetic one for PCs.
It must be remarked that the formation of minority com-

Electroanalysis 2012, 24, No. 2, 309315
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Fig. 4. Positive mode ESI-MS spectrum for a 1:1:1:4 Cu’":Cd**:Pb*":PC, sample in the direct injection of 50 pL., in 2x 107" mol L™
CH,;COONH/NH,OH buffer (pH 6,5), at a flow rate of 0.1 mL.min~" with an applied cone potential of 350 V.

plexes for PCs is higher than for PC,, and their ESI-MS
detection is much more complicated owing all complexes
that can appear and all theirs fragments. Therefore, un-
certainty for PC; results is higher than for PC,. However,
we can conclude that ESI-MS confirm the main voltam-
metric results concerning the behavior of Cd**, Cu?* and
Pb** in the presence of different PC, or PC; ratios.

Supporting Information

Supporting information available: (S1) Complexation of
Zn*" by PCs; (82) Competitive Complexation of Cu®"
and Pb*" by PCs; (S3) Competitive Complexation of
Cd** and Cu*" by PC,; (S4) Competitive Complexation
of Ternary Metal Mixture by PC,; (85) Study by ESI-MS.
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RESULTS AND DISCUTION

S1. Complexation of Zn** by PCx«
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Figure $1 a)Voltammograms obtained in the titration of 10 umol L' PC, with Zn®* in BISTRIS buffer at pH 6.5.
Components assignments: 1, 3 - anodic oxidation of Hg in the presence of Zn/PC; complex; 2- anodic oxidation of Hg in the
presence of free PCy. 4- reduction of free Zn'"; 5- reduction of Zn*" in Zn/PC, complex. b) Concentration profiles obtained by

GPA program from data in a)
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S$2. Competitive Complexation of Cu”>* and Pb*" by PCs
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Figure $2. 2) Voltammograms obtained in the titration of 1:1 Pb*:PCs 10 pmol L™ with Cu*" in BISTRIS buffer at pH 6.5.
Components assignments: 1 - Anodic oxidation of Hg in the presence of Cu®* complexes; 2- Reduction of free Cu®™; 3- Reduction
of Cu®* in a weak CuPCs complex; 4- Anodic oxidation of Hg in the presence of Pb** complexes; 5- Reduction of free Pb**: 6 -

Reduction of Pb®* in Pb{PC:) complexes; 7 - Reduction of Cu? in Cu(PCs) complexes. b) Concentration profiles obtained by
GPA program from data in a).
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S$3. Competitive Complexation of Cd* and Cu* by PC,
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Figure 83. a) Voltammograms, obtained in the titration of 3:1 Cu**:PC, (unitary concentration 10 pmol L) with Cd** in
BISTRIS buffer at pH 6.5. Components assignments: 1 - Anodic oxidation of Hg in the presence of Cu®" complexes; 2-
Reduction of free Cu?"; 3 - Reduction of Cu®" in a weak CuPC, complex; 4- Reduction of free Cd*". 5 — Reduction of Cu*'in the
PC; complexes. b) Concentration profiles obtained by GPA program from data in a).
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S4. ESI-MS Results

Table S1. Metal — phytochelatin complexes signals detected by positive mode ESI-MS at different metals:PC, ratios.
Experimental conditions: direct injection of 50pl, in 2x10? mol L™ CH;COONH,/NH,OH buffer (pH 6,5), at a flow rate of 0.1
mL min? with an applied cone potential of 350 V.

Solution tritant [PCs) Cd:Pb:Cu:PCn Complexes m/z

PCs 2.5:10° PCs PCs 1236
Ccu?t 5:10° PC, 0:0:1:2 Cu,PC, 1362
CusPC5 1424

Cu,PCs 1486

CusPC5 1550

Cu™ + Cd™ + Pb™ 5107 PCs 1:1:1:1 Cu,PCs 1362
CdPC; 1348

CuCdPCs 1408

CuyCAPC 1472

CuyCdPC, 1535

cutt + cd* + pb* 10 PC; 1:1:1:2 CdPC;s 1348
PbPC,s 1442

Pb,PCs 1648

CdPbPC; 1552

Cu,CdPC; 1472

CuCdPCs 1408

Cu?t + Cd* + Pu*t 1.5-10" PC, 1:1:1:3 CdPC, 1348
PbPCs 1442

Ph,PCs 1648

CuCdPC; 1410

CuCAPC 1472

CdPbPC; 1552

CAPbCuPC, 1616

PC, 2.5:10° PC, PC, 540
Cut 5107 PC, 0:0:1:2 Cu,PC, 602
Cu,PC, 664

Cu,PC, 726

Cu* + Cd** + pu* 5:10° PC, 1:1:11 CuPC, 602
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Cu,PC, 664

CuCdPC, 710

Cu® + Ccd* + Pb** 107 pC, 1:1:1:2 CuPC, 602
Cu,PC, 664

CuCdPC, 710

Cu* + Cd* + Pb** 1.5-10% PC, 1:1:1:3 CuPC, 602
Cu,PC, 664

CdPc, 652

CuCdPC, 710

CdPbPC, 856

Cur + Cd* + Ph** 2:107 PG, 1:1:1:4 CuPC, 602
Cu,PC, 664

CdPC, 652

PbPC, 746

Ph,PC, 952

CuCdPC, 710

CuPbPC, 806

CdPbPC, 856
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poisoning.

Arecently developed methodology, which combines voltammetry, ITC, ESI-MS and several chemaometric
tools, has been applied for the first time to the study of As(IIl) complexes. The ligands considered, DMSA
and DMPS, are commonly used to treat heavy metal poisoning. The study vields a reliable and consistent
picture of the binding of As(III) by the chelating therapy agents DMSA and DMPS providing an unam-
biguous description of the stoichiometries of the complexes (MLy, with the occasional appearance of ML
in the case of DMSA), both ligands have stability constants of the same order, with a log 8; of 9.2 and
9.8, respectively. These values confirm the potential efficiency of both ligands in the treatment of As(III)

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Arsenic toxicity and its association with human diseases such
as blackfoot disease, diabetes, hypertension and some kinds of
cancers have been widely considered in the literature. It is well
knowm that arsenic can be present in the environment as arsenate
(As(V)), arsenite [ As(Il1)), monomethylarsonic acid, dimnethylarsinic

* Corresponding author. Tel: +34 93 402 15 45; fax: +34 93 402 12 33.
E-mail addresses: cristina.arino@ub.edu, cristina@apolo.qui.ub.es (C. Arifio).
1 Present address: Department of Chemistry, University of Sheffield, Sheffield 53
7HF, United Kingdom.

0003-2670f$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016}j.aca.2012.08.005

acid, arsenobetaine and arsenosugar, all of which have different
degrees of mobility, bioavailability and toxicity. Nowadays, arsenic
can be found in certain water supplies, seafood, glues, pigments
and cigarette smoke. In places where geological structure intro-
duces arsenic in water, which includes North of Chile, Bangladesh
among others, drinking water contamination is a serious problem
[1-3].

Some chelating agents are used for the remediation of As poi-
soning. Of which sodium 2,3-dimercaptopropanesulfate (DMPS)
and meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA) are the most
usual [4-7]. These compounds include in their structure thiol
groups that have a large capacity to complex several metals and
metalloids.
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Some recent works have focused on the complexation of the
chelating agents DMSA and DMPS with HgZ* followed by electroan-
alytical techniques [ 8]. Other studies of complexation of As(IlI)with
DMSA have been carried out by thermodynamic analysis, by near-
UV spectroscopy and by Isothermal Titration Calorimetry (ITC),
providing detailed information on the As(Ill)-thiol interaction [9].
Nevertheless, the lack of enough information in the literature deal-
ing with As(Ill) complexation by DMPS prompted us to conduct a
voltammetric study of this system applying a novel approach com-
bining an electrochemical method and the chemometrical analysis
of data. The study was carried out by Differential Pulse Polarog-
raphy (DPP) which allows working at lower concentration levels
than in previous studies. In order to validate the approach, the
complexation of As(111) by DMSA was revisited and the results (sto-
ichiometries and the stability constants of the complexes) were
compared with previous findings [9].

In a first attempt, several trials with a gold electrode were car-
ried out due to its spread use for the determination of As(1ll) using
different electroanalytical techniques [10]. However, thiol groups
of the chelating agents had more affinity for the Au electrode sur-
face than for complexation in solution. To overcome this problem,
the systems were studied using a Hg electrode and DPP as the
voltammetric measuring technique. Although the signals related
with the reduction of arsenic complexes do not appear in the
voltammograms (they are hidden by the hydrogen discharge), the
literature indicates that the anodic signals related to the interac-
tion between the complexes and the Hg electrode are clearly visible
(they appear at less negative potential values than hydrogen dis-
charge) and can be useful to understand the complexation of As(1I1)
[11,12].

The data obtained by DPP were analyzed by Multivariate Curve
Resolution using Gaussian Peak Adjustment (GPA) method, and
exceptionally by Alternating Least Squares (MCR-ALS) for the non-
peak-shaped part of the data matrix, which corresponds to the free
As(11I) signal. This method hasbeen successfully applied to voltam-
metric data in previous works [12-14]. The voltammetric results
were complemented and compared with new ITC data, and with
other data described elsewhere [9]. Electrospray lonization Mass
Spectrometry (ESI-MS) revealed the stoichiometries and relative
stability of the complexes.

2. Experimental
2.1. Chemicals and instrumentation

Analytical grade meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA),
and sodium 2,3-dimercaptopropanesulfate (DMPS) were pur-
chased from SigmajAldrich. The chelating agent solutions were
prepared daily. To ensure homogeneity, solutions were mixed using
Eppendorf Mixmate. Standard solutions of As(lIl) were prepared
by dissolving As;03 (Merck) in the minimum amount of NaOH,
adjusting the pH to about 3.5 with HCl, and diluting with H,0.

All other reagents were analytical grade. Phosphate buffer
saline (PBS) at pH 7.4 was prepared from NayHPO4 (Aldrich)
and NaH;PO4-Hz0 (Scharlau). For ITC experiments, HEPES (Sigma)
buffer at pH 7.4 was chosen. For ESI-MS experiments, acetonitrile
(HPLC grade) was used. Ultrapure filtered water (Milli-Q plus 185
water purification systern) was employed in all experiments. All
the experiments were carried out at 25°C, and purified nitrogen
was used for solution deaeration.

Differential pulse polarography (DPP) was performed using a
Metrohm-757 VA Computrace attached to a personal computer
with data acquisition software (Metrohm ). Working, reference and
auxiliary electrodes were static mercury drop electrode (SMDE),
Ag/AgCl, KCI (3mol L"), and a glassy carbon rod respectively

(Metrohm). Double distilled Hg was used. ESI-MS experiments in
positive mode for the mixtures containing thiol ligands and As(III)
were performed using a Q-TOF Agilent 1100 instrument with direct
injection of the sample. Calorimetric measurements were carried
out with VP-ITC MicroCal titration calorimeter. pH measurements
were carried out using an Orion SA 720 pH-meter.

2.2. Procedures

2.2.1. Voltammetric titrations

Measurements were performed by DPP at 5x 102 mol [-1
phosphate buffer solution (PBS) pH 7.4. In each case, 20mL of
2 x 10~>mol L~ starting solution of As(II[), DMSA or DMPS was
placed in the voltammetric cell. Instrumental parameters for DPP
experiments were as follows: voltage step of 5mV, pulse amplitude
of 50 mV, pulse time of 0.05s, drop time of 1s and sweep rate of
50mV s~ 1. After deaerating the solution with pure N5 for 20 min, DP
polarograms were recorded. Subsequently, successive additions of
102 As(1lD or 2 x 10~3 mol L-1 DMSA or DMPS solution were made.
After each addition, the solution was purged with N2, mechanically
stirred for 1min and the polarograms were recorded. Data were
corrected for dilution effects.

2.2.2. Electrospray lonization Mass Spectrontetry experiments

In ESI-MS experiments, direct injections of 50 L of the sam-
ple, in 2 x 10~2mol L~! ammonium acetatefammonium hydroxide
buffer (pH 7.4), in a 1:9 acetonitrile:5 x 10-3 mol L1 ammonium
acetate mixture (pH 7.4) solvent were carried out at a flow rate
of 0.1 mL min~!. Source and desolvation temperatures were 150 °C
and 300°C respectively. The applied capillary voltage was 3.5kV,
and the cone potential was optimized at 200V. The mass spectra
were collected over an m/z range from 100 to 2000. Instrumental
control, mass spectra deconvolution and analysis were performer
using MassHunter Workstation Software (B.02.00).

2.2.3. Isothermal Titration Calorintetry

ITC measurements were carried out at 25°C as follows: the solu-
tion of As(lll) or ligand (DMSA or DMPS) in 0.02mol -1 HEPES
buffer pH 7.4 was placed inthe cell, and automatic titration of As(1II}
was then performed with DMSA or DMPS (or vice versa), in the
same buffer. A typical ITC measurementwas carried out as reported
elsewhere [14]. The fitting of ITC data to different binding models
using the nonlinear least-squares approach (Levenberg-Marquardt
algorithm) was performed with MicroCal Origin software [15].

2.2.4. Data treatment

Voltammograms were first converted into data matrices using
homemade programsimplemented in MATLAB [16], smoothed and
baseline corrected. MCR-ALS analysis of data was carried out using
several programs also implemented in MATLAB (some of which
are available at http:/fwww.ub.edu/mcr/ndownload.htm), follow-
ing the general methodology described in previous papers [13,17].
Among them, the Gaussian Peak Adjustment (GPA) program [18]
was applied to correct peak movement and broadening along
the experiment (http://www.ub.edu/dqaelc/programes_eng.html).
In the treatment of electrochemical measurements, the concept
of “component” in MCR-ALS or GPA refers to the signal from an
electrochemical process and not to a chemical species, as in spec-
troscopic data.

3. Results and discussion
3.1. Voltammetric experiments

In order to study the complexation of arsenic with DMSA and
DMPS, voltammetric titrations in PBS pH 7.4 were performed. The
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obtained data were analyzed chemometrically by MCR-ALS and
GPA.

3.1.1. As(lli}-DMSA system

Fig. 1ashows the voltammograms obtained for titration of As(1I1}
with DMSA. Initially, a small signal (not peak-shaped) related to
free As(Ill) appears at ca. —1.6V. After DMSA additions, five differ-
ent signals are observed. These signals are related to the anodic
oxidation of the Hg electrode and they are typically observed in
complexation studies with thiol-containing ligands [11]. Of these,
the signal at —0.5V is of particular interest indicating the presence
of free DMSA (component 2). The other signals are related to the
complexes formed in the solution, being signal 3 the most relevant.

