Application Note AN-FLU-002

Comprender el mecanismo de un
indicador de bioensayo por

fluorescencia.

Analisis del Azul Alamar durante sus procesos electroguimicos con
espectroelectroquimica de fluorescencia.

El azul de Alamar, también conocido como resazurina,

se utiliza ampliamente como indicador redox en
ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular debido a
sus propiedades dpticas. Alamar Blue es un tinte azul
débilmente fluorescente. Su forma reducida
(resorufina) es un tinte rosa muy fluorescente.

La espectroelectroquimica de fluorescencia ofrece a
los investigadores un método poderoso para seguir y
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controlar las reacciones redox. Esta técnica permite
estudiar diferentes procesos, como la transferencia de
electrones o la presencia de productos intermedios
generados durante una reaccién quimica.

Esta Nota de Aplicacion describe como se monitorea
la fluorescencia caracteristica de Alamar Blue durante
procesos electroquimicos para obtener el
conocimiento completo de este sistema.
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INSTRUMENTACION Y SOFTWARE

El monitoreo espectroelectroquimico de la resazurina
se realizd con SPELEC, un instrumento totalmente
integrado para espectroelectroquimica que combina
los componentes electroquimicos
(bipotensiéntato/galvanostato) y espectroscépicos
(fuente de luz UV-Vis y detector) en un sistema
portatil. Aunque SPELEC contiene una fuente de luz
con un rango de longitud de onda de 200 nm a 900
nm, se utilizé un LED de 395 nm (LEDVIS395) como
fuente de luz de excitacion. Este LED tiene un rango
de emisién luminosa bien definido, evitando
cualquier aporte de luz en longitudes de onda donde
Alamar Blue fluoresce.

El resto de la configuracion consistio en una sonda de
reflexion (RPROBE-VIS-UV), una celda de reflexion
espectroelectroquimica para electrodos serigrafiados
de celda de flujo de capa delgada (TLFCL-REFLECELL)
y los componentes incluidos en el kit de fluorescencia
(FLKIT). EI FLKIT contiene dos fibras dpticas cortas
(600 pm), dos filtros dpticos (uno de los cuales filtra
longitudes de onda entre 230y 500 nm y el otro filtra
longitudes de onda entre 300 y 750 nm) y dos
soportes para los filtros. La configuracién total se
muestra en Figura 1.

El electrodo de carbono circular serigrafiado
integrado de celda de flujo de capa delgada
(TLFCL110-CIR) consta de una tarjeta cerdmica plana
que contiene la celda electroquimica con un sistema
de tres electrodos (electrodo de trabajo de carbono
circular de 4 mm de didmetro, un contraelectrodo de
carbono y un electrodo de pseudoreferencia de plata,
Figura 2). Esta plataforma electrédica esta cubierta
por un tobogan con un canal que limita el espesor de
la solucion a 400 pm.

SPELEC se controld con DropView SPELEC, un
software dedicado que proporciona informacién
espectroelectroquimica e incluye herramientas para
realizar un tratamiento y analisis adecuado de los
datos recopilados. Todo el hardware y software
utilizado para este estudio estd compilado en tabla 1.
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Figure 1. Configuraciéon de espectroelectroquimica de
fluorescencia utilizada para el estudio del Azul Alamar.
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Figure 2. Electrodo de carbono circular serigrafiado integrado de
celda de flujo de capa delgada (TLFCL110-CIR) con el sistema de
tres electrodos descrito.
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tabla 1. Descripcion general del equipo de hardware y software.

