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ll. RESUMEN

En este trabajo se estudia el impacto de diferentes variables experimentales
sobre la estabilidad de la curcumina evaluando el impacto que tienen sobre la
respuesta de espectrofotométrica y voltamperométrica. A partir de esta informacion se
hace un estudio de estabilidad obteniendo valores de porcentaje de degradacion asi
como valores de velocidad de degradacion de la curcumina en medio acuoso a
diferentes valores de pH bajo dos condiciones experimentales: a) sin control
experimental y b) bajo condiciones controladas. Siendo este ultimo definido por: la
proteccion de las disoluciones de trabajo de la luz incidente, ausencia de Oz(y)
mediante el burbujeo con gas Nzg) asi como una atmdsfera inerte con este mismo gas
y una temperatura constante (21.0 + 0.1) °C. Conociendo esta informacion, se
propone un meétodo para calcular las constantes de acidez de la curcumina en medio
acuoso.

Adicionalmente se exploran dos estrategias para disminuir la velocidad de
degradacion de la curcumina en medio acuoso mediante: 1) la formacion de
compuestos de coordinacion entre la curcumina y el zinc y 2) la formacion de
compuestos supramoleculares entre la curcumina y la B-ciclodextrina siendo esta
dltima la que mejores resultados ofrece.

A partir de esto se propone el disefio de un método analitico de cuantificacion

en medio acuoso bajo condiciones experimentales controladas en medio amortiguado
de B-ciclodextrina y pH.
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l1l. ABSTRACT

In this work, the impact of different experimental variables on the stability of
curcumin is studied by evaluating the impact they have on the spectrophotometric and
voltammetric response. Based on this information, a stability study is obtained,
obtaining degradation percentage values as well as degradation rate values of
curcumin in aqueous medium at different pH values under two experimental
conditions: a) without experimental control and b) under controlled conditions . The
latter being defined by: the protection of working solutions from incident light, absence
of Oz by bubbling with gas N2 as well as an inert atmosphere with this same gas
and a constant temperature (21.0 £ 0.1 ) ° C. Knowing this information, a method is
proposed to calculate the acidity constants of curcumin in aqueous medium.

Additionally, two strategies to reduce the degradation rate of curcumin in
agueous medium are explored by: 1) the formation of coordination compounds
between curcumin and zinc and 2) the formation of supramolecular compounds
between curcumin and B-cyclodextrin being the latter offers the best results.

From this, the design of an analytical method of quantification in aqueous

medium is proposed under controlled experimental conditions in buffer medium of 3-
cyclodextrin and pH.
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INTRODUCCION.

La curcumina [1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenol)-1,6-heptadieno-3,5-diona] es el
principal compuesto de la curcumina turmérica, comiunmente llamada curcuma. Sin
embargo, también esta presente pero en menor proporcion e importancia biologica la
demetoxicurcumina, la bisdemetoxicurcumina y la ciclocurcumina [1].

Su presentacion turmérica es la de un sdlido amarillo que se puede encontrar
en los rizomas de la planta Curcuma Longa L. la cual forma parte de la familia de las
zingiberaceas nativa del suroeste de la India [1].

Se sabe que la circuma se ha utilizado desde tiempos muy antiguos como
especia, sobre todo en la comida asiatica, ademas se le ha atribuido propiedades
antiinflamatorias (desde una perspectiva empirica) y se ha usado como un auxiliar en
problemas estomacales. Segun la Food, Drug & Administration, FDA, por sus siglas
en inglés; la curcumina no es toxica.

Hoy en dia, esta reportado ampliamente que la curcumina es un compuesto
fendlico que presenta propiedades antiinflamatorias [1,2], antioxidantes [1, 3-7],
anticancerigenas [1, 6-8] y antivirales [1, 9-13] por mencionar las mas importantes.

Sin embargo, su baja solubilidad en agua y su pobre biodisponibilidad ha
frenado su potencial aplicacién en la industria farmacéutica.

En la Figura 1 se muestra la estructura quimica de la curcumina la cual
presenta un equilibrio tautomérico ceto-enol, siendo la forma endlica la de mayor
predominio en solucién acuosa con un 99.5 % de abundancia [14, 15].

O © Forma ceto
H,CO I X = I OCH;,
HO OH
o O Forma enol
HO OH

Figura 1. Equilibrio ceto-enol de la curcumina.
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IV. HIPOTESIS

Conocer las diferentes variables que influyen sobre la estabilidad quimica de la

curcumina permitira controlar el medio de reaccidén para obtener respuestas confiables
y reproducibles durante su caracterizacion y su determinacion analitica en medio
acuoso.