When chemometrics is applied to the data matrix from Fig. 1a,
the concentration profiles presented in Fig. 1b are obtained. With
the first DMSA addition, four anodic signals (components 1, 3, 4, and
5) related to the formation of complexes appear and change along
the titration. Simultaneously, the signal of As(lll) (component &)
decreases, although it is not possible to indicate unequivocally at
what DMSA/As(1l) ratio it reaches the base level (likely at ca. 2) due
to its undefined shape. The signal related to the free DMSA (com-
ponent 2) is significant from a DMSA/As(III) ratio of ca. 1, when
signal 5 reaches its maximum value. Signal 5 seems to be related
to the formation of the 1:1 complex. The most relevant anodic
signal related to As(lll) complexes (component 3) increases from
the beginning of the titration and stabilizes at a DMSA/As(III) ratio

(a)

-1(A)

(b)

03

Concentrations (a.u.)

0.1

(1] 0.5 1 15 2 25 3
[DMSA]: [As(IIT)]

35 4 4.5

Fig. 1. (a) DPP curves for the titration of As(IIl) solution with DMSA in PBS pH 7.4.
Inset: the first (—) and the last {-..) voltammograms of the titration. (b) Concen-
tration profiles obtained by GPA. Components: 1, 3, 4, and 5, anodic signals related
with the arsenic complexes; 2, anodic oxidation of Hg in the presence of free DIMSA;
6, reduction of free As(III).

of ca. 2. These results indicated that the ML complex is formed
first, whereas the MI; complex predominates at higher DMSA
concentrations; furthermore, they confirm the findings previously
obtained by other analytical techniques at higher concentration
levels [9].

3.1.2. As(Ill)}-DMPS system

To the best of our knowledge, no previous data have been
reported for this system. The voltammograms obtained from the
addition of As(I1I) to DMPS solution are shown in Fig. 2a. For the sake
of simplicity, a nomenclature similar to the previous case has been
used. Initially, the plot shows the peak of the free DMPS (compo-
nent 2). When As(1Il) is added this peak decreases, and four anodic
signals related to As(IIl) complexes appear {components 1, 3, 4, and
5). Finally, the free As(IIl) signal (not peak-shaped, component &)
appears.

Fig. 2b shows that the concentration profile of free DMPS
{component 2) decreases with As(Ill) additions until reaching a
As(IID/DMPS ratio of ca. 0.5 when it stabilizes indicating the for-
mation of the ML; complex. However, there is some ambiguity in
the data treatment due to the overlapping of this peak with the
anodic signal related to the arsenic complex (component 3). Nev-
ertheless, monitoring of three anodic signals (components 1, 4, and
5) allows us to confirm this point since these peaks reach their
maximum value at the same ratio, whereas the signal of free As(11l)

Concentrations (a.u.)

- 2

1.6 2 25 3

[As(ID)]:[DMPS]

Fig. 2. (a) DPP curves for the titration of DMPS solution with As{Ill) in PBS pH 7.4.
Inset: the first (—) and the last (. ..) voltammograms of the titration. (b) Concen-
tration profiles obtained by GPA. Components: 1, 3, 4, and 5, anodic signals related
with the arsenic complexes; 2, anodic oxidation of Hg in the presence of free DMPS;
6, reduction of free As(IIl).



184 | Parte IV. Resultados y discusiones

50 S. Cavanillas et al. / Analytica Chimica Acta 746 (2012) 47-52

6

~~
= i,
5 pemr AN E———
= =il

08\ i 4
£ y 3, .
o~ / e
Z - :
< 2
g 0.6 ’,/ . . /Z 4
= > i
=] 7

E "
“ooa /—4—/ 4
P
g 3
D I U ~1 |
ClE e
! f"*
I
ofd ; —y e ’ ‘ ‘
0 0.5 1 1.5 2 25 3 35 4 4.5

[DMPS]:[AsID]

Fig. 3. (a) DPP curves forthe titration of As(III) solution with DMPS in PBS pH 7.4. (b)
Concentration profiles obtained by GPA. Components: 1, 3, 4, and 5, anodic signals
related with the arsenic complexes; 2, anodic oxidation of Hg in the presence of free
DMPS; 6, reduction of free As(III).

(component 6) starts to increase, suggesting that the As{DMPS);
complex is the most stable.

The voltammograms of the direct titration of As(Ill) with DMPS
are shown in Fig. 3a. Initially, only the arsenic free signal {com-
ponent §) is present. However, when DMPS is added, four anodic
signals (components 1, 3,4, and 5) appear which are related to the
complexes formed in solution. They increase and further stabilize,
when the anodic signal of free DMPS (component 2) appears, as t
happened in the case of direct titration of the DMSA system.

The data were treated chemometrically, yielding the concentra-
tion profiles presented in Fig. 3b. The free arsenic signal (component
6) decreases until reaching a DMPS{As(11I) ratio of 2, indicating the
formation of the ML; complex. The maximum values of the anodic
signals of the complexes are reached at a relatively uncertain ratio,
but they do not indicate a significant formation of the ML com-
plex. The use of GPA allows us to solve the overlapping with the
anodic signal related to the free ligand and the arsenic complexes

(component 2 and 3, respectively). The appearance of the DMPS
signal was then clearly observed at a ratio of 2, indicating the for-
mation of only one predominant complex ML;.

3.2. Isothermal Titration Calorimetry experiments

The main advantage of ITCisitsability to characterize any type of
interaction by providing, in one experiment, the values of complex
stoichiometry (1), stability constant (K), and the enthalpy { AH) of
an interaction. In the present study, ITC was applied to obtain the
thermodynamic parameters for As([II)-DMSA and - DMPS systems.
Table 1 shows the best fit parameters (averaged from more than 3
replicates) obtained for the experimental curves. Table 1 also gives
the 5, values obtained as the product Kj x K3 for the sequential
binding sites model or K12 for the one set of sites model.

3.2.1. As(HI)-DMSA system

The ITC measurements for the DMSA-As(I11) system (results not
shown) were run in both direct and reverse modes (placing As(III)
into the working cell orinto the injector respectively). ITC data from
As(111) additions to DMSA show only one inflection in the titration
curve, at ca. 0.5 As(111){DMSA ratio, thus indicating the formation of
the ML, complex. The reverse titration of As(IIl) with DMSA shows
an initial exothermic process indicating the formation of the ML
complex. After further DMSA additions, an exothermic inflection
in the titration curve, at ca. 2 DMSAfAs(III) ratio, confirms the for-
mation of the more stable ML; complex. These results agree with
previously reported findings [9].

3.2.2. As(HI})-DMPS systemt

The complexation of As(Ill) with DMPS was also studied by ITC
(Table 1). The additions of As(Ill) to DMPS yield a curve (Fig. 4a)
with one inflection at the As(II1){DMPS ratio of 0.5, indicating the
formation of the ML, complex, as in the case of the As(111)-DMSA
system. The formation of ML; as the most stable complex is also
supported by the results of the titration of As{I11) by DMPS (Fig. 4b),
which show an inflection point at the ratio of 2. For both systems,
As(I11)-DMSA and -DMPS, the stability constants are of the order
of 105mol L1, and the most stable complex is ML;. Considering
the proximity of enthalpy and entropy values for the interactions,
it can be concluded that the complexation is entropically driven
because of the favorable AH value, which is opposed by the loss
of entropy. More favorable entropy values observed in the reverse
titrations (As( 1) titrated with DMSA and DMPS) might be the result
of ligand dilution when added into the working cell.

3.3. Electrospray lonization Mass Spectrometry experiments

Direct injection ESI-MS has been used to confirm the stoi-
chiometries of the complexes proposed from previous data. The
As(1II)/DMSA systern was studied by direct injection of some sam-
ples with different As(1ll)/DMSA ratios. The complexes found are
As(DMSA) (254.87 mifz) and As(DMSA); (428.88 m/z). These results
confirm the 1:1 and 1:2 stoichiometries proposed by voltammetric
and ITC experiments.

Table 1
Thermodynamic parameters fitted in the titrations of the As(II)-(DMSA or DMPS) system.
Titration Site (N} K, 1075 (M1 log A AH (Kealmol ) AS (cal(mol K1) Fitting model
As(IIl) to DMSA 0.48 £ 0.01 0.79 &+ 0.05 9.80 -9.21 £ 0.08 —8.46 One set of sites
DMSA to As(III) First 053 £ 0.03 -7.74 £ 0.06 —-427 Sequental binding sites
Second 0.30 + 0.09 9.20 —13.55 +£ 0.09 -25.0
As(IIl) to DMPS 0.51+£0.01 2204 0.14 10.68 —11.11 £ 0.54 -12.7. One set of sites
DMPS to As(III) 1.95+0.02 0.34 &+ 0.06 9.85 —12.07 £ 0.11 -17.9 One set of sites
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Fig. 4. (a) ITC data of a titration of DMPS (0.5 mM ) with As(III). (b) ITC data of a titration of As(II[) (0.2 mM) with DMPS. The best fit parameters are reported in Table 1.

Table 2

Summary table of all the species at different LjAs(IIl) ratios for the two ligands and by the three techniques.

Ligand Species detected at different LfAs(IIl) ratios Predominant species
L/As(IT} <1 1<LjAs(Il)<2 L/As(IIT) > 2

DMSA As(DMSA) & As(DMSA), +.Be As(DMSA), a.b.c As(DMSA), P

As(DMSA P As(DMSA)-b-e As(DMSA)*

DMPS As(DMPS); b€ As(DMPS); *P-c As(DMPS), 2b.¢ As(DMPS);
As(DMPS)¢ As(DMPS )¢

4 DPP.

b ITC.

¢ ESI-MS.

By applying a similar procedure to the As(III)/DMPS systern,
the As(DMPS); (447.88m{z) complex is detected, which sup-
ports the results obtained using other techniques. The As{DMPS)
(260.87 mfz) complex is also detected, and could be a minority
species.

These results seem consistent with those obtained by ITC: while
DMSA forms ML and then ML; complexes, DMPS shows a thermo-
dynamic curve with only one inflection due to the formation of ML;.
Table 2 summarizes the results obtained by ESI-MS, voltammetry,
and ITC.

4, Conclusions

For the first time the complexation of As(11l) has been success-
fully studied by a multiple approach combining ITC, ESI-MS and an
electroanalytical technique supported by chemometric tools. This
methodology yields a reliable and consistent picture of the bind-
ing of As(Ill) by the chelating therapy agents DMSA and DMPS. In
the study of the complexation of the As(IIl) with DMSA two stoi-
chiometries were obtained ML and ML;, both were observed by all
the techniques with a log 1 =4.7 and log f;=9.2. However, when
DMPS was considered only the ML; complex appears in all the tech-
niques with a log 5, of 9.8, The ML complex was only obtained

by ESI-MS. Besides confirming the usefulness of this combined
methodology, the high stability of the predominant ML, complexes
indicates the effectiveness of DMSA and DMPS in the treatment of
As(III) poisoning.
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The complexation processes of Cu(tr) by the phytohormone and the possible antitumoral agent é-
benzylaminopurine (BAP) were studied by Differential Pulse Polarography (DPP) and ultraviolet-
visible spectroscopy (UV-vis) in combination with chemometric programs such as Multivariate Curve
Resolution by Alternating Least-Squares (MCR-ALS) and Gaussian Peak Adjustment (GPA). All data
confirm the formation of the predominant 1: 1 and 1 : 2 Cu®* : BAP complexes. The corroboration of
the presented stoichiometries was performed by ElectroSpray Ionization-Mass Spectrometric (ESI-

MS) experiments of the Cu{ir)-BAP system at different ratios.

1. Introduction

The application of powerful chemometric methods to the ana-
lvsis of voltammetric data has evidenced its effectiveness in the
study of heavy metal complexation by a variety of ligands of
environmental interest such as humic acids, phytochelatins,
metallothioneins, ete.'™ The fundamentals of the methodology
are performing voltammetric titrations of a metal solution with
the considered ligand or vice versa and subsequently analyzing
the experimental data matrices by Multivariate Curve Resolu-
tion by Alternating Least-Square (MCR-ALS). As systems
studied became intricate due to the extreme overlapping of
signals (oxidation processes of the electrode material) and the
loss of linearity of electrochemical data (lack of an unvarying
value for peak potential), the applicability of MCR-ALS was
compromised and its results did not reflect correctly the specia-
tion processes. In order to solve these deficiencies — and somehow
to extend the applicability of multivariate analysis — our group
has developed methodological adaptations, such as the
combined MCR-ALS analysis of spectro- and veltammetric
matrices,” and new chemometric tools {shiftfit® and pH#t™) which
correct lateral shifts of moving signals, prior to the application of
MCR-ALS, to obtain an increment of the linearity of data.
Besides, a program based on the fitting of voltammetric signals to
parametric functions by Gaussian Peak Adjustment (GPA) has
been recently proposed for the multivariate analysis of mobile
and overlapping signals which progressively get broader or
narrower because of changes in the electrochemical reversibility.®

Departament de Quimica Analitica, Facultat de Quimica, Universitat de
Barcelona, Marif i Franqués 1-11, E-08028 Barcelona, Spain. E-mail:
nuria. serranof@ub. edu; Fax: +34 934021233, Tel: +34 9340389124

6-Benzylaminopurine {BAP) is a very interesting molecule
because of its biological and medicinal applications. On one
hand, BAP is a synthetic adenine-type cytokinin commonly used
in agriculture due to its properties as a plant growth regulator
and cell division stimulator®'® and, on the other hand, it has been
established that BAP and particularly its derivatives could be
favorably used as antitumoral agents since they are able to
induce apoptosis and detain cancerous cells progress.”™" In the
frame of this last point, remarkable biological research illustrate
that the antitumor effect is improved when BAP or its derivatives
are complexed with certain transition metal ions (Pt, Co, Cu, Fe
and Pd), depending on the extent of this cytotoxic effect both on
the metal ion and the type of substituents in adenine.!*
Particularly, it has been found that Cu{r) complexes of 2-chloro-
6-benzylaminopurine and 3-chloro-6-benzylaminopurine present
a stronger antitumoral activity than the respective non-com-
plexed forms.'™*

Although the synthesis, the tridimensional structure and the
magnetic properties of some of these compounds are
known,"™"* until now the study in solution of the complexation
of BAP or its derivatives with different metal ions has not vet
been investigated. Hence, the aim of the present work is to
propose a complexation model for the Cu(m)}~BAP system by
means of the chemometric analysis of voltammetric titrations.
In order to get a more complete picture of the complexation
process, Differential Pulse Polarography (DPP) and ultraviolet-
visible spectroscopy (UV-vis) data are analyzed by MCR-ALS
and GPA, the adsorption phenomena onto the Static Mercury
Drop Electrode (SMDE) are studied by Elimination Voltam-
metry with Linear Scan (EVLS) and, finally, the stoichiometries
of the complexes obtained are corroborated by Mass Spec-
trometry (ESI-MS).