. Ndmero de

Equipo ,
articulo

Instrumento SPELEC

Sonda de reflexion

RPROBE-VIS-UV

Luz de excitacion

LEDVIS395

Kit de fluorescencia

FLKIT

Celda de flujo de reflexion espectroelectroquimica para SPE de celda de flujo de capa
delgada

TLCFL-REFLECELL

Cable de celda de flujo de capa delgada SPE

CAST-TLFCL

SPE de celda de flujo de capa delgada

TLFCL110-CIR

Software

DropView SPELEC

ESPECTROELECTROQUIMICA DE FLUORESCENCIA DEL AZUL DE ALAMAR
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Figure 3. Esquema del mecanismo redox del azul de Alamar a dihidroresorufina.
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Alamar Blue es una molécula débilmente fluorescente
que puede reducirse irreversiblemente a resorufina,
un tinte rosa altamente fluorescente. Sin embargo,
cuando la resorufina se expone a condiciones de
reduccion mas fuertes, se convierte de forma
reversible en dihidroresorufina, una especie incolora
que no emite fluorescencia. Las reacciones de
oxidacién-reduccién se muestran en figura 3.

La reduccion electroquimica de 0,001 mol/L de azul
Alamar se realizé en una solucién acuosa de 0,1 mol/L
de KCI. La emision de fluorescencia se registro
simultdneamente junto con la senal electroquimica,
recopilando informacién sobre los procesos
electroquimicos que tuvieron lugar en la superficie del

electrodo durante todo el experimento.

Para obtener la mayor informacién posible sobre este
sistema, se realizd un experimento de
cronoamperometria multipulsos donde se aplicaron
tres pulsos amperométricos diferentes. En el primer
paso, se aplicd un potencial de -0,45 V durante 300 s
para reducir Alamar Blue a resorufina. Durante el
segundo paso, se aplicd un potencial de -1,00 V
durante 300 s para reducir la resorufina a
dihidroresorufina. Finalmente, se aplicé un potencial
de -0,170 V durante 300 s para oxidar la
dihidroresorufina generada en el paso anterior a
resorufina.

REDUCCION CONTROLADA DEL AZUL ALAMAR

En el primer paso del experimento de
cronoamperometria multipulso descrito en la seccién
anterior, se llevd a cabo la reduccién irreversible de
Alamar Blue aplicando -0,45 V durante 300 s. La
emision de fluorescencia se registré junto con la senal
electroquimica, adquiriendo espectros cada 0,75 s.
Figura 4a muestra la senal electroquimica (linea gris),
y los espectros de fluorescencia registrados durante la
medicion se muestran en Figura 4b. Aqui se
diferencia claramente una banda de emision
centrada en 590 nm. Segun las propiedades
espectroscopicas de la resorufina, esta banda de
emision es caracteristica de esta molécula.

www.metrohm.com

0.0
2.5 17,500
-5.0

15,000

7.5

-
Lo 12,500 £
o
2125 2
B 1]

10,000

§ -15.0 000 8

= a

3 -17.5 o

o] 7500 ©
-20.0 o

o
-22.5 5000 o
-25.0
2,500
27.5
-30.0 4 0
0 50 100 150 200 250 300
Time (s)

Figura 4a Potencial del primer paso de un experimento de
cronoamperometria multipulso aplicando -0,45 V durante 300 s
en una solucion de 0,001 mol/L de Azul Alamar en 0,1 mol/L de
KCl (Iinea gris) y evolucion de los espectros de fluorescencia a 590
nm en el tiempo (Linea verde).
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Figura 4a También se muestra la evolucién de la
banda de fluorescencia centrada en 590 nm con el
tiempo (linea verde). Las mediciones Operando
permiten a los usuarios obtener informacién
espectroscopica durante toda la medicion. La senal
de fluorescencia aumenta desde el inicio del
experimento y luego permanece constante desde
200 s hasta el final del experimento debido a la
reduccién completa de Alamar Blue a resorufina. Un
potencial de -0,45 V es suficiente para reducir Alamar
Blue a resorufina, pero no suficiente para reducir la
resorufina a dihidroresorufina.
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Figura 4b Espectros de fluorescencia registrados durante el
primer paso potencial del experimento de tres partes.

REDUCCION DE RESORUFINA A DIHIDRORRESORUFINA

Para reducir la resorufina (generada en el paso
anterior) a dihidroresorufina, el siguiente pulso

potencial se realizé aplicando -1,00 V durante 300 s.