V. OBJETIVOS GENERALES

Determinar las condiciones experimentales que influyen sobre la degradacién

quimica de la curcumina en medio acuoso asi como disefiar estrategias de
estabilizacion eficientes que permitan su caracterizacion y cuantificacion en medio
acuoso.

a)

b)

c)

d)
e)

f)

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

Calcular la velocidad de degradacion de la curcumina en medio acuoso
mediante espectrofotometria de UV-Vis y voltamperometria ciclica a tres
diferentes valores de pH: 3.576, 7.025 y 10.526.

Determinar las constantes de acidez de la curcumina en medio acuoso
mediante espectrofotometria de UV- Vis.

Desarrollar una estrategia para optimizar la estabilidad quimica de la curcumina
en disolucién acuosa mediante la formacién de compuestos de coordinacion
con el Zinc (I)

Estudiar la estabilidad de la curcumina en disolucién acuosa mediante la
formacion de compuestos supramoleculares con la B-ciclodextrina.

Calcular las constantes de inclusion en disolucién acuosa entre la curcumina y
la B-ciclodextrina por espectrofotometria de UV-Vis.

Desarrollar un método analitico de cuantificacién para la curcumina en medio
amortiguado de B-ciclodextrina por espectrofotometria de UV-Vis vy
voltamperometria ciclica.

14



CAPITULO 1. Estudio de estabilidad de la
curcumina por espectrofotometria de UV-Vis y
por voltamperometria ciclica.

“No estudio por saber mas, sino por ignorar menos”

- Sor Juana lnés de la Cruz

15



1.1 Antecedentes.

Esta reportado que las disoluciones acuosas de curcumina presentan procesos
de degradacion. Tonnesen y Karlsen [16] ponen en evidencia la degradacion de
curcumina en el intervalo de pH de 7 a 10 encontrando que el pH debe mantenerse
por debajo de 7 para garantizar su estabilidad. Sin embargo, analizando el método
descrito por los autores, la reaccion de degradacion de la curcumina la detienen
adicionando HCI hasta pH 2 inyectando su muestra a un sistema cromatografico
determinando que la vainillina, el &cido ferulico y el feruloilmetano son los principales
productos de degradacion [17]. Wang et al. [18] mostraron evidencia sobre la
degradacion de curcumina en diferentes sistemas buffer (citrato, fosfatos y
carbonatos) calculando una cinética de degradacion de primer orden a 37°C
determinando ademas que la estabilidad de la curcumina en medio acuoso es mayor
conforme el valor de pH es mas acido presentando un tiempo de vida media, ti2, de
hasta 118.63 minutos reportando los mismos productos de degradacién que
Tonnesen y Karlsen [16,17]. Sin embargo, es importante mencionar que en el método
descrito por Wang et al. [18] amortiguan el nivel de acidez hasta pH 3 de las
disoluciones de trabajo con HCI 6N previo al andlisis cromatogréfico.

Recientemente, Gordon et al. [19] proponen que la curcumina en disolucion
acuosa (pH 7.4) se autooxida a diferentes especies entre ellas las que reportan
Tonnesen y Karlsen [16, 17] y Wang et. al. [18] pero comentan que la vainillina, el
acido ferdlico y el feruloilmetano son solo productos minoritarios y que el producto
principal de degradacion es la biciclopentadiona.

Bernabé et al. [20] encuentran que la curcumina en medio basico presenta un
maximo de absorcion a 468 nm el cual va decreciendo conforme el pH se vuelve mas
acido. Tang et al. [21] reportan el mismo comportamiento pero ademas reportan que
conforme el pH se vuelve méas acido aparece una nueva banda de transicién a 360
nm. Dicha banda también es reportada por Balasubramanian [22] a 343 nm la cual es
asociada a una transicion electrénica m a 1 aplicando un modelo de energia de
orbitales moleculares para la especie neutra basado en el hamiltoniano de Pariser-
Parr-Pople (PPP).