5420 | Analyst, 2012, 137, 5420-5427
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2. Experimental section
2.1. Chemicals and instrumentation

Stock solutions of 1 x 1¢ > mol L ! of 6-benzylaminopurine
(Aldrich, =99.0%) were prepared from the solid product solu-
bilized in ethanol (Panreac, p.a.). A standard solution of 1 x
10 °> mol L ! of this compound in 1% (v/¥) of ethanol was
prepared daily by dilution of the stock solution. Britton-Rob-
inson buffer, at pH 5.1, adjusted to 0.1 mol L !jonic strength by
adding NaClO,-H,O (Panreac, p.a.) was used as supporting
electrolyte. 1 x 10 2 mol L ! Cu() stock solutions were
prepared from Cu{NOs),-3H,O (Merck, p.a.) and standardized
complexometrically. Ultrapure filtered water (Milli-Q plus 185
water purification system) was employed in all experiments.
Voltammetric measurements by Differential Pulse Polaro-
graphy (DPP) and Linear Sweep Voltammetry (LSV) were per-
formed using a Metrohm-757 VA Computrace attached to a
personal computer with data acquisition software also from
Metrohm. The working, reference and auxiliary electrodes were a
Static Mercury Drop Electrode (SMDE), Ag/AgCl, KC1 (3 mol
L "), and a glassy carbon rod respectively (Metrohm). The UV-
vis spectra were recorded using a UV-vis-NIR spectrometer
Lambda 19 of PerkinElmer. Positive-mode ESI-MS spectra were
obtained using a Q-TOF Agilent 1100, and pH measurements
using an Orion SA 720 pH-meter. All the experiments were
carried out at 2¢ °C and purified nitrogen (Linde N50) was used.

2.2. Procedures

Voltammetric experiments were performed by DPP and LSV in
Britton—Robinson buffer, pH 5.1, adjusted to 0.1 mol L ! jonic
strength by adding NaClO,. In each case, 20 mL of 1 x 10 *mol
L !solution were placed in the voltammetric cell. Instrumental
parameters for DPP experiments were: (.9 mm?® drop area, 5 mV
voltage step, 50 mV pulse amplitude, 0.05 s pulse time, 1 s drop
time and 30 mVs ! sweep rate. After deaerating with pure N, for
20 min, DPP curves were recorded. Further, successive additions
of 1 x 10 *mol L ! titrating solution were made and, after
purging with N, and stirring mechanically for 1 min, curves were
recorded.

LSV measurements were performed in solutions of 1 x 10 3
mol L 'BAPand 1 x 10 *molL 'BAPwith1 x 10 “molL '
Cu(ir) under the same experimental conditions at scan rates of 100,
200and 400 mVs '.For the purpose of Elimination Voltanimetry
with Linear Scan (EVLS), three scan rates with the integer 2 were
used (1/2v,e5, Veer, 2Vier). The scan rate of 200mVs ! waschosen as
the reference scan rate in all EVLS measurements and the
potential was scanned between —(.1 Vand —1.6 V.

UV-vis titrations were performed in Britton—Robinson buffer
(pH5.1and 0.1 mol L ionic strength). In each case, 3mL of 1 x
10 ° mol L ! solution were placed in a quartz cell of 10 mm
lightpath. Spectra were recorded from 600 to 200 nm at 480 nm
min ! scan rate, 2.00 nm slit and 02 s response. Further,
successive additions of 1 x 10 > mol L 1 Cu?* or BAP solution
were made.

Electrospray ionization mass spectrometry experiments with
direct injection of 50 pL. samples, in 2 x 10 ?mol L ! anmo-
nium acetate/ammonium hydroxide buffer (pH 5.1), were carried
out at 0.1 mL min ' flow rate with 150 °C source temperature

and 300 °C desolvation temperature. An acetonitrile—5 x 10 >
mol L ! ammonium acetate mixture (1 : 9, pH 5.1) was used asa
solvent. The applied capillary voltage was fixed at 4 kV, and the
effect of cone potential was studied at three different values. The
mass spectra were collected throughout a m/z range from 104 to
1400. The instrumental control, mass spectra deconvolution and
analysis were made with MassHunter Workstation Software
(B.02.00).

3. Data treatment

Voltammograms and spectra were adjusted for dilution effects,
smoothed, baseline corrected and converted into data matrices
by means of homemade programs implemented in Matlab.'® The
application of MCR-ALS method to electroanalytical data has
been described elsewhere,* including the analysis of matrices
constituted by spectro- and voltammetric data.® MCR-ALS
decomposes mathematically the instrumental response (matrix I)
into a product of two matrices €F", for a preselected number of
components, plus an error matrix X which contains the
remainder of the process: I = CFY + X. The matricial factor-
ization is performed in an iterative mode guided by constraints
which ensure a physicochemical meaning to the mathematical
solution, in such a way that matrix € contains the concentration
profiles and matrix ¥ the unitary response of every component
of the system.

In the case of a simultaneous MCR-AIS analysis of com-
plexometric titrations carried out by DPP and UV-vis tech-
niques, the spectro- and the voltammetric submatrices must
share the same distribution of the chemical species along the
experiments, a condition fulfilled using the same initial concen-
tration of the metal or ligand and the same values of the metal-to-
ligand ratio. Thus, the resulting matrix C'is unique and common
to both techniques, whereas F'T is constituted by two parts, one
of pure DPP-signals and another of pure UV-vis spectra. Besides,
every step of the soft modelling can be performed separately to
the sets of data, including the evaluation of the number of
components, the initial estimation used to start the iterative
process, the application of constraints and the chemical species
which are active to each instrumental technique. Regarding the
last point, UV-vis-active species are the free and complexed
ligand and so the free metal, as Cu(i) presents two possible
electronic transitions; DPP-active species are the free metal ion,
the electroactive metal complexes and the free ligand, although
some reduction signals related to anodic oxidation of mercury
{from the electrode) enhanced by the presence of ligands can
Occur_l’LlS

The multivariate analysis methods are based on the acceptance
of a bilinear response, ie., every component must contribute
independently to the measured magnitude in a proportional way
to its concentration. However, the lack of linearity between the
signal and concentration is common In electrochemical
measurements of complexation processes because of some
physico-chemical or kinetic phenomena that take place in the
diffusion layer, causing changes in the position and shape of the
voltammetric signals. In this respect, Gaussian Peak Adjustment
{GPA) proposes a new strategy to extract information from non-
bilinear voltammetric data that are based on Parametric Signal
Fitting (PSF). Every experimental signal is adjusted by two

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2012
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Gaussian functions, one at each side of the signal, which contain
different parameters (related to the position, height, and widths
at half-height) that are optimized by the least squares iterative
method. A matrix € of concentration profiles is obtained from
the heights or areas of the optimized signals, the last option being
more interesting since peak-shape changes modify the relation-
ship between concentration and intensity, while its relationship
with the area is constant.

The information yielded from matrices Cand ¥* (MCR-ALS)
and from matrix C (GPA) provides the evolution of the different
chemical processes and allows one to propose a complexation
model. MCR-ALS and GPA analyses were carried out through
several programs implemented in MATLAB (some of them
available at http: //www.ub.edu/dgaelc/programes_eng html).

Regarding EVLS measurements, LSV data obtained at
different scan rates were smoothed and the values of the elimi-
nation coefficients were exported into Microsoft Excel, in which
they were firther processed by means of EVLS.'® The selected
elimination function E4, where the diffusion current is conserved
and the kinetic and charging currents are eliminated, was formed
by the following linear combination: f{f) = —11.657;, + 17.4857T
— 5.82845, 22! where I,», T and I, are the total voltammetric
currents measured at the three different scan rates (integer 2).
The theoretical relative error of the elimination function E4 (F4-
REEF) with the scan rates ratio based on multiples of two was
21.80.

4. Results and discussion
4.1. Preliminary study of DPP titrations

Fig. l1a shows the experimental DPP curves obtained in the
titrations of a 1 x 10 mol L ! BAP solution with Cu(m) until a
ratio value of 3.5, and those of the reverse mode are shown in
Fig. 1b. Atafirst inspection, three groups of signals (at ea. —0.05,
—0.30 and —1.40 V) are clearly observed and, according to our
experience in complexation studies, they would be due to the free
Cu”, the Cu(ir)-BAP complexes and the free BAP, respectively.
In addition, (i) some anodic oxidation signals, which are related
to the complexes formation, appear strongly overlapped at both
sides of the free Cu(m) signal {more evident in Fig. 1a); (ii) signals
of complexes undergo a shift towards more negative potential
(more evident in Fig. 1b) maybe due to the formation of elec-
trochemically labile complexes or due to a physical phenomenon
like electrodic adsorption; and (iii) the behavior of the free BAP
signal is unusual in both titrations since its electrochemical
reduction seems not to be affected by the complexation
processes.

Regarding this last point, when Cu®"-ions are added to the free
ligand (Fig. la), the BAP signal remains constant from the
beginning to the end of the titration despite its participation in
the formation of the complexes. In contrast, when BAP is added
to the Cu®'-ions (Fig. 1b), the free BAP signal increases
progressively even in the complexes formation stage, as the plot
of the BAP signal area versus ratio shows (Fig. 1c).

In order to clarify the BAP signal behavior and its effect on the
complexes signal evolution, different EVLS experiments were
carried out. Linear sweep voltammograms of BAP solution and
1 : 1 Cu(m)-to-BAP solution were recorded, and the application

of the elimination function (E4) yields a peak—counterpeak signal
for both free and complexed BAP, which is characteristic in case
that the transported species were adsorbed before reduction.
Moreover, at a 1:1 metal-to-ligand ratic BAP should not
remain as a free ligand (Fig. 1d) for which the peak—counterpeak
signal in the elimination function results unexpected, as it
happened with its signal in some stages of the DPP titrations. The
presence of a moderate electrodic adsorption cannot justify the
insensitivity of the free BAP signal towards complexation, as a
large number of ligands (for example phytochelatins®) are
strongly adsorbed but their signals remain proportional to the
free ligand concentration. The key to understand this behavior is
in the quite negative potentials in which the reduction process
takes places. BAP is reduced at so negative potentials that Cu”"
ions reduce at the maximum rate {controlled by diffusion) and
this enhances the dissociation of the complex in the diffusion
layer and the accumulation of BAP. Then, practically all BAP
reduced comes from the free form. This would explain the
evolution of the BAP signal in DPP titrations and EVLS
experiments but also the continuous potential shift of the
complex reduction signals in the BAP to Cu(m) titration (Fig. 1b)
since the free BAP concentration increases during all the titration
and thus its adsorption onto the mercury drop electrode.

The preliminary MCR-ALS analyses of both voltammetric
titrations (data not shown) evidenced three main difficulties in
obtaining a reliable complexation model: {i) the absence of
information about the free ligand; (ii) in the Cu(m) to BAP
titration, the overlapping between the signals of the anodic
processes and the signal of the free Cu(ir) reduction causes critical
problems of selectivity; and (iii) in the BAP to Cu(In) titration, the
large potential shift of the complex signals hinders the estab-
lishment of an accurate position for the unitary voltammograms
of the species.

These difficulties will be solved with a variety of strategies, like
using chemometric programs for studying the non-linear
behavior or carrying out the same titrations by a spectroscopic
technique and then performing MCR-ALS analysis of the data
jointly.

4.2, Cu(u) to BAP titration

Taking into consideration the abovementioned problems of the
preliminary MCR-ALS analysis, UV-vis spectroscopy was
chosen to monitor the same voltammetric titration, since all the
species involved in the complexation process are active in UV-vis
although those from the voltammetric anodic processes are not
involved in UV-vis measurements. Then, a row-wise augmented
matrix was built with the voltammetric and UV-vis experimental
data (Fig. 2a). A DPP submatrix (left-hand) was cut that only
shows the evolution of the free and complexed Cu{u) because of
the aforesaid behavior of the BAP signal, whereas the UV-vis
submatrix (right-hand) contains the complete evolution of the
spectra. The augmented matrix was made by dividing the values
of both submatrices by their respective maximum absolute
values, since the magnitudes are very different and this fact
would be reflected in the weight of each set of data in the iterative
ALS optimization. Moreover, the number of columns, ie., the
points of measure for every technique, is very similar.

9422 | Analyst, 2012, 137, 5420-5427
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Fig.1 Experimental data matrix of a 1 x 107° mol L™ BAP solution titrated with Cu(u) (a) of a 1 x 107> mol L™ Cu(u) solution titrated with BAP
(b); both titrations were performed at pH 5.1 and ionie strength 0.1 mol L™! NaClO,. (¢) Representation of the dependence between the BAP signal area
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rate of 200 mV s7'.

Taking into account the electroactive species and the evolution
of the DPP titration, it seems that a complex is formed at the
beginning (component 3, at —(.27 V) and then its signal moves
slightly towards a more negative potential before Cu®* added
remains as free ions (component 2, at —0.01 V) suggesting the
formation of a second complex. However, it is difficult to affirm
as there is no information about the free ligand and that of the
free metal is misleading due to the strong overlap with the anodic
signals related to the presence of a complex (component 1, at
+0.07 V). In any case, singular value decomposition (SVD)
indicates the presence of at least four components to explain the
variability of the DPP submatrix {Fig. 2b, [1) for which this
movement will be taken into account {component 4 at —0.30 V).

In principle, the same processes should be described by the
UV-vis submatrix, but SVD analysis reveals the existence of at
the most three components (Fig. 2b, O). If this set of data and its
reverse are considered (data not shown), it can be assured that
free BAP (component 5) and free Cu”" (component 2) present
significant absorption bands in the UV region, whereas the
spectra of the possible complexes appear to be a linear combi-
nation of the spectra of the free metal ion and the ligand. This
could mean that the absorption processes of Cufir) and BAP are
practically unaffected by complexation, so that both the metal
and ligand absorb quite independently, even when they are
bound. In such a way, the component related to the complexed

Cu(n) represents in each titration the end of the whole
complexation reaction.

After some MCR-ALS tests of the augmented data matrix, the
most suitable option from a chemical point of view is considering
two complexes for the DPP submatrix and a component in the
UV-vis submatrix that would represent the end of the cormplexes
formation, ie., the component 4 in DPP. Hence, the best results
(lof = 7.7%) were achieved assuming (i) five components; (ii) an
initial estimation Vyppp.iry—ie built from homemade Matlab
program peokmaker® for the DPP submatrix, and SIM-
PLISMA® for the UV-vis submatrix; (iii) applying the
constraints of non-negativity {for both concentrations and
signals), selectivity for free BAP at the beginning of the titration
and DPP-signal-shape for all components except for component
4 {in order to include the small signals related also to its anodic
oxidation process).