Figura 5a Muestra la senal electroquimica (linea gris)
asi como la evolucion de la banda de fluorescencia a
590 nm con el tiempo (linea verde). Figura 5b
muestra los espectros de fluorescencia registrados
durante este segundo paso.
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Figura 5a Potencial del segundo paso de un experimento de
cronoamperometria multipulso aplicando -1,00 VV durante 300 s
en una solucion de 0,001 mol/L de Azul Alamar en 0,1 mol/L de
KCl (linea gris) y evolucion de los espectros de fluorescencia a 590
nm en el tiempo (Linea verde).
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Aunque la intensidad de la banda de emisién a 590
nm fue completamente estable al final del primer
paso (Figura 4a, linea verde), el segundo paso
demuestra que esta banda de emision disminuye
abruptamente durante 100 s cuando se aplica un
potencial de -1,00 V. No se detecto fluorescencia
durante el resto del experimento, lo que demuestra la
reduccion exitosa de resorufina (altamente
fluorescente) a dihidroresorufina, una molécula no

fluorescente (figura 3).
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Figure 5b Espectros de fluorescencia registrados durante el
segundo paso potencial del experimento de tres partes.

REOXIDACION DE DIHIDRORRESORUFINA A RESORUFINA

Finalmente, se aplicd un tercer paso potencial con el
objetivo de reoxidar la dihidroresorufina generada en
el segundo paso a resorufina. Figura 6a muestra la
senal electroquimica (linea gris) y la evolucidn
espectral de la banda de fluorescencia centrada en
590 nm (linea verde) cuando se aplicé -0,10 V
durante 300 s. Este grafico muestra que la senal
Optica alcanza los valores de fluorescencia obtenidos
en el primer pulso del experimento de
cronoamperometria, mostrado en Figura 4a.
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Figure 6a Potencial del tercer paso de un experimento de
cronoamperometria multipulso aplicando -0,10 V durante 300 s
en una solucién de 0,001 mol/L de Azul Alamar en 0,1 mol/L KCl
(Iinea gris) y evolucion de los espectros de fluorescencia a 590 nm
en el tiempo (Linea verde).
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La evolucién del espectro mostrada en Figura 6b
confirma el aumento de la banda de fluorescencia
centrada en 590 nm. La dihidroresorufina se oxida
completamente de nuevo a resorufina debido al
maximo de fluorescencia observado en el primer
paso del experimento (Figura 4b) también se obtiene
aqui en el tercer paso. Por tanto, queda claramente
demostrada la reversibilidad del proceso redox entre
resorufina y dihidroresorufina.

CONCLUSION

La espectroelectroquimica es una poderosa técnica
que proporciona informacion de diferente naturaleza
combinando las ventajas de la electroquimica vy la
espectroscopia. En este estudio, la senal de
fluorescencia asociada con Alamar Blue se ha
analizado con potencial variable. La reduccién de esta
molécula a un potencial de -0,45 V para generar
resorufina produce una senal de fluorescencia
mejorada. Una mayor reduccién de resorufina a
dihidroresorufina tiene lugar a -1,00 V, lo que

MAS INFORMACION

1. Ibanez, D.; Izquierdo-Bote, D.; Pérez-Junquera,
A etal. Raman and fluorescence
spectroelectrochemical monitoring of
resazurin-resorufin fluorogenic system, Dyes
and Pigments. 2020, 172, 107848.
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2019.107848

www.metrohm.com

17,500

15,000

12,500

u.)

. 10,000
7,500
5,000

2,500

Fluorescence (a

-2,500

-5,000

200 300 400 500 600 700 800 900
Wavelength (nm)

Figure 6b Espectros de fluorescencia registrados durante el
tercer paso potencial del experimento de tres partes.
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NOTAS DE APLICACION RELACIONADAS

AN-GRIPE-001 Espectroelectrogquimica de fluorescencia de [Ru(bpy)s] 235

en régimen de difusion semiinfinito
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