Dada la diferencia en el pH inicial de la disoluciones de curcumina entre los
trabajos de Tonnesen y Karlsen [16,17] y Wang et al. [18]; asi como las discrepancias
en el comportamiento espectrofotométrico entre Bernabé et al. [20], Tang et al. [21] y
Balasubramanian [22]; existe la posibilidad que la curcumina en medio &cido no sea
del todo estable. Muchos autores han tomado como validos los resultados sobre la
estabilidad de la curcumina en pH acidos [21, 23-24] para hacer estudios sobre
diferentes aspectos de la curcumina tales como: la determinacién de sus constantes
de inclusion con B-ciclodextrina [21], propiedades antioxidantes, como potencial
neuroprotector [23] e incluso su cuantificacion [24], por lo tanto, en este trabajo
consideramos muy importante volver a estudiar la estabilidad de la curcumina en
medio acuoso.
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1.2 Estudio preliminar de la estabilidad de la curcumina en medio
acuoso.

Esta reportado que algunas moléculas organicas presentan procesos de
degradacion en agua los cuales dependen directamente de las condiciones
experimentales, por ejemplo; el nivel de acidez, de la intensidad de luz incidente a las
disoluciones de trabajo, presencia de oxigeno, Oz(), disuelto en el sistema que pueda
contribuir a la oxidacion de la molécula bajo estudio, por mencionar solo los mas
importantes [25-27].

A continuacion se presenta el estudio de cémo influye el control de estas
condiciones experimentales sobre la respuesta de la curcumina por
espectrofotometria de UV-Vis.

1.2.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %) el cual se utilizé sin
ninguan proceso de purificacion, lentejas de NaOH marca Macron, HCIO4 concentrado
marca Merck, nitrogeno, Nz, comprimido PRAXAIR (99.998 %) y agua desionizada
(18.2 MQ) libre de materia organica obtenida con un filtro PURE-LAB Plus UV.

1.2.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potenciémetro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.

Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.

Cada espectro de absorcidn se registra mediante un espectrofotometro
Lambda 20 UV Vis equipado con celdas de cuarzo 1 cm de longitud de paso 6ptico. El
intervalo de adquisicion de los espectros es de 200 a 700 nm a una velocidad de 1960
nm min-=2,

1.2.3 Método.

Monitoreo de la estabilidad de la curcumina por espectrofotometria de UV-Vis.
Se monitorea la respuesta de absorbancia a tiempo cero de una disolucion de trabajo
de curcumina [32.5 uM] proveniente de una solucion stock [0.002 M] la cual es
previamente preparada en NaOH [5 mM] (esta se mantiene en refrigeracion, ver
Apéndice 1) a tres diferentes valores de pH: a) pH 3.576 + 0.001, b) pH 7.025 +
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0.001 y c) pH 10.526 + 0.001. Estos registros se hacen de manera independiente y
bajo diferentes condiciones experimentales:

a) Sin ningun control experimental sobre el sistema de trabajo.

b) Trabajando en ausencia de luz.

c) Burbujeando previamente la disolucion con Nz (1 min mL*) manteniendo una
atmésfera con este mismo gas durante el tiempo que dura el experimento.

d) Temperatura constante de (21.0 £ 0.1) °C durante el tiempo que dura el
experimento.

e) Manteniendo el control de todas estas variables experimentales al mismo
tiempo.

Es importante mencionar que para estudiar cada valor de pH y cada condicion
experimental se hace utilizando disoluciones de trabajo de curcumina recién
preparadas.

1.2.4 Influencia de las condiciones experimentales sobre la estabilidad de la
curcumina por espectrofotometria de UV Vis. .

En la Figura 2 se muestran los espectros de absorcion iniciales (tiempo 0 min)
de la curcumina [32.5 uM] bajo las diferentes condiciones experimentales expuestas
en el punto 1.2.3. En la Figura 2a se muestran los espectros de absorcion a pH 3.576
+ 0.001, en la Figura 2b son los espectros de absorcién a pH 7.025 £+ 0.001 mientras
que los de pH 10.526 + 0.001 se muestran en la Figura 2c.

a) b)
0.6 T 06 T
0.4 1 0.4 -
< ) )
0.2 - 0.2 -
0 -+ o 0
200 400 600 200
A/ nm
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Figura 2. Espectros de absorcion de una disolucién de curcumina [32.5 uM] en medio
acuoso bajo diferentes condiciones experimentales. a) pH 3.576 + 0.001, b) 7.025 £ 0.001 y ¢)
pH 10.526 + 0.001. Sin control de ninguna variable experimental (-), ausencia de luz (-),
burbujeo de Ny (-), temperatura constante (21.0 £ 0.1) °C (-) y control de todos las variables
al mismo tiempo (-).