The complexation picture of the Cu(m) to BAP titration is now
easier to interpret when matrices ¥'! and C are analyzed (Fig. 2c
and d) because the addition of the spectroscopic data to the
MCR-ALS analysis confers information about the free ligand
and clarifies the ambiguity that components 1 and 2 presented in
terms of voltammetric selectivity. So, when a metal is added to a
ligand, a 1 : 2 Cu”" : BAP complex is formed since component 3
appears from the beginning of the titration, reaches its maxirmum
at a ratio of 0.5 and then decreases. In this complex, Cu(ir) would

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2012
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Fig.2 (a) Combined matrix of DPP voltammograms and UV-vis spectra obtained from the titrations of a 1 x 107 mol L™ BAP solution with Cu(ir) at
pH 5.1 and ionic strength 0.1 mol L™ NaClO,. (b) Singular value decomposition of DPP () and UV-vis { Q) submatrices. Normalized unitary
response vectors (¢) and concentration profiles (d) obtained from the MCR-ALS decomposition of augmented data matrix. Component assighments: 1
anodic signal: 2 Cu?*-ion; 3  Cu(BAP), complex; 4 Cu(BAP) complex; and 5 BAP.

be strongly bound to two BAP molecules, as the difference
between the peak potentials of pure DPP-signals of the free metal
(component 2) and 1:2 Cu* : BAP complex (component 3)
suggests (Fig. 2¢). As more metal is added, the 1 : 2 Cu®" : BAP
complex disappears to form a 1 : 1 Cu®' : BAP complex, as the
concentration profile of component 4 indicates, increasing from
the ratio value of 0.5 to 1, and then remaining constant. Fig. 3
shows the sequence for the formation of the 1 : 2 Cu** : BAP and
1:1 Cu*" :BAP complexes, in accord with the molecular
structure characterized in solid state."

At this point of the titration, the complexation process is
complete and thus the concentration profile of the Cu®" : BAP

complex stabilizes and Cu(m) appears as free ions {component 2
in Fig. 2d). Regarding the free BAP signal (component 5), it
decreases from the beginning of the titration until a Cu-to-BAP
ratio of 1, which can be confusing since actually all the BAP is
complexed due to the complete 1:2 Cu’ : BAP complex
formation at ratio 0.5. This occurs because its concentration
profile only proceeds from the UV-vis titration and the changes
in its spectrum entail the whole complexation process, from free
BAPtothe1:1Cu”™ : BAP complex, probably because the first
complex implies a lineal combination between them. Lastly,
component 1 seems to be an anodic signal related to the
formation of a complex whose intensity is typically much
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Fig. 3 Tentative structures of the complexation equilibria occurring in the solution during copper-BAP interaction.

increased due to its strong overlapping to an increasing signal,
the free Cu(1) in this case. Anyway, this kind of anodic signals
rarely provides significant information.

4.3. BAP to Cu(n) titration

Fig. 4a presents the data matrix obtained from DPP curves of the
titration of 1 % 107 mol L™ Cu(u) solution with BAP. In the
first voltammogram, the reduction of free metal is undoubtedly
associated with the signal placed at —0.01 V whereas the reduc-
tion of Cu(i) bound to BAP appears at —0.30 V. With the

a)
1/nA

40
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|BAP] / [Cu(1D)]
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Fig. 4 (a) DPP voltammograms obtained from the titration of 1 x 10~
mol L™ Cu(u) solution with BAP at pH 5.1 and ionic strength 0.1 mol
L~" NaClO,. (b) Singular value decomposition of experimental data. (c)
Concentration profiles obtained by GPA. Component assignments: 1,6 —
anodic signals; 2 — Cu>"ion; 3 — Cu(BAP), complex and 4 — Cu(BAP)
complex.

successive additions of BAP, the complex signal undergoes a very
large shift of 100 mV and two anodic signals of small height
related to the complexes formation appear overlapped at each
side of the free metal signal (at 0.06 V and —0.06 V, respectively).
Although this lateral movement probably hides more than one
species, the real cause of the constant variation of the potential
peak during all the experiment seems to be the increment of the
electrodic adsorption of BAP on the mercury electrode, as
previously demonstrated (see Section 4.1). In any case, this
movement generates a lack of linearity in the electrochemical
data — confirmed by the distribution of components in SVD
(Fig. 4b) — that hinders the collection of good results from a
MCR-ALS analysis; moreover, as the different stoichiometries of
the BAP-Cu(i1) complexes are not discerned in UV-vis
measurements, the same kind of chemometric analysis of a
spectro- and electrochemical matrix is not able to improve the
results. On the other hand, circular dichroism (CD) experiments
were performed because of their selective response to the
different spatial conformations of complexed molecules, but the
weakness of the BAP signal in CD caused that the concentration
required were two orders of magnitude higher than those for
DPP experiments, preventing the subsequent simultaneous
MCR-ALS analysis.

An alternative chemometric method to study the complexation
processes of this titration is based on the use of the new algorithm
Gaussian Peak Adjustment (GPA), since it is able to correct the
large displacement observed in the potential axis and the changes
in the width of signals, i.e., to solve data matrices which present a
great loss of linearity.?*2% The evolution of the DPP signals was
analyzed by taking as reference the values of the potential peak
of each species in the Cu(m) to BAP titration. Component
assignments are maintained, then free metal is component 2 and
the first complex would be component 4; in the same way, the
anodic signal located at a more negative potential is assigned to
component 1 while the other anodic signal needs to be explained
with a new component (component 6). This last anodic signal
was included in component 4 in the MCR-ALS analysis but GPA
has to fit voltammetric signals individually. Regarding the exis-
tence of component 3, it should be located at a potential slightly
more positive than component 4 but, as has been already said,
the electrodic adsorption displaces it from its position in the
reverse titration.

Following the changes that experimental curves show, the
application of GPA was performed with a restriction matrix that
allows the adjustment of the movement and broadening of
component 4, so as the subsequent narrowing of the component
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Fig. 5 Positive mode ESI-MS spectrum for a 2 : 3 Cu®* : BAP sample with the direct injection of 30 L, in 2 x 107% mol L™ CH;COONH, NH,OH
buffer (pH 5.1), at a flow rate of 0.1 mL min~ with an applied cone potential of 300 V.

3. Taking advantage of the peak-shaped adjustment, the
program yields a concentration profiles matrix from the fitted
peak areas (Fig. 4c) with a good reproduction of the data (lof =
8.6%). As can be seen, the concentration of Cu(i) as free ion
decreases until its disappearance at ratio 1 because a 1:1
Cu® : BAP complex forms. This complex signal increases until it
reaches a maximum at ratio 1 and then decreases due to the
formation of a second 1 : 2 Cu®" : BAP complex which stabilizes
at ratio 2 (Fig. 3). Regarding the anodic signals, their adjustment
is difficult to carry out because the baseline and this kind of
signals are slightly differentiated, although anyway the infor-
mation provided is also not reliable in this experiment.

44, Study by ESI-MS

The Cu{m)-BAP system was studied by ElectroSpray lonization-
Mass Spectrometry (ESI-MS), in order to confirm the stoichio-
metries proposed by voltammetric and spectroscopic
experiments (Fig. 5). The complexation was studied by analyzing
samples obtained from different experimental designs. The
influence of optimal cone voltage was studied in order to obtain
the optimized signal (100 to 300 V). The isotopic distribution was
reproducible for all applied potentials, although signals at 300 V
of the skimmer cone potential allowed better results.

The set of experiments consists in the study of the Cu(i)-BAP
system at certain characteristic ratios. In the absence of metal,
the BAP signal is clearly observed ((BAP]", at 226.11 m/z). In
samples with a ratio lower than 1:2 Cu®* : BAP only [Cu—
BAP,]" (ML, at 512.13 m/z) is appreciable, whereas at higher

Cu(n) concentrations (from 2:3 to 3:1 Cu® : BAP) both
complexes [Cu-BAP,]" and [Cu-BAP]" (ML, at 288.03 m/z) are
detectable. In summary, ESI-MS experiments corroborate the
voltammetric results where the presence of the ML and ML,
stoichiometries are concluded.

5. Conclusions

The complexation study of the Cu(m}-BAP system by voltam-
metric titrations yields two sets of experimental data that contain
serious uncertainties. In the case of Cu{m) to BAP titration, both
the insensitivity of the BAP reduction signal to the complexation
process and the selectivity problems between the anodic- and the
free metal reduction-signals led us to choose UV-vis spectroscopy
to perform a combined MCR-ALS analysis, since both free ligand
and free metal are UV-vis active species. In the case of BAP to
Cu(I) titration, the voltammetric data present a dramatic loss of
linearity due to the large potential shift of the complex signals.
Taking into account the quite independent character of UV
absorption bands of the metal ion and the free BAP, which are
only slightly modified by complexation, the spectroscopic data
cannot improve the MCR-ALS analysis. Thus, the application of
anew chemometric strategy to non-bilinear voltammetric data by
GPA analysis allowed us to confront these difficulties.

The overall picture of this study shows the formation of two
successive complexes of stoichiometries 1:1 and 1:2
Cu®' : BAP, depending of the metal-to-ligand ratio. This
complexation model is confirmed by ESI-MS experiments and
tentative structures are presented, although structural techniques

9426 | Analyst, 2012, 137, 5420-5427
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(that cannot work at such diluted concentrations) would be
required for an unambiguous structural determination of the
chemical species.
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9.5. Discusion de resultados

9.2. Voltammetric Analysis of Phytochelatin Complexation in Ternary Metal

Mixtures Supported by Multivariate Analysis and ESI-MS.

La nueva metodologia desarrollada (PSF-GPA) ha sido aplicada a los datos
polarograficos obtenidos en el estudio del sistema complejante competitivo entre el
Cu(Il), el Cd(II) y el Pb(Il) con la fitoquelatina de cadena mas corta PC, (2 grupos
tidlicos) y la mas larga existente en la naturaleza PCs (5 grupos tidlicos). Todos los
voltamperogramas registrados en cada valoracion se analizaron aplicando el programa
GPA para interpretar los procesos de complejacion y analizar la competitividad entre los

metales y las fitoquelatinas.

Tras hacer una inspeccion visual de los datos, se puede ver que estos no muestran una
especial pérdida de linealidad, y por tanto, podrian haber sido tratados mediante el
método MCR-ALS, como ya se habia hecho anteriormente en diversos estudios de
interaccion entre metales y fitoquelatinas [39,50,124]. No obstante, se eligid este
sistema para validar la metodologia desarrollada con un sistema complejante
complicado, en donde el amplio conocimiento y experiencia del grupo de investigacion
en estos sistemas permitieron obtener resultados muy valiosos tras el andlisis mediante
GPA. Para la resolucion de este sistema con tres iones metalicos también ayudo un
trabajo previo en donde se estudiaba la dindmica de la complejacion entre las

fitoquelatinas y dos iones metalicos: el Cd(II) y el Pb(II) [39].

Debido a la importancia de conocer las sinergias y antagonismos durante la
fitorremediacion de metales pesados, se decidid considerar el estudio multimetal con el
Cd(II), Pb(Il) y Cu(Il). Inicialmente, se analizd6 de manera individual la complejacién
del ion Cu*" con la fitoquelatina PCs mediante DPP ya que no habia sido estudiada con
anterioridad, y los datos fueron tratados mediante GPA. El perfil de concentraciones por
areas obtenido mostrd una capacidad complejante de ca. 2,5 Cu(Il):PCs. Este valor es
mayor que el encontrado en otros metales estudiados (Zn(1I), Cd(II) y Pb(Il)) con la
PCs.

Una vez se hubieron considerado los procesos de complejacion de manera individual se
procedid al andlisis competitivo entre mezclas binarias de estos metales. La capacidad

del Cd para desplazar al Pb de sus complejos y enlazarse con las fitoquelatinas ya fue
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estudiada en un trabajo anterior [39]. Por ello, se estudi6é la complejacion competitiva de
las parejas de iones metéalicos Cu(II)-Pb(Il) y Cu(II)-Cd(II) con las fitoquelatinas PC; y

PCs. A continuacion, se comentan brevemente los principales resultados obtenidos:

1) Para el estudio de competicion entre el Pb(Il) y el Cu(Il) con las fitoquelatinas,
se adicionaron alicuotas de Cu®" a una disolucién de Pb(Il) y PCs, en la cual los
iones Pb®" estan totalmente complejados por la fitoquelatina. Tras el analisis
quimiométrico por GPA y la interpretacion del perfil de concentraciones
obtenido, se observa una disminucién de la sefial del complejo de Pb y, al
mismo tiempo, un aumento de la sefial correspondiente al complejo de cobre
(Figura S2 del supporting information SI del articulo). Este comportamiento
evidencia la mayor afinidad del Cu para enlazarse a las fitoquelatinas, siendo

capaz de reemplazar al Pb*" de sus complejos.

2) Un estudio similar se llevd a cabo con los iones Cd*" y Cu*" y la PC..
Inicialmente, se prepar6 una disolucién 3:1 Cu*:PC,, para asegurar que todo el
cobre estuviera complejado, y a continuacidon se adicionaron alicuotas de cd*
(Figura S3 del SI del articulo). Una vez analizados los datos por GPA se observa
como la sefial correspondiente al ion Cd*" libre aparece desde el principio y las
sefiales correspondientes tanto del cobre libre como la de sus complejos se
mantienen constantes durante todo el experimento. Este comportamiento denota
la incapacidad del Cd** para formar complejos con las fitoquelatinas en
presencia de iones Cu”". Por lo que se deduce, también en este caso, una mayor

afinidad del cobre con las fitoquelatinas.

Estos sistemas no presentaban una falta de linealidad, solamente un gran solapamiento
entre algunas sefiales, como las sefiales correspondientes al Pb>" libre y la oxidacién
anddica de los complejos de éste con la fitoquelatina PCs. La interpretacion inequivoca
de los procesos de complejaciéon competitiva entre el Pb* y el Cu®’ se ve obstaculizada
por la gran superposicion de dichas sefiales, las cuales tuvieron que ser restringidas en
forma y posicion para la resolucidon por GPA. Este hecho se solventd satisfactoriamente
y solamente el inicio del perfil de concentracion de una estas sefiales quedd

distorsionado.

Finalmente, tras resolver los procesos de competicion a nivel binario entre estos

metales, se llevaron a cabo una serie de experimentos donde los tres iones metélicos
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Cd*", Cu®" y Pb*" competian para formar complejos con las fitoquelatinas. De esta

manera se comprobd si el comportamiento era el esperado tras la extrapolacion de los

resultados del estudio anterior. Los resultados obtenidos se resumen a continuacion:

1) Se valoré una disolucién de fitoquelatina PCs mediante sucesivas adiciones de

2)

una mezcla equimolar de los tres iones metalicos (Figura 2 del articulo). Los
perfiles de concentracidon (areas) obtenidos mediante GPA son muy complejos
debido al gran numero de sefiales y el solapamiento de éstas. La existencia de 6
componentes en un estrecho intervalo de potencial (entre -0,35 y -0,7 V),
provocd que no se pudiera diferenciar entre la sefial de la reduccion del Pb*"

libre y la sefial anddica de los complejos.

En el perfil de concentraciones se observa ya tras las primeras adiciones, la
disminucién de la concentracidn del ligando, el cual se une simultineamente a
los tres cationes, segin indica la aparicion de las sefiales relacionadas con la
reduccion del Pb*", Cd*" y Cu** complejados por la PCs. Posteriormente, a un
ratio superior a 3, aparecen y crecen las sefiales de las reducciones del Cd*" y
Cu”" libre, sugiriendo la posibilidad de que se formen complejos de estructura
(M'M"PCs). Finalmente, se detectd una sefial (componente 9, Figura 2 del
articulo) que podria estar asociada con las reducciones del Cd*" o del Cu*” en un

complejo mixto (CdCuPCs).

Con el objetivo de confirmar la mayor afinidad del cobre por las fitoquelatinas
se hicieron valoraciones en las que se adicionaba Cu®" a disoluciones 2:2:1
Cd:Pb:PC; y 3:2:1 Cd:Pb:PCs. La aplicaciéon del algoritmo GPA proporciond
unos perfiles de concentracion que permitieron analizar ambos sistemas (Figura
3 del articulo). En ambos casos, el primer voltamperograma presentaba cuatro
sefiales: 1) una sefial anddica relacionada con los complejos CdPC,; ii) una sefial
de reduccion del Pb>" libre; iii) una sefial de reduccién del Cd** libre; iv) y una
sefial de reduccion de los complejos de CdPC,. Tras la sucesivas adiciones de
Ccu* aparece la sefial anddica relacionada con los complejos CuPC, (0,04 V)
hasta la aparicion de un exceso de este metal. Para ambas valoraciones, la sefial
de reduccion de Pb*" libre es estable a lo largo de los experimentos y las
pequefias variaciones podrian ser debidas a la superposicién con sefiales

procedentes de los procesos anddicos del Hg. Esto indica que el Pb*" no se
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reincorpora a los complejos con las PC,. Por otra parte, la sefial de reduccion del
Cd*" libre aumenta en ambos experimentos, indicando el intercambio del Cu**

por el Cd*" en los complejos Cd-PC,, previamente formados.

Finalmente, se identificaron mediante ESI-MS los diferentes complejos que se forman

entre los tres iones metalicos (Cu(Il), Cd(II) y Pb(Il)) y las fitoquelatinas PC, y PCs:

1))

2)

3)

Los complejos que forma el Cu®" con la PC, son Cu(PC,), Cuy(PC,), y
Cu3(PC,). La existencia del ultimo complejo deja intuir que el cobre no sélo se
enlaza con el grupo tiol sino que lo hace también a través del grupo carboxilico.
En cambio con la PCs, se detectaron el Cu(PCs), Cuy(PCs), Cus(PCs), Cug(PCs)
y Cus(PCs).

Se realizaron experimentos a diferentes relaciones entre Pb>*, Cd*" y Cu* con la
PC,. A ratios bajos PCZ:M2+ solo se observan los complejos CuPC, y CuCdPC,.
Al aumentar la concentracion de PC, aparecen los complejos de CdPC, y
ternarios como el CdPbPC,. A relaciones mas altas de PC, el Cd** y Cu’' se
complejan ampliamente e incluso se forman los complejos de PbPC, (Figura 4

del articulo).

Tras realizar el mismo andlisis con la fitoquelatina PCs se observa que a ratio
1:1 (PC5:M2+) solo aparecen los complejos Cu(PCs), Cuy(PCs), Cd(PCs) y
algunos complejos ternarios CuCdPCs. Esto demuestra que los complejos de
cobre mas estables son Cu(PCs), Cuy(PCs) y tal vez Cus(PCs), como se deduce
en los experimentos de voltamperometria a partir de la relacién en donde
aparece el exceso de Cu®". Al aumentar las relaciones primero aparecen los
complejos de Cd*", incluyendo el complejo CdPbPCs, y finalmente, una vez los

iones metalicos Cd*" y Cu®" se han complejado, aparecen los complejos de Pb*".

En todos los experimentos polarograficos evaluados por el programa GPA, la

interpretacidon del comportamiento se realizd de manera satisfactoria a partir del analisis

del perfil de concentraciones tanto por dreas como por intensidades. La interpretacion

de los resultados voltamperométricos junto a los experimentos de ESI-MS muestra el

orden de afinidad de estos tres metales por las fitoquelatinas: Cu(Il) > Cd(Il) > Pb(ID).

Los resultados también indican que el Pb*" se excluye en la formacion de complejos con

las PCs en presencia de Cd*" o Cu*".
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9.3. Electroanalytical and isothermal calorimetric study of As(IIl)
complexation by the metal poisoning remediators, 2,3-dimercapto-I-
propanesulfonate and meso-2,3-dimercaptosuccinic acid.

En el siguiente articulo se estudio la complejacion del As(IIl) con dos agentes quelantes
utilizados para la desintoxicacion de metales pesados, el DMSA (acido
dimercaptosuccinico) y el DMPS (dimercapto-propano sulfonato). Para la resolucion de
estos sistemas se aplico la metodologia PSF-GPA a todas las sefiales, excepto a la sefial
de reduccion del arsénico libre que aparece en la zona de la descarga de los protones
(ca. -1.6 V) y no tiene forma de pico. Por este motivo, se cortd esta sefial y se tratd
aparte mediante MCR-ALS. La falta de experiencia previa sobre la complejacion del
arsénico y la inexistencia de bibliografia de caracter electroquimico que estudie los
procesos implicados en la interaccidon con estos ligandos, hizo que este sistema fuese
una buena oportunidad para evaluar la capacidad resolutiva del PSF-GPA. En la
literatura se encontréo un estudio espectroscopico sobre la complejacion de As(IID)-
DMSA [125] y fue el que sirvid para la validacion de los resultados obtenidos con el
GPA. Todo ello permitié proponer un método voltamperométrico junto a un posterior
analisis quimiométrico mediante el GPA para estudios de complejacion de As(III). Este
fue aplicado al sistema As(III)-DMPS ofreciendo informacién de sus interacciones y de

los complejos, sobre los que no existe informacion en la literatura.

En los voltamperogramas de la valoracion de As(III) con el DMSA, se observan seis
sefiales diferentes que corresponden a procesos anddicos relacionados con los complejos
de arsénico (componentes 1, 3, 4, y 5), una sefial anddica relaciona con el DMSA libre
(componente 2) y una sefial de reduccion del As(III) libre (componente 6) (Figura 1a del
articulo). Tras el analisis de los datos voltamperométricos mediante el método GPA, los
perfiles de concentracion muestran como la sefial correspondiente a la reduccion del
As(IIl) disminuye hasta un ratio ca. 2. Las sefales correspondientes a las procesos
anddicos entre los complejos de As(IIl) y el Hg del electrodo muestran dos
comportamientos claramente diferenciados, una de ellas aumenta hasta alcanzar un
maximo a ratio 1 y la otra, en cambio, se estabiliza a ratio 2 (Figura 1b del articulo). El
analisis global del sistema indica la formacion inicial del complejo ML y que al
aumentar la concentracion de DMSA, se forma el complejo ML,. Estos resultados

coinciden con los encontrados en la bibliografia.
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A continuacidn, tras la resolucion satisfactoria del sistema anterior, se procedid a
proponer un modelo de complejacion para el As(IIl) y el agente quelante DMPS. Los
voltamperogramas de la valoracion de As (III) con DMPS fueron tratados
quimiometricamente de igual manera, aunque se aplico el conocimiento obtenido en el
sistema del DMSA para una mejor interpretacién del nuevo sistema. En el analisis de la
valoracion de As(IIl) mediante sucesivas adiciones de DMPS se observa la disminucion
de la sefial de reduccion del As(IIl) hasta su desaparicion a un ratio ca. 2. Las cuatro
sefiales anodicas (componentes 1, 3, 4, y 5) que estan relacionadas con los complejos
formados aumentan aunque la relacion que alcanzan es algo incierta (ca. 1,5 - 2), y esto
parece indicar que no se forma de manera significativa el complejo ML. El uso del GPA
nos permitio resolver la superposicion de la sefial anodica relacionada con el DMPS
libre y la de sus complejos de arsénico (componente 3), lo que nos permitié observar
claramente la aparicion de la sefial de DMPS a ratio 2 (Figura 3b del articulo). Tras la

interpretacion de todas las sefiales se concluye que se forma un tinico complejo (ML,).

Para aclarar este comportamiento se analizo también la valoracién inversa, en donde se
adiciona As(IIl) a una disolucion de DMPS. Los perfiles de concentracion dados por el
GPA (Figura 2b del articulo) muestran como el DMPS disminuye hasta un ratio de 0,5
lo que indica la formacion del complejo ML,. Todo ello, se confirma por la aparicion y
estabilizacion de las sefiales correspondientes a los complejos de As(II) a una relacion
de 0,5 donde también se observa la aparicion de la sefial de reduccion del As(IIl) en

€XCESO0.

Con el objetivo de corroborar las estequiometrias de los complejos, se inyectaron de
manera directa disoluciones con diferentes ratios metal:ligando en un espectrometro de
masas de ionizacion por electrospray. Para el sistema del DMSA, se han detectado los
complejos de arsénico As(DMSA) y As(DMSA),, es decir, los mismos que los
determinados a través del andlisis de los datos voltamperométricos. El mismo
procedimiento se aplico al sistema As(III):DMPS donde se encontraron los complejos
As(DMPS) y As(DMPS),. El segundo complejo fue el tnico detectado tras el andlisis
de los resultados voltamperométricos, pero el complejo As(DMPS) observado por MS

podria ser una especie minoritaria que no pudiese ser detectada por DPP.

Los resultados proporcionan una imagen fiable y consistente de la complejacion del

As(III) con los agentes quelantes DMSA y DMPS gracias a la versatilidad de las
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técnicas voltamperométricas y el analisis quimiométrico de éstas mediante la

metodologia PSF-GPA. Para complementar el estudio se realizaron valoraciones

calorimétricas isotérmicas, las cuales permitieron confirmar los resultados y obtener

informacion de caracter termodindmico, ya que estos sistemas tienen un gran interés a

nivel biologico como farmacos para la desintoxicacion de metales pesados en el

organismo. ITC es una técnica de gran utilidad que nos proporciona la estequiometria de

los complejos, las constantes de estabilidad y las entalpias y entropias de las

interacciones metal-ligando en ambos sistemas. Los resultados obtenidos se resumen a

continuacion:

1)

2)

La integracién de los datos termodinamicos de la valoracion de As(IIl) con
DMSA muestra la tipica curva de ITC con un solo punto de inflexién a un ratio
de 0,5 lo cual indica la formacién de un unico complejo (ML;). En cambio, la
curva de la valoracién inversa muestra un proceso exotérmico inicial que indica
la formacion del complejo ML. Posteriormente tras nuevas adiciones de DMSA,
se observa una inflexion exotérmica en la curva de valoracion a ratio 2, lo cual
confirma la formacidon del complejo ML, como el mas estable, con unas
constantes de complejacion de log B; = 4,7 y log B2 = 9,2. Los resultados
obtenidos con esta técnica concuerdan a la perfeccion con los resultados
obtenidos tras el analisis quimiométrico de los datos voltamperométricos en este

sistema.

Se procedi6 de igual manera en el estudio calorimétrico del As (III) y el DMPS.
Tras la valoracion del As (III), los datos termodinamicos obtenidos muestran
una curva de valoracion con un punto de inflexion a un ratio de 0,5
As(IIT):DMPS (Figura 4a del articulo), lo que indica la formacién del complejo
ML,, igual que en el estudio con el DMSA. La curva de valoraciéon del DMPS
con arsénico muestra un solo punto de inflexion a ratio 2 (Figura 4b del
articulo), confirmando los datos voltamperométricos que postulaban Ia
formacidn tnica del complejo As(DMPS),, cuya constante de complejacion es
log B> = 9,2. Se concluye, pues, que el complejo As(DMPS) detectado mediante

ESI-MS es una especie muy minoritaria en disolucion.

Los resultados de ITC muestran en ambos sistemas unas constantes de estabilidad de los

complejos del mismo orden. Al observar los valores negativos de entalpia y entropia
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para las interacciones se puede concluir que la formacion de complejos estd impulsada
por el valor favorable de AH que se opone a la pérdida de entropia. Ademads, se
confirma la alta estabilidad de los complejos predominantes ML, indicando la eficacia

del DMSA y del DMPS para el tratamiento por envenenamiento con As(III).

9.4. Application of different chemometric strategies to voltammetric and UV-vis
spectroscopic data to obtain a complexation model: study of the Cu(Il) binding

with the phytohormone 6-benzylaminopurine.

El andlisis de los datos voltamperométricos obtenidos en el estudio de la complejacion
entre el cobre(Il) y la 6-bencilaminopurina (BAP) ha sido una gran oportunidad para
observar y discutir la capacidad y el potencial de la resolucioén de estos datos mediante
el MCR-ALS y el GPA. El estudio de las interacciones entre el Cu®" y el BAP muestra
un sistema bastante complicado por lo que respecta a la interpretacion de las sefiales y la
falta de conocimiento de los procesos involucrados debido a la poca bibliografia
electroquimica existente. Cuando se visualizan los datos obtenidos en la valoracion del
BAP con Cu”" y viceversa, se observan tres grupos de sefiales en ambos conjuntos de
datos (Figura la y b del articulo). A través del seguimiento visual de la valoracién se
relacionan estos grupos con las sefiales del Cu®" libre (-0,05 V), los complejos de Cu-

BAP (-0,30 V) y el BAP libre (-1,40 V).

La complejidad de los datos en cada zona de sefiales es evidente: i) junto a la sefial de
Cu’" libre aparecen algunas sefiales anddicas solapadas que estan relacionadas con la
formacidn de complejos; ii) las sefiales de los complejos se desplazan a potenciales mas
negativos (lo que es mas evidente en la valoracidon del cobre). Este comportamiento
puede ser debido a la formacion de complejos electroquimicamente labiles o debido a
fendmenos fisicos como la adsorcidn electrddica; iii) el comportamiento de la sefial de
ligando libre es completamente inusual, ya que en ambas valoraciones su reduccion

electroquimica no parece estar afectada por los procesos de complejacion.

Para entender este ultimo comportamiento hay que tener en cuenta que, a diferencia de
los otros ligandos considerados hasta ahora, el BAP se reduce directamente sobre el
electrodo y esta reduccion se produce a potenciales muy negativos, mucho mas

negativos que el potencial necesario para reducir el Cu(Il). De esta forma, los iones de
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Cu®" se reducen a la velocidad méaxima (controlada por difusién). Esto aumenta la
disociacion del complejo en la capa de difusion y, por lo tanto, la concentracién de BAP
libre, lo que explicaria la evolucion de la sefial de este Giltimo en ambas valoraciones. En
cambio, para explicar el continuo desplazamiento de la sefial de los complejos se
realizaron experimentos voltamperométricos de eliminacion (EVLS) con el fin de
determinar las interacciones entre los complejos y la superficie del electrodo. Se
realizaron barridos lineales por LSV a diferentes ratios Cu®":BAP y tras la aplicacion de
la funcidon de eliminacién (E4) se observa una sefial pico-contrapico (Figura 1d del
articulo). Este resultado implica que las especies transportadas son adsorbidas antes de
su reduccidn, lo que podria explicar el continuo desplazamiento de las sefiales de los
complejos. Aun pudiendo explicar el origen del movimiento a través del eje de
potencial, éste dificulta el establecimiento de una posiciéon precisa de los
voltamperogramas unitarios de las especies al aplicar el método bilineal MCR-ALS. Por
esta razdn, se propuso el analisis combinado de la matriz de datos voltamperométricos
junto a otra obtenida mediante una técnica diferente, en este caso UV-vis, y de esta
manera facilitar la resolucién y obtener unos buenos resultados a pesar de la no

linealidad.