En general, se ve que al considerar un control de todas las variables
experimentales al mismo tiempo el espectro de absorcibn muestra una mejor
definicién en los tres casos de pH estudiados aunque es de destacar que a pH 3.576
el efecto es mas marcado. De manera particular a pH 3.576 + 0.001 el espectro de
absorcién registrado cuando se trabaja en ausencia de luz asi como el registrado
cuando se trabaja en atmosfera inerte de N2 no presenta diferencia alguna con
aguel registrado cuando no existe control experimental. Solo se logra distinguir una
banda a 263 nm y una banda que se extiende desde 357 a 423 nm. El espectro de
absorcién registrado a temperatura constante muestra practicamente el mismo
comportamiento espectral discutido previamente pero con la diferencia que empieza a
distinguirse el maximo de absorcién a 423 nm. La banda a 263 nm presenta un
incremento en el valor de absorbancia del 30 % y un 44 % para el maximo de
absorcion a 423 nm. Cuando se controlan todas las variables al mismo tiempo no solo
se define mejor el maximo de absorciéon a 423 nm sino que la banda presenta un
incremento del 65 % con respecto al espectro registrado en ausencia de control
experimental. En el caso de la banda a 263 nm el incremento es del 40 %.

A pH 7.025 se aprecia una banda a 263 nm y un maximo de absorcion a 423
nm. Se aprecia que al ir evaluando cada variable experimental sobre el sistema de
estudio la absorbancia de la longitud de onda maxima también va en incremento: un
12 % cuando se trabaja en atmosfera inerte de Nzg), un 36 % cuando hay ausencia de
luz, un 53 % cuando se mantiene temperatura constante y un 74 % cuando se
mantienen todas las condiciones controladas al mismo tiempo. Todos los porcentajes
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anteriores son calculados con respecto al espectro que no tiene ningun control
experimental. En el caso de la banda a 263 nm, esta no presenta cambios entre cada
variable estudiada. Solo cuando se trabaja bajo el control de todas las variables
experimentales es cuando el valor de absorbancia se incrementa hasta un 41 %.

Para el caso a pH 10.526 se aprecia una banda a 254 nm y un maximo de
absorcién a 468 nm. Se aprecia que al ir evaluando cada variable experimental sobre
el sistema de estudio la absorbancia de la longitud de onda maxima también va en
incremento: un 7 % cuando se trabaja en atmadsfera inerte de N2, un 11 % cuando
hay ausencia de luz, y un 30 % cuando se mantiene temperatura constante. Sin
embargo, cuando en el sistema se controlan todas las variables experimentales al
mismo tiempo, se incrementa el valor de absorbancia del maximo de absorcion hasta
un 77 % con un corrimiento hacia longitudes de onda menor de hasta 36 nm. Todos
los porcentajes anteriores son calculados con respecto al espectro que no tiene
ningan control experimental. En el caso de la banda a 254 nm, esta no presenta
cambios entre cada variable estudiada; solo cuando se trabaja bajo el control de todas
las variables experimentales es cuando la banda a 254 nm se recorre a 263 nm. El
incremento en absorbancia de esta banda es del 20 % con respecto a si no hay
control experimental.

De esta manera queda demostrado que la respuesta de absorbancia de la
curcumina en medio acuoso para los tres casos de pH estudiados se ve mejorada
cuando al mismo tiempo se trabaja en ausencia de luz, con previo burbujeo y
manteniendo una atmésfera con gas Nzg) asi como estableciendo una temperatura
constante de (21.0 £ 0.1) ° C.

1.3 Estudio de la estabilidad de la curcumina en medio acuoso. Calculo
de la velocidad de degradacién (Vyeg).

Para estudiar cual es el impacto de trabajar sin ningun control experimental y
bajo condiciones controladas de: ausencia de luz, con previo burbujeo y manteniendo
una atmaosfera con gas Nz asi como estableciendo una temperatura constante de
(21.0 £ 0.1) ° C sobre la velocidad de degradacién de la curcumina en medio acuoso,
se monitorea por espectrofotometria de UV-Vis y por voltamperometria ciclica la
respuesta como una funcion del tiempo.
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1.3.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %) sin ningun
tratamiento de purificacion posterior, lentejas de NaOH marca Macron, HCIO4
concentrado marca Merck, nitrogeno, Nz, comprimido PRAXAIR (99.998 %) y agua
desionizada (18.2 MQ) libre de materia organica obtenida con un filtro PURE-LAB
Plus UV.