En el caso del andlisis por MCR-ALS de las matrices combinadas con datos
provenientes de DPP y UV-vis, las submatrices han de compartir la misma distribucién
de las especies quimicas a lo largo de los experimentos. Esta condicion se cumple al
realizar las medidas con la misma concentracion inicial y los mismos ratios metal-
ligando. Por otra parte, la matriz aumentada (figura 2a del articulo) se construye
dividiendo los valores de ambas submatrices por sus respectivos valores maximos
absolutos con objeto de igualar el peso de magnitudes tan diferentes como la intensidad
y la absorbancia en la optimizacion iterativa ALS. Por ultimo, el nimero de columnas,
es decir, los puntos de medida (potenciales y longitudes de onda, respectivamente)
tienen que ser similares para ambas técnicas. La matriz aumentada I, se descompone en
una matriz C de concentraciones inicas y comunes en ambas técnicas, y una matriz V'

constituida por dos partes, sefiales voltamperométricas y espectroscdpicas puras.

En la submatriz DPP no se incluyd la zona que contiene la sefial del BAP debido al
comportamiento antes mencionado (falta de variabilidad con la concentraciéon de BAP
libre en disolucion). La descomposicidn en valores singulares (SVD) indica la presencia

de al menos cuatro componentes para explicar la variabilidad de esta submatriz. Por
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tanto, determinamos que las especies electroactivas son los iones metélicos de Cu®’
libre (componente 2, -0,01 V), una sefial anddica relacionada con la formacion de los
complejos con el BAP (componente 1, +0,07 V) y dos sefales correspondientes a la
reducciones del Cu complejado (componente 3, -0,27 V; componente 4, -0,30 V). En el
analisis mediante SVD de la submatriz UV-vis se observa la existencia de tres
componentes (figura 2b del articulo). Al estudiar los espectros tanto individuales como
de varias pruebas preliminares se puede asegurar la presencia de la sefial del BAP libre
y del Cu®" libre, los cuales presentan bandas de absorcion significativas en la region
UV, mientras que los espectros de los complejos parecen ser una combinacion lineal de
los espectros del i6n metalico y el ligando libre. Esto podria significar que tanto el metal

como el ligando absorben de manera independiente, incluso cuando estan unidos.

El MCR-ALS resolvio el sistema con un /lof del 7,7%. Los perfiles de concentracion
muestran que al realizar las adiciones de Cu”" aparece la sefial del primer complejo que
alcanza su maximo en una proporcion de 0,5 y luego disminuye hasta desaparecer a
ratio 1 (Figura 2d del articulo). En esta ultima region es donde crece y se estabiliza la
sefial relacionada con el segundo complejo. Esto sugiere que primero se forma el
complejo Cu(BAP), y, al aumentar la concentraciéon de cobre se forma el complejo

Cu(BAP), confirmado por la aparicion a ratio 1 de la sefial de Cu®" libre.

A pesar de la resolucion satisfactoria de la valoracién inversa mediante el analisis
combinado por MCR-ALS, la inspeccidn visual de los datos de la valoracion directa de
Cu®" con BAP muestra como la serie de sefiales que corresponden al cobre complejado
tienen un desplazamiento mucho mas acusado, ca. 100 mV (Figura 4a del articulo).
Ademas, la sefial del complejo del componente 3 deberia estar situada a un potencial
ligeramente mas positivo que el componente 4, pero la adsorcion electrodica desplaza
su posicidn en la valoracion inversa. Este movimiento lateral comprende mas de una
especie, tal y como hemos visto anteriormente. Aun asi, la verdadera causa de la
variacidn constante del potencial durante todo el experimento parece ser el incremento
de la adsorcion eclectrodica del BAP en el electrodo de mercurio, como se ha
demostrado tras el andlisis por EVLS. En cualquier caso, este gran movimiento genera
una considerable pérdida de linealidad en los datos electroquimicos limitando el

tratamiento quimiométrico anterior.

206



Capitulo 9. Aplicacion a sistemas de interés biologico y medioambiental

Debido a la dificultad de la aplicacion de metodologias bilineales se propuso el GPA
para tratar quimiométricamente estos datos voltamperométricos no lineales. Para un
analisis satisfactorio se aplicaron una serie de restricciones en la matriz isshift, la cual
permite que se ajuste el movimiento y el ensanchamiento del componente 4
(correspondiente al complejo Cu(BAP),), asi como, el estrechamiento posterior del

componente 3 (correspondiente al complejo Cu(BAP)).

Tras el analisis satisfactorio de los datos voltamperométricos mediante el GPA con un
lof del 8,6%, se interpretaron los procesos de complejacion a través del perfil de
concentraciones obtenidos (Figura 4c del articulo) mediante las areas, mas fiables que
las intensidades cuando los picos cambian de forma. Se puede observar como la
concentracién del ion Cu®" libre disminuye hasta su desaparicion a un ratio de 1 debido
a la formacion inicial del complejo ML. La sefial correspondiente a este complejo
Cu(BAP) crece y alcanza su maximo a relacion 1, para a continuacion, disminuir debido
a la aparicion del complejo Cu(BAP),, cuya sefial aparece a ratio 1 y aumenta hasta
estabilizarse a ratio 2. La resolucidon exitosa de estos datos voltamperométricos no
lineales y su consistencia con los resultados de la valoracidon inversa por MCR-ALS
muestran la gran capacidad del GPA para el andlisis de este tipo datos lo que permite

proponer un modelo de complejacion para este sistema.

Finalmente, se confirman las estequiometrias mediante experimentos ESI-MS, donde se
realizaron inyecciones directas de disoluciones de diferentes relaciones de Cu®" y BAP.
Se detectaron las sefiales del ligando libre BAP y de los complejos (Cu(BAP) y
Cu(BAP),), corroborando la presencia de las estequiometrias ML y ML,, las cuales

fueron previamente determinadas en ambos analisis quimiométricos.
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Capitulo 10

Desarrollo de un sensor voltamperomeétrico

con sistema de autopulido

En este capitulo se describe el trabajo realizado durante mi estancia predoctoral en el
grupo Biosensor & Bioelectronics de la Universidad de Linkoping, Suecia. El trabajo
consistio en la optimizacion y aplicacion de un sensor voltamperométrico que incorpora
un dispositivo de autopulido. Las ventajas de este sensor provienen tanto de la continua
regeneracion de la superficie como de su disefio circular, pues asi, se evitan la
acumulacion de los productos de reaccion y la adsorcion de otras especies, y da lugar a
medidas estables y reproducibles. Este nuevo sensor se desarrollé con el objetivo de
mejorar la estabilidad de las medidas a largo plazo en una posible aplicacidon de lenguas
electronicas voltamperométricas (VET) en sistemas donde se produce un deterioro de la
superficie electroactiva. El sensor se aplicdé para la determinacion de urea, la
clasificacion de muestras de leche en funcion de su contenido en grasas y la deteccidon
de la presencia de aguas residuales en aguas de consumo. Para la interpretacion de los

resultados se utilizaron los métodos quimiométricos PCA y PLS.
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10.1. Introduccion

El uso e interés de las lenguas electronicas (ETs) han crecido durante las tltimas dos
décadas y hoy en dia son ampliamente utilizadas para multitud de aplicaciones
[6,103,126-128]. Las ETs basicamente consisten en una unidad de recoleccion de
informacion en fase liquida, y la posterior aplicacion de un procesamiento multivariante
de datos. Cuando éstas se someten a una muestra que contiene diferentes compuestos,
generan un patron de salida que representa una sintesis de todos los componentes en la
muestra. El patron de salida viene dado por las diferentes selectividades de las unidades
de deteccidn y se correlaciona con las propiedades de las muestras. Existe una gran
variedad de lenguas electronicas basadas en las diferentes técnicas de medida, pero la
mayoria de ellas son potenciométricas o voltamperométricas. El uso de lenguas
electrénicas voltamperométricas presenta varias ventajas como son la sensibilidad,
versatilidad, simplicidad y robustez. Ademds, en comparacion, las medidas
voltamperométricas estan menos influenciadas por las perturbaciones eléctricas y, por lo

tanto, tendran una favorable relacion sefial/ruido.

En las lenguas electrénicas voltamperométricas (VET) se aplica un potencial a uno o
varios electrodos de trabajo, y para cada electrodo se obtiene una corriente resultante
que es la suma de las contribuciones de todas las especies electroactivas que se reducen
o se oxidan en la superficie del electrodo. Normalmente para este tipo de medidas se
utiliza la voltamperometria de impulsos, especialmente la voltamperometria de
impulsos de gran amplitud (LAPV), la voltamperometria de impulsos de pequefia
amplitud (SAPV), y también la voltamperometria de escalera. Al aplicar el impulso, la
corriente fluird en la superficie del electrodo creandose la doble capa de Helmholtz vy,
acto seguido la corriente disminuird hasta estar limitada por los procesos faradicos de
difusion. Normalmente, se aplican una serie de sucesivos impulsos que cambian de

amplitud gradualmente.

Debido a la naturaleza de las sefiales voltamperométricas, la gran cantidad de datos y su
aplicacion en medios complejos se hace necesaria la aplicacion de métodos
multivariantes, como el andlisis de componentes principales (PCA) para la
diferenciacion y clasificacion de muestras, y minimos cuadrados parciales (PLS) y redes
neuronales artificiales (ANN) para la calibracién y cuantificacion de diferentes

compuestos.
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Un problema comun de las lenguas electronicas voltamperométricas es el deterioro de la
superficie del electrodo causado por la reduccion u oxidacién de los analitos o por la
adsorcion de diferentes especies en la superficie. Todo ello provoca un aumento del
limite de deteccion del método, una baja reproducibilidad de las medidas y una deriva
de los datos, lo cual dificulta o imposibilita el analisis de estos. Estos comportamientos

suelen producirse cuando las VETs se aplican en medios de elevada complejidad.

La necesidad de desarrollar y aplicar sensores estables que puedan obtener medidas
reproducibles evitando ademas el deterioro de la superficie y que puedan funcionar de
manera ininterrumpida durante dias, meses o afios es evidente [129]. Por otro lado, para
comprobar la funcionalidad de estos dispositivos se deben aplicar a sistemas que por su
naturaleza y complejidad pueden producir un deterioro importante de la superficie

electroactiva.

Con el objetivo de obtener medidas sin desviaciones, repetitivas, reproducibles y con
una gran carga de informacion sobre los sistemas estudiados, se desarrolld un nuevo
sensor voltamperométrico con un sistema de autopulido incorporado, el cual fue

evaluado con tres sistemas diferentes:

1)  Andlisis de diferentes concentraciones de urea. Este analito tiene una fuerte
tendencia a adsorberse. Ademas, durante su oxidacion, forma una capa sobre la
superficie del electrodo debido a su polimerizacion. Todo esto provoca una

pérdida en el area electroactiva del electrodo.

i1)  Clasificacion de muestras de leche segun su contenido en grasa. Esta matriz es
una de las mas complicadas de analizar mediante sensores electroquimicos,
debido a que tiene una gran cantidad de compuestos y algunos de ellos se
adsorben fuertemente sobre los electrodos. Ademas, los gases que contiene la

leche dificultan las medidas.

1)  Deteccion y andlisis de la presencia de aguas residuales en aguas de consumo.
Este sistema es de crucial importancia por razones sanitarias, ademas de ser una
muestra compleja debido a la variedad y diversidad de los compuestos que

puede contener.
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10.2. A Self-polishing platinum ring voltammetric sensor and

its application to complex and crude media.
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A self-polishing platinum ring voltammetric sensor and its application to

complex media.

Santiago Cavanillas', Fredrik Winquist** and Mats Eriksson®

Departament de Quimica Analitica, Universitat de Barcelona, Marti i Franques, 1-11, E-8028, Barcelona,

Spain.'

Department of physics, Chemistry and Biology, Linkdping University, SE-58183, Linkoping, Sweden.’

Abstract

A self-polishing voltammetric sensor was recently developed and has been applied to samples
of urea, milk and sewage water. The polishing device continuously grinds a platinum ring
electrode, offering a reproducible and clean electrode surface. Principal component analysis
(PCA) and partial least squares (PLS) techniques were applied to interpret the data and to build
prediction models. In an evaluation of samples with different urea concentrations, the grinding
step allows for repeatable measurements, similar to those after electrochemical cleaning.
Furthermore, for the determination of sewage water concentrations in drinking water and for the
evaluation of different fat contents in milk samples, the polishing eliminates sensor drift
produced by electrode fouling. The results show that the application of a self-polishing unit

offers a promising tool for electrochemical studies of difficult analytes and complex media.

Keywords: Voltammetric sensor, Electronic tongue, Urea, Milk, Drinking water, Sewage water.

1. Introduction

The use and interest of electronic tongues (ETs) have grown during the last two decades and
nowadays ETs are widely used in many applications [1]. Various analytical techniques have
been developed for use in ETs, such as potentiometry, amperometry and voltammetry, and the

obtained data are analysed by multivariate data processing [1-3].

Voltammetric electronic tongues (VETs) offer robust measurements and a versatility of

information concerning the studied systems [4-6]. In voltammetry different types of potential
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pulses are applied to the working electrodes and the resulting current response is a measure of
ionic species and redox active compounds. When used in complex media the current responses
are often very complicated with superposed current peaks. Thus, for their interpretation,
multivariate data analysis is valuable. Furthermore, this approach makes the use of a
conventional reference electrode unnecessary [4], since the counter electrode works as a pseudo
reference electrode. The electrode surface of a VET is of key importance since the material
surface, its catalytical properties, its adsorption or chemical sorption properties, homogeneity,

and smoothness have a high influence on its behaviour.

A general problem of electronic tongues and noses is electrode fouling which causes a
decreased detection limit, a low reproducibility and drift. Fouling typically occurs when the ET
is applied to crude and complex media. Especially for the VET, oxidised or reduced layers on
the electrode surface and adsorption of various species to the surface will cause fouling of the

electrodes [7-10].