1.3.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potenciémetro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.

Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.

Cada espectro de absorcion se registra mediante un espectrofotometro
Lambda 20 UV-Vis equipado con celdas de cuarzo 1 cm de longitud de paso éptico. El
intervalo de adquisicion de los espectros es de 200 a 700 nm a una velocidad de 1960
nm min-t.

Para los registros voltamperométricos se utiliza una celda convencional con
capacidad para tres electrodos siendo el electrodo de pasta de carbono el electrodo
de trabajo preparado de acuerdo al método de Ramirez-Silva [28, 29]. Se utiliza un
electrodo de referencia de Ag°|AgCl [KCI, 3 M] marca BAS MF-2052 y un alambre de
platino BAS MW-1032 como contraelectrodo. Los registros voltamperométricos se
hacen utilizando una ventana de potencial de -350 mV a 1000 mV, a una velocidad de
barrido de 100 mV s y considerando un ciclo de barrido. Entre cada barrido de
potencial se renovo la superficie del electrodo mediante el pulimiento sobre papel.

1.3.3 Método.

Monitoreo de la estabilidad de la curcumina por espectrofotometria de UV-Vis.
Se monitorea la respuesta de absorbancia de una disolucién de trabajo de curcumina
[32.5 uM] proveniente de una solucion stock [0.002 M] la cual es previamente
preparada en NaOH [5 mM] (esta se mantiene en refrigeracion, ver Apéndice 1) a tres
diferentes valores de pH: 3.576 = 0.001, 7.025 + 0.001 y 10.526 + 0.001. Estos
registros se hacen de manera independiente y bajo dos diferentes condiciones:

a) Sin control. No se impone cuidado alguno sobre las disoluciones de trabajo.

b) Control experimental. El cual consiste en trabajar en ausencia de luz, burbujear
previamente por 5 minutos la disoluciéon de trabajo con N2g manteniendo
posteriormente una atmosfera inerte con este mismo gas e imponiendo una
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temperatura constante de (21.0 £ 0.1) °C durante el tiempo que dure el
experimento.

Monitoreo de la estabilidad de la curcumina por voltamperometria ciclica. Se
obtiene la respuesta de corriente de una disoluciéon de trabajo de curcumina [32.5 uM]
proveniente de una solucion stock [0.002 M] la cual es preparada en NaOH [5 mM]
(esta se mantiene en refrigeracion, ver Apéndice 1) a tres diferentes valores de pH:
3.576 = 0.001, 7.025 + 0.001 y 10.526 * 0.001. Estos registros se hacen de manera
independiente y bajo diferentes condiciones experimentales, las cuales han sido
mencionadas en los puntos a y b del parrafo anterior.

Es importante destacar que para mejorar la respuesta a tiempo cero cuando no
hay control experimental y cuando se trabaja bajo condiciones controladas, la
preparacion de la disoluciobn de curcumina de trabajo fue lo ultimo que se realiz
mejorando asi la respuesta a tiempo cero, lo cual se puede observar al comparar los
espectros de absorcion sin control experimental de la Figura 2 y de la Figura 3.

1.3.4 Monitoreo de la estabilidad de la curcumina por espectrofotometria de UV-
Vis.

En la Figura 3 se muestran una familia de espectros de absorcion a diferentes
valores de pH y diferentes condiciones experimentales. De manera general a pH
3.576 + 0.001 y pH 7.025 + 0.001 se muestran dos transiciones electrénicas en
comun: el maximo de absorcion localizado a 423 nm (432 nm para pH 10.526 + 0.001)
y otra banda a 263 nm. De acuerdo a lo reportado por Balasubramanian [22], la
transicion a 423 nm (432 nm para pH 10.526 + 0.001) corresponderia a una transicion
de tipo n a T caracteristica de compuestos donde estan presentes pares de
electrones libres asociados con heterodtomos. Acorde a la Figura 1 serian los
oxigenos del grupo ceto enol a los que se le asociaria esta transicion. En el caso de la
banda a 263 nm, Balarubramanian [22] reporta que es una transicion electronica de
tipo ma 1" caracteristica de compuestos con dobles enlaces conjugados. De acuerdo
a la estructura de la curcumina, serian los grupos fendlicos de ambos extremos de la
molécula los responsables de dicha transicion. La banda a 355 nm que se observa a
pH 3.576 £ 0.001 y pH 7.025 = 0.001 es una transicibn que de acuerdo a
Balasubramanian [22] corresponde a una transicién del tipo T a " asociada a los
dobles enlaces de la cadena alifatica

Asi mismo, en la Figura 3 se muestra como la absorbancia cae drasticamente
como una funcién del tiempo independientemente si las condiciones experimentales
son controladas o no, ver inserto en Figuras 3a y 3b para el caso a pH 3.576 = 0.001.
Las Figuras 3c y 3d son los espectros de absorcion a pH 7.025 £ 0.001. A este valor
de pH también se muestra una variacion temporal de la absorbancia, ver insertos. Es
importante mencionar que el comportamiento en la Figura 3c es muy parecido al
observado en medio &acido bajo condiciones experimentales no controladas. Sin
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embargo, a pH 10.526 + 0.001 el cambio temporal de la absorbancia no es tan
drastico con respecto a pH acido o neutro independientemente si se controlan o no las
condiciones experimentales, ver insertos de las Figuras 3e y 3f.

A partir de estos resultados de la variacion de la absorbancia se puede definir
el porcentaje de degradacién de la curcumina (% DC) en disolucion, ver Ecuacion 1:

% DC = 100 X [(Ao - A) / (Ao)] Ecuacion 1

Donde A, es la absorbancia inicial a tiempo cero, y A: es la absorbancia al tiempo t en
la longitud de onda maxima.
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Figura 3. Familia de espectros de absorcion de una disolucién acuosa de curcumina [32.5 uM] a
diferentes valores de pH. a) y b) pH 3.576 £ 0.001; c) y d) pH 7.025 + 0.001; e) y f) 10.526 + 0.001.
Izquierda: Sin control de las condiciones experimentales. Derecha: Control de las condiciones
experimentales. Los insertos muestran la variacién de la absorbancia a 423 nm (a-d) y 432 nm (e y f).

En la Figura 4 se muestra la variacion del % DC como una funcion del tiempo
para diferentes valores de pH y condiciones experimentales. En los primeros 7
minutos el % DC (cuando no hay control del sistema) es cercano al 45 % y 30 % para
pH 3.576 + 0.001 y pH 7.025 = 0.001 respectivamente mientras que a pH 10.526 +
0.001 el % DC es apenas del 2%. Sin embargo, al mantener el control de las
condiciones experimentales durante el tiempo que dura el experimento, el % DC es
del 16 % y 5 % para pH 3.576 + 0.001 y pH 7.025 + 0.001 respectivamente. En el
caso de pH basico el % DC no supera el 1 %. En todos los casos analizados la
curcumina en disoluciéon es mas estable conforme el pH aumenta lo cual es contrario
a lo reportado por Tonnesen y Karlsen [16, 17] y Wang et al. [18].

100 T 100 |
80 | XX 0T e 80 T . x
T X x X
o 80T o 0T *
a T Q T x
Q I x e T
= a0 7T =40 ¢ *
20 | et 20 T x
: . . . * : . . - * * *
* L *
0 +—*—+—+—+ ' I —+—+— 0 &+ — — |
20 40 60 0 20 40 60
t/ min t / min

Figura 4. Porcentaje de degradacion de la curcumina [32.5 uM] en disolucién acuosa (% DC) como
una funcién del tiempo a diferentes valores de pH: (X) 3.576 + 0.001, (e) 7.025 + 0.001 y (¢) 10.526 +
0.001. (Izquierda) condiciones no controladas, (Derecha) condiciones controladas.
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A partir de los datos mostrados en la Figura 4 se puede definir la velocidad de
degradacion, Vdeg, como la derivada del porcentaje de degradacion de la curcumina
en disolucién acuosa, % DC, con respecto al tiempo, ver Ecuacion 2:

Vdeg = d(%DC)/dt Ecuacién 2

La variacion temporal del % DC es practicamente lineal durante los primeros
20 minutos, por lo tanto, la Vdeg, puede estimarse a partir de la pendiente de estas
lineas rectas, ver Tabla 1.

Tabla 1. Valores de velocidad de degradacion (Vdeg) de una disolucion acuosa de
curcumina a diferentes valores de pH y condiciones experimentales.