There are different strategies to avoid or overcome drift problems [11-12]: i) using
mathematical tools for drift correction, such as normalization or component correction; ii)
recovering the surface with a mechanical polishing step; iii) applying electrochemical cleaning
steps; 1v) using a mechanical self-polishing device which renews the electrode surface. For the
last strategy different self-polishing devices have been developed and applied to VETs with disc
electrodes, to avoid fouling of the electrode [13]. After polishing the electronic tongue needs
some time for equilibration of the electrodes and during this time drift appears in the

measurements.

This report describes the use of a self-polishing VET with a platinum ring working electrode,
which is continuously grinded by a sharp glass to eradicate these problems. The counter
electrode is also continuously polished. This VET does not require a manual polishing step,
neither electrochemical pretreatment, since the automatic physical polishing enables a
reproducible and clean electrode surface. In this report this VET was applied and evaluated for
studies of urea, milk and sewage water. These samples were chosen due to their known

complexity and fouling of electrode surfaces.

2. Experimental section
2.1 The voltammetric sensor

The self-polishing voltammetric electronic tongue consists of a platinum ring working electrode

and is housed inside a stainless steel cylinder, also used as a counter electrode, thus omitting the
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use of a reference electrode. Platinum was selected as electrode material due to its catalytic

properties.

The polishing mechanism consists of two sharp glass pieces that are pressing onto the working
electrode surface and the edge of the stainless steel cylinder and turned by an electric engine (9
V) with a speed of one turn every 10 s. The sensor is connected to an electronic unit, built at the
laboratory of Applied Physics, containing a potentiostat and a data acquisition board. This is

controlled by a computer (Figure 1a).

4
Potentiostat '

Working electrode

a)

Electric
engine

Self-polishing device

Counter electrode

b) 15

Applied potential (V)

0 250 500 750 1000
Time (ms)

Current (a.u.)
°

0 250 500 750 1000
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Figure 1. a) Scheme of the self-polishing voltammetric sensor. b) The applied potential scheme (LAPV) with
alternating cathodic and anodic potentials from +0.2 to £1.4 V and a typical current response scan from the

voltammetric sensor.

2.2 Selection of samples

The choice of samples is important. Urea is a difficult analyte since it has a strong adsorption
effect, and during its oxidation a layer is produced on the electrode surface causing a loss in
electroactive area. The determination of urea is important e.g. during monitoring of dialysis,

demanding a stable sensor signal.
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The second selected sample was milk. It is one of the most difficult media for electrochemical
measurements since it consists of many different compounds, some of which adsorb strongly to
the electrodes, causing fouling of the electrode surfaces, and consequently a dramatic drift in the
data. Also, dissolved gases in the milk make it difficult to analyse. Even so, analysis of milk is
important for the dairy industry, e.g. for monitoring quality changes of milk, evaluation of fat

contents, detection of clinical mastitis, etc.

Finally, the quality of drinking water is very important for health reasons. If it is accidentally
contaminated with sewage water the drinking water can cause severe health problems, as has
happened in the past [14]. For this reason, various monitoring systems have been proposed to
ensure a good quality of drinking water all the way through piped distribution systems [15]. For
this purpose stable sensors that can measure continuously during months and even years are

indispensable.

2.3 Chemicals and samples

Working solutions of 5x10" mol L of urea (Merck) were prepared daily. In the urea study
1x10? mol L phosphate buffer solution (PBS) was used at pH 7.3, prepared from K,HPO, and
KH,PO, (Sigma-Aldrich) and diluted in ultrapure filtered water (Milli-Q plus 185 water

purification system).

The set of milk and the cream milk samples with different fat contents were bought at a local
market. All milk samples are from the same Swedish milk manufacturer (Arla, Sweden) and

were stored at 4 °C.

A stock solution (x50) of synthetic sewage water was prepared diluting the following
compounds in sterilized and filtered water: peptone casein pancreatic digest, meat extract, urea,
NacCl, CaCl,, MgSO,, K,HPO,, and NaHCO; (Merck) [16], and was stored at 4 °C. The standard
solutions were prepared daily by dilution of the stock solution. Real filtered sewage water
sample were obtained from a local water treatment plant (Tekniska Verken, Link6ping, Sweden)

and was stored at 4 °C.

Temperature and pH measurements were made with a Metrel MA 5736 pH meter. All

experiments were carried out at room temperature.
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2.4 Measurements procedure

Large amplitude pulse voltammetry (LAPV) was performed in the range +0.2 to +1.4 V using
the electronic unit previously described. The applied voltage scan starts at 0 V during 100 ms,
then an anodic potential of 0.2 V was applied, thereafter the potential was switched to cathodic -
0.2 V. This cycle was repeated with increasing anodic and cathodic potentials of +0.2 V, until
+1.0 V was reached, thereafter the step potential was £0.1 V until £1.4 V was reached. The
applied potentials are shown in Figure 1b. The step time of each pulse was 50 ms. A typical
current has an initial charging peak (mixture of non-Faradaic and Faradaic currents) which then
equilibrates to the red-ox area (the Faradaic area). When electrochemical cleaning was used, the
potentials +2.0 and -2.0 V were applied consecutively during 150 ms before each scan. The
number of recorded currents was 140 (20 steps in each scan x 7 recorded current values for each

step). A complete scan takes 1 s. The same method was applied for all the samples.

In the urea and sewage water studies, 50 mL of phosphate buffer or equilibrated tap water were
used and samples were added and stirred to ensure homogeneity. The cold milk samples were
prepared using 250 mL which was heated and stirred until room temperature was reached.

Measurements were performed using a slight stirring.

2.5 Data treatment

Multivariate data analysis was performed to treat the voltammetric data. The program SIRIUS
(Pattern recognition system, Norway) was used for the evaluation of the data using principal
component analysis (PCA), and to build prediction models using partial least-squares (PLS).
PCA is a mathematical tool that projects the data to a new coordinate system whose directions
are the maximum explained data variance, the axes are called principal components (PCs), and
they are orthogonal and linear combinations of the original variables. PLS modelling is a
multivariate linear regression based on least squares adjustment to minimize the differences
between the observed and predicted values. PLS finds the maximum covariance between the

matrix X (matrix of predictor variables) and matrix Y (matrix of predicted variables).

3. Results and discussion
3.1 Urea determination

In order to compare and evaluate the efficiency of the self-polishing function, three operating

modes were compared: 1) applying the self-polishing unit; ii). applying an electrochemical
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cleaning step; iii) no polishing nor electrochemical cleaning. Urea is a difficult analyte since its
oxidation has a small steady-state oxidation current at high potentials and strong adsorption
effects. In the raw data two different oxidation behaviours were clearly observed (figure 2), one
at lower and the other at higher concentrations. This behaviour has been described in the
literature [17]. As can be seen from figure 2 for high concentrations of urea, the charging
current for negative voltage is larger compared with other concentrations, whereas this is

reversed for the redox current.

1.25

0.75 4

Current (a.u.)

-0.75

-1.25

0 20 40 60 80 100 (ms)

Figure 2. Part of the scan (-1.4 and 1.4 V pulses) of the urea measurement in the self-polishing mode. (—) 1x107

mol L' phosphate buffer solution (PBS), (---) 75 pmol L™ of urea and (--) 500 pmol L™ of urea.

The data for low concentrations (5 — 100 pmol L") of urea using the self-polishing sensor were
analysed by PCA. Figure 3a shows that the different concentrations show a good separation for
concentrations above 10 pmol L™, that they form clusters and that no drift is observed. A
corresponding PCA (figure 3b) for a larger concentration interval (5 — 500 umol L) displays
two behaviours clearly. A change in the direction with increasing concentration appears at 100
umol L. PCI separates the higher from the lower concentrations and is explained by the
capacitive part of both the positive and negative pulses. These variables also contribute to PC2
which is also explained by the faradic part of both the positive and negative pulses. This
dramatic change may be attributed to the polymerization of urea during its oxidation at the
electroactive surface, together with a high adsorption on the platinum electrode. Even so, the

data is separated in clusters.

The same study was performed using an electrochemical cleaning step before each scan instead
of grinding. A PCA plot (figure 3c) for low concentrations of urea also shows reproducible
measurements and, also an evident change in the urea reaction is observed (figure 3d) at 150

mol L. Finally, the experiments were also done without any treatment of the electrode surface
n y p y
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(figure 3e,f). A clear drift is seen that increases with increasing concentration up to 200 wmol L
" where it seems that the electrode is saturated. These results show that for determination of
urea, the treatment of the surface is essential. Self-polishing is comparable to electrochemical
cleaning at low concentrations, while electrochemical cleaning is the most efficient method at

high concentrations.
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Figure 3. PCA plots of different concentrations of urea samples with the self-polishing voltammetric sensor (a) in the
range 0-100 uM and (b) 0-500 uM. The same experiments but with an electrochemical cleaning step (c and d) and

with no pretreatment (e and f), respectively.

3.2 Evaluation of fat content in milk

The self-polishing voltammetric sensor was also applied to a very complex and difficult media,

milk. The evaluation of four different milks with various fat content (< 0.1, 0.5, 1.5, and 3.0 %)
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was done and the raw data were processed by PCA, shown in Figure 4a. The scores plot shows
that the four milk samples were clearly separated, with an explanation of 97.1% for the first
component and 2.6% for the second one. The 200 measurements of each milk sample are
randomly distributed in each cluster and no drift is thus detected. In the first component two
groups are observed, one with the milks with fat contents of 0.5, 1.5 and 3 % and one with the
milk with the lowest fat concentration (< 0.1 %). We can attribute this component to the
differences between the voltammograms of both groups of milks. As shown in figure 5 the pulse
responses show a current increase with increasing fat content, both for the capacitive current for
the positive pulse and for the faradaic current for the negative pulse. The second principal
component is correlated to the conductivity (5.67, 5.8, 5.60, and 5.31 mS for 0.1, 0.5, 1.5, and 3
% fat, respectively).
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Figure 4. PCA plots of data collected with the self-polishing voltammetric sensor of milk samples with different fat
concentrations (a) and the same milk samples plus a cream milk sample (b). PCA plots obtained with electrochemical

cleaning for the different milk samples (c) and with cream milk (d).
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Figure 4b shows the result of introducing a sample of cream milk with 15% fat in the PCA
analysis. The PCA plot shows a clear difference between the different milks and the cream. In
this analysis, the first principal component (91.5% of explained variance) separates cream milk,
the milk with < 0.1 % of fat, and the other milks. However, the second principal component (8.1
% of explained variance) can distinguish all samples. In this case it is difficult to give an
experimental meaning to the principal components, but we can obtain interesting information
when the voltammograms of the different milks and the cream milk are compared (figure 5).
First of all, both capacitive and faradaic currents are relevant for the explanation of the data, but
the most important part is the first 10 ms of both negative and positive pulses. This can be due
to that the milk has many compounds that can be reduced and/or oxidized and/or adsorbed at the
surface of the working electrode during the application of the alternation between cathodic and

anodic LAPV pulses.
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Figure 5. Part of the scan (-1.4 and 1.4 V pulses) of the milk and cream samples with the self-polishing mode. (:--) <
0.1%, (—) 3% and (---) 15% fat concentration.

To evaluate the effect of the grinding, the same experiments were carried out without grinding
but with the application of electrochemical cleaning. In the PCA plot (figure 4c), the samples
show a large drift, which is attributed to fouling of the electrode. Also the PCA plot, (figure 4d),
where the cream milk is evaluated, shows that all samples have drift but the differentiation
between the milk samples and cream is still possible, although in this case the milk
measurements overlap. The application of electrochemical cleaning is not sufficient to avoid
fouling of the surface. The self-polishing electronic tongue, on the other hand, can distinguish
different fat contents in milks and cream milk and provides data with good repeatability and

without data drift.
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3.3 Sewage water

The properties of the voltammetric sensor were also evaluated analysing synthetic and real
sewage water. A PCA for synthetic sewage water at different concentrations using a self-
polishing sensor is shown in figure 6a. The data show separation between the evaluated
concentrations (100 — 2500 ppm). The samples were separated basically along the first principle
component (82.1% of explained variance), with the second component (9.1% of explained
variance) contributing to an increased separation of the samples. The different samples are
located in clusters indicating a good reproducibility. The only measurements that show drift
were pure drinking water. This is, however, a sample drift due to the very low conductivity (and
thus a susceptibility to environmental disturbances e.g. carbon dioxide uptake or

electrochemically produced hydrogen ions) of the drinking water.
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Figure 6. PCA plots of various concentrations of synthetic sewage water (0 — 2500 ppm) in drinking water measured

with the self-polishing sensor device (a) and with the electrochemical cleaning step (b).

In the loading plot (not shown) the importance of the variables for each component is

determined. The capacitive part of the -1.1 V pulse and the faradaic part of the +1.0 V pulse are



Capitulo 10. Desarrollo de un sensor voltamperométrico con sistema de autopulido | 225

the most important variables in the explanation of PC1 which separates the different
concentrations. This means that the most important contributions to the analysis are the
oxidation currents, due to the oxidation of organic compounds, and the capacitive currents, due
to the alternation between anodic and cathodic currents., This is similar to the previous milk
study. The main contribution to PC2 is the middle part of the -1.1 V data. The data for
electrochemical cleaning were also analysed by PCA. The scores plot is shown in figure 6b, and
a drift was clearly observed for all concentrations. This behaviour did not appear when using the
self-polishing device, indicating that the drift is due to electrode fouling occurring even when

using electrochemical cleaning.
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Figure 7. a) PCA plot of the different treatments for measurements of 500 ppm filtered sewage water. b) A PLS

regression plot of measured vs. predicted concentrations of filtered sewage water (250 - 5000 ppm) in drinking water.

Since it was shown that the self-polishing VET was able to detect very low amounts of synthetic

sewage water, the sensor was applied to real filtered sewage water from a water treatment plant,
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and evaluated with PCA, shown in figure 7a, where 500 ppm of filtered sewage water in
drinking water was analyzed and compared with grinding, electrochemical cleaning and no
pretreatment. As can be seen, the grinding data form a cluster in the plot indicating good
repeatability, but both electrochemical cleaning and no pretreatment measurements cause a drift
in the plot. A drift is observed in the first principal component for no pretreatment, and in the
second principal component for electrochemical cleaning. This means that electrode fouling
occurs during analysis of the sewage water in both cases, but with no pretreatment electrode

fouling was more severe (i.e. giving large drift along PC1) than with electrochemical cleaning.

A PLS model was built using cross-validation by the leave-one-out method. Two latent
variables were used in order to establish a good predictive model for the determination of
sewage water in drinking water. The PLS regression (figure 7b) presents a linear range between
250 — 5000 ppm of sewage water with a correlation coefficient of 0.988. The detection limit of

the sensor in the filtered sewage water was found to be 250 ppm.

In the PLS analysis the most important variables are in the first 10 ms of the positive pulses and
also with less weight the in the first 10 ms of the negative pulses. This means that the
application of the alternation between cathodic and anodic LAPV pulses plays a key role for the
analysis of sewage water. To build the PLS model, however, the oxidation of the different
species in the sample also play an important role, as seen by the faradaic part of the positive

pulses which has a considerable weight in the weighted regression coefficients.

4. Conclusions

Mechanical grinding of a platinum ring electrode in a voltammetric sensor results in a clean and
reproducible working electrode. The circular shape permits constant measurement conditions

resulting in good repeatability.

Regeneration of the electrode surface of voltammetric sensors is important since redox reaction
products may accumulate at the electroactive surface during the experiments. Potentials that
normally destroy the electrodes via oxidation or reduction are possible to use since the
outermost layer of the surface is mechanically removed by the grinding. For this reason this
self-polishing voltammetric sensor can be used with LAPV which offers a lot of information
about the studied systems. In addition, the application of multivariate data analysis, like PCA

and PLS, is well suited for the data evaluation.

Urea, which is a difficult analyte that adsorb to the surface and hinder further current exchange,

can be measured with a good repeatability. It is, however, in the complex media, as the
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determination of sewage water in drinking water and the evaluation of different fat contents in
milk, where this new sensor shows a remarkably high capability to make repeatable
measurements. The self-polishing sensor shows better results than the application of
electrochemical cleaning, where sensor drift occurs, produced by electrode fouling. This self-

polishing voltammetric sensor opens the possibility to measure also in other problematic media.
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10.3. Discusion de resultados

El nuevo sensor desarrollado consiste en un aro de platino que actia a modo de
electrodo de trabajo, el cual estd insertado en un cilindro de acero inoxidable usado
como electrodo auxiliar. Ambos estdn conectados a un potenciostato controlado por un
ordenador. Este enfoque hace que el uso de un electrodo convencional de referencia sea
innecesario, puesto que el electrodo auxiliar funciona como un electrodo de pseudo-
referencia. Este sensor tiene incorporado un sistema de pulido que pule fisicamente y de
forma constante los dos electrodos (figura la en el articulo), que se acciona por un

motor eléctrico que transmite la acciéon mecénica a través de un eje.

La principal ventaja de este sensor es que la regeneracion de la superficie evita la
acumulacién de los productos de reaccion o la adsorcidn de otras especies en la
superficie. Ademas, debido a su forma circular permitiria en teoria tener una superficie
con las mismas condiciones durante todo el analisis, obteniendo medidas estables sin
observar el equilibrado de la medida que normalmente se produce después de aplicar
una etapa de pulido a un electrodo. La eleccion del material del electrodo es de crucial
importancia debido a que las propiedades cataliticas, la sorcién o adsorcion quimica, la
homogeneidad y la uniformidad tienen una alta influencia en su comportamiento, por

ello se selecciono el platino como material para el sensor.

Las medidas se llevaron a cabo por la técnica voltamperométrica de impulsos de gran
amplitud (LAPV), donde se obtiene informacion de las contribuciones faraddicas y no
farddicas de los sistemas. Se optimizaron los impulsos aplicados, en los cuales se
alternan impulsos catddicos y anddicos. Gracias a la eliminacién mecénica de la capa
mas externa de la superficie se pudieron aplicar potenciales que normalmente
destruirian la superficie debido a la oxidacion o reduccion de la misma. Posteriormente,

los conjuntos de datos se analizaron quimiométricamente mediante PCA y PLS.

Con el objetivo de evaluar la eficiencia del autopulido, se compararon los resultados
obtenidos tras 1) la aplicacion de la unidad de autopulido; i1) la aplicacion de una etapa
de limpieza electroquimica; iii) y sin aplicar ninglin pretratamiento en la superficie del

sensor. A continuacion se exponen los resultados obtenidos para cada sistema estudiado.
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Anadlisis de diferentes concentraciones de urea

La urea es un analito dificil, ya que presenta importantes efectos de adsorcioén en el
sensor de Pt. Tras unas pruebas preliminares se observaron dos comportamientos
diferentes de la urea en el electrodo en funcion de la concentracion que quedan

reflejados en el posterior tratamiento quimiométrico mediante PCA.

Para la evaluacion del dispositivo de autopulido se realizaron una serie de medidas en
disoluciones con diferentes concentraciones de urea y los datos fueron analizados
mediante PCA. En la grafica de scores a bajas concentraciones (Figura 3a del articulo)
se observa una buena separacion de las concentraciones a partir de 10 umol L. Las
medidas a cada concentracién forman clisteres y no se observa deriva en ellas, siendo

reproducibles hasta una concentracién de 150 pmol L™

Se repitid el mismo estudio y tratamiento quimiométrico aplicando una etapa de
limpieza electroquimica entre cada medida y finalmente se procedié de igual manera
pero sin aplicar ningun tratamiento en la superficie del electrodo. Durante la aplicacién
de la limpieza electroquimica se observa en el grafico de scores un comportamiento
parecido al encontrado en la aplicacion del sistema de autopulido (Figura 3c y 3d del
articulo), siendo reproducibles las medidas hasta una concentracion de 150 umol L™, En
cambio, al no aplicar ningin tratamiento en la superficie del electrodo se observa una
clara desviacidn en las medidas, la cual se incrementa hasta una concentracién de 200
umol L. A partir de esta concentracion el electrodo parece estar saturado (Figura 3f del
articulo). Asi pues, los resultados no muestran una especial eficiencia del sistema de
autopulido frente a la aplicacion de la limpieza electroquimica, pero la aplicacion de un
tratamiento en la superficie del sensor durante la determinacion de urea si resulta

imprescindible.
Clasificacion de muestras de leche segun su contenido en grasa

El sensor voltamperométrico con autopulido se aplicd a muestras de leche, una matriz
especialmente compleja y dificil de analizar. El estudio consiste en la evaluacion del
electrodo para la clasificacion de diferentes muestras de leche segiin su contenido en
grasa. Para ello, se introdujo directamente el sensor en muestras de leche con diferentes
concentraciones de grasa (<0,1, 0,5, 1,5 y 3,0%) y de crema de leche con un 15% en

contenido graso.
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El estudio realizado con el sistema de pulido proporciona, tras el analisis por PCA, una
buena separacion de las muestras de leche por su contenido en grasa (Figura 4a del
articulo). Ademas las medidas son reproducibles en todos los casos. También se
evaluaron las muestras de leche junto a la crema de leche mediante PCA y se observa en
el grafico de scores como las diferentes muestras forman clusteres y se pueden

distinguir tanto las muestras de leche como la de crema (Figura 4b del articulo).

A continuacién, se aplico la limpieza electroquimica al mismo estudio. El grafico de
scores del tratamiento por PCA de las muestras de leche muestra una gran desviacion de
los datos (Figura 4c del articulo), lo cual se atribuye al ensuciamiento del electrodo. Al
afiadir a la matriz de datos experimentales las medidas de la crema de leche se sigue
observando una gran deriva de los datos, diferenciando sélo entre las muestras de leche
y la de crema de leche (Figura 4d del articulo). Con estos resultados se puede concluir
que la aplicacion del dispositivo de autopulido a este sensor, permite distinguir entre
diferentes contenidos de grasa en muestras de leche e incluso de crema de leche.
Ademas de mantener la superficie limpia del sensor, el sistema de autopulido permite

obtener medidas con una buena reproducibilidad y no se observa deriva en los datos.
Deteccion y andlisis de la presencia de aguas residuales en aguas de consumo

Por ultimo, el sensor voltamperométrico con su dispositivo de autopulido fue evaluado
para la deteccion y andlisis de la presencia de aguas residuales en aguas de consumo.
Para ello se aplicé inicialmente a una disolucion de agua residual sintética y
posteriormente a muestras de aguas residuales obtenidas en una planta de tratamiento de

agua en Linkoping.

Inicialmente, se estudio la capacidad de obtener medidas estables y sin desviaciones en
este sistema aplicando el sensor con el dispositivo de autopulido y comparando los
resultados con los obtenidos al aplicar una etapa de limpieza electroquimica o sin
aplicar ningliin pretratamiento en la superficie del electrodo. Para ello se analizaron
mediante PCA las medidas obtenidas de manera continua en una disolucién de 500 ppm
de aguas residuales en agua de consumo. En este punto, indicar que el termino
concentracion de agua residual se refiere al volumen de agua residual (sintética o real)
respecto al volumen total de disolucion (agua residual mas agua potable), expresado en

uL agua residual en L de disolucidn. En todo este trabajo esta relacion se nombra como
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En el grafico de scores (Figura 7a del articulo) se observa que las medidas obtenidas
utilizando el sistema de autopulido forman un claster, lo cual indica una buena
repetitividad. En cambio, los datos obtenidos tras la limpieza electroquimica o en
ausencia de pretratamiento muestran una desviacion evidente en las medidas con el paso
del tiempo. Esto significa, que en ambos casos se produce un deterioro del electrodo
durante el analisis de las aguas residuales. Hay que sefialar, no obstante, que la deriva es

menos grave para la limpieza electroquimica ya que es explicada por el PC2.

Tras constatar la necesidad de un pretratamiento para el analisis de este sistema, se
analizaron diferentes concentraciones de aguas residuales sintéticas (100 - 2500 ppm)
comparando el dispositivo de autopulido con una etapa de limpieza electroquimica. En
el primer caso (Figura 6a del articulo) se distinguen las diferentes concentraciones
evaluadas mostrando una buena reproducibilidad de las medidas y sin reflejar una
deriva significativa, salvo en el caso de la medida de agua potable de muy baja
conductividad (y por lo tanto susceptible a las perturbaciones ambientales como la
captacion de diéxido de carbono o iones de hidrogeno producidos
electroquimicamente). En estas medidas la deriva esta causada por la muestra y no por
el deterioro de la superficie del electrodo. El mismo andlisis se llevo a cabo aplicando
una etapa de limpieza electroquimica y los resultados observados tras el analisis por
PCA (Figura 6b del articulo) muestran claramente una desviacion de las medidas

producidas por el deterioro en la superficie electroquimica.

Finalmente, se construyé un modelo de prediccion PLS usando la validacion cruzada
mediante el método /eave one out. Las medidas se llevaron a cabo utilizando el sensor
con el dispositivo de autopulido midiendo muestras de agua potable con diferentes
concentraciones de aguas residuales reales (250 y 5000 ppm) (Figura 7b del articulo).
En este rango de concentraciones se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0,988 y se

estimo el limite de deteccidon en 250 ppm.
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1. The new chemometric methodology here proposed, based on the parametric signal
fitting by gaussian peak adjustment (PSF-GPA), appears to be a promising strategy
for the multivariate curve resolution (MCR) of non-bilinear data with characteristic
signal patterns susceptible to be modelled by parametric functions. The use of this
algorithm has successfully modelled the progressive potential shift and broadening of
voltammetric data. In the design of these functions, it was crucial to use parameters
that can be easily related to the height, area, position and width of the signal for the
sake of a fast optimization and a straightforward interpretation of the results. GPA
method has been successfully applied to linear and non-linear voltammetric data of
different metal-ligand systems. The satisfactory results in the identification of
chemical models reveal GPA as an excellent method to solve intricate and non-linear

voltammetric data.

2. The implementation of transversal constraints in the GPA2D program (based also on
the GPA approach) has significantly improved the results of the existing methods
(unconstrained GPA, pHfit and MCR-ALS), increasing the consistency of the
different voltammograms, which are adjusted together. This is especially true when it

is applied to non-bilinear voltammetric datasets.

3. Inside GPA2D, the signals-shift constraint has been successfully tested in the
analysis of the PC, and Cd(Il)/PC, systems. It provides a better resolution with a

lower lack of fit than a previous pHfit analysis.

4. The chemical equilibrium constraint of GPA2D has been successfully tested with
Zn(Il)/oxalate and Cd(II)/1,10-phenantroline systems obtaining a good agreement
with the values of the stability constants found in the literature. Additionally, the
equilibrium mode of GPA2D has been applied to Cu(II)/BAP system, with scarce
complexation data available, and has provided reliable electrochemical values for the

stability constants.

5. The analysis by GPA of the complexation voltammetric data of ternary metal
mixtures with phytochelatins shows that copper has more affinity for them than
cadmium and lead. Also, these studies suggest that Pb*" is excluded from PC,
complexes in the presence of both Cd(II) and Cu(Il). The ESI-MS studies confirm
the main GPA results concerning the behavior of Cd**, Cu*"and Pb*" in the presence

of different PC, or PCs ratios and also point out the presence of ternary complexes
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with PC, and PCs and quaternary complexes with PCs. The signal evolution for
mixed CdCuPC, complexes is quite different and a dependence upon the number of
thiol groups is verified. These observations could be a reflection of an antagonistic

effect for the case of PC, and a synergetic one for PCs.

6. The complexation of As(IIl) with the chelating therapy agents DMSA and DMPS has
been successfully studied by a multiple approach combining ITC, ESI-MS and
voltammetry supported by GPA algorithm yielding a reliable and consistent picture
of the binding of As(Ill) by DMSA and DMPS. In the study of the complexation of
As(IIl) with DMSA two stoichiometries were obtained by all techniques: ML and
ML,, with values of log ;= 4.7 and log B,= 9.2 determined by ITC. However, when
DMPS was considered only the ML, complex appears by all techniques applied with
a log B, of 9.8 (the ML complex was only obtained by ESI-MS). The high stability of
the predominant ML, complexes indicates the effectiveness of DMSA and DMPS in
the treatment of As(III) poisoning.

7. The complexation study of the Cu(Il)/BAP system by voltammetry yields two sets of
experimental data that contain serious uncertainties. In the case of Cu(Il) to BAP
titration, both the insensitivity of the BAP reduction signal to the complexation
process and the selectivity problems between the anodic and the free metal
reduction-signals were solved with the DPP-UVvis combined MCR-ALS analysis. In
the case of BAP to Cu(ll) titration, the voltammetric data present a dramatic loss of
linearity due to the large potential shift of the complex signals. Thus, the application
of the new chemometric strategy to non-bilinear voltammetric data by GPA analysis
allowed us to confront these difficulties. The overall picture of this study shows the
formation of two successive complexes of stoichiometries 1:1 and 1:2 Cu(Il):BAP,
depending of the metal-to-ligand ratio. This complexation model was confirmed by

ESI-MS.

8. The implementation of a mechanical grinding on a platinum ring electrode results in
a clean and reproducible working electrode for voltammetric measurements. The
circular shape of the electrode surface permits constant measurement conditions
resulting in a good repeatability. This self-polishing voltammetric sensor opens the
possibility to measure in different problematic media avoiding sensor drift produced

by electrode fouling.
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9. The self-polishing voltammetric sensor shows better results than the application of an
electrochemical cleaning previous to the measure. In this last case a drift due to the
sensor fouling occurs. Considering the three studied systems, in the case of urea both
cleaning strategies give similar results. In contrast, in the determination of sewage
water in drinking water and the evaluation of different fat contents in milk the new

sensor exhibits a remarkably high capability to make repeatable measurements.
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