Vdeg /% DC min™t

pH Condiciones No controladas Condiciones controladas
3.576 £ 0.001 7.80+£0.75 2.86 £0.29
7.025 + 0.001 4.78 £0.59 0.47 £0.03
10.526 £ 0.001 0.39+0.02 0.34£0.02

De los valores mostrados en la Tabla 1, se puede notar que la Vdeg €S mayor
conforme el pH se vuelve méas acido, por tanto, la estabilidad de la curcumina es
mayor conforme el pH se vuelve mas basico. Para cada valor de pH, la Vdeg disminuye
siempre y cuando se mantenga un control de las condiciones experimentales.

1.3.5 Monitoreo de la estabilidad de la curcumina por voltamperometria ciclica.

Dado que la curcumina tiene grupos facilmente oxidables (-OH), se esperaria
que algun cambio en su estructura a causa de una inestabilidad quimica (oxidacién)
pueda ser evidenciada por voltamperometria ciclica toda vez que es una técnica
instrumental que permite obtener informacion del proceso de oxidacion del sistema
bajo estudio.

En la Figura 5 se muestran los voltamperogramas ciclicos de la curcumina
[32.5 pM] registrados cada 5 minutos en presencia de iones percloratos [0.068 M]. El
monitoreo de la respuesta fue sin control experimental (izquierda) y bajo condiciones
controladas (derecha) a tres valores de pH: a) y b) pH 3.576 + 0.001; ¢) y d) pH 7.025
+ 0.001; e y f) pH 10.526 £ 0.001. Conforme se incrementa el valor de pH, los
procesos de oxidacion se vuelven mas complicados de distinguir y de interpretar
razon por la cual se toma el valor de potencial de pico anédico, Ep?, igual a 0.670 V
como referencia. De esta manera en los insertos de cada figura se muestra la caida
del valor de intensidad de corriente a 0.670 V.
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Figura 5. Voltamperogramas ciclicos de una disolucién acuosa de curcumina [32.5 yuM] registrados
cada 5 minutos en presencia de iones percloratos [0.068 M], bajo condiciones no controladas
(izquierda) y controladas (derecha) a tres diferentes valores de pH. a) y b) pH 3.576 + 0.001 c) y d) pH
7.025 £ 0.001 y e) y f) pH 10.526 + 0.001. El registro punteado es el blanco. Los insertos muestran la
caida de corriente de pico a 670 mV como una funcion del tiempo.

A pH 3.576 + 0.001 existe un primer proceso de oxidacién localizado a un valor
de potencial de pico anddico, Epi® igual a 0.670 V el cual solo se define muy bien bajo
condiciones controladas y que va perdiendo su forma con el paso del tiempo hasta
desaparecer por completo después de 15 minutos. Existe un segundo proceso de
oxidacioén con valor de potencial de pico anddico, Epi? igual a 0.813 V el cual después
de 60 minutos se desplaza a Epi® 0.781 V con una intensidad de corriente cerca del
70 % menos del valor inicial. Después del potencial de inversion y conforme se llega a
valores de potencial mas negativos se distingue un proceso de reduccién, Epi¢ igual a
0.570 V cuyo valor de corriente también disminuye con el paso del tiempo. Mediante
un estudio Ex queda demostrado que el pico de reduccién a 0.570 V corresponde al
producto de oxidacién del pico anddico localizado a 0.670 V (ver Apéndice 2 para mas
detalles de la propuesta de mecanismo de oxidacioén).

A pH 7.025 £ 0.001, el potencial del primer proceso de oxidacion no esta bien
definido; sin embargo se puede observar que la respuesta va perdiendo su forma
menos rapida con respecto a pH 3.576 + 0.001. Esto quiere decir que la solucion de
curcumina a pH 7.025 + 0.001 es mas estable que a pH 3.576 + 0.001.

A diferencia de los casos anteriores, a pH 10.526 + 0.001 la sefial no mostré un
cambio significativo en la respuesta de corriente durante 60 min (bajo condiciones
controladas) sin embargo, al igual que a pH 7.025 £ 0.001 los procesos no se definen
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claramente. Una posible causa de esto es que los grupos susceptibles de oxidaciéon
son semejantes en ambos extremos de la molécula y por tanto, la respuesta es la
suma de ambos procesos.

A partir de estos resultados de la variacion de la corriente en funcion del tiempo
se puede definir el porcentaje de degradacion de la curcumina (% DC) en disolucion
(Figura 6), ver Ecuacion 3:

% DC =100 x [(Ipo®70mV - [pb70mV) [ (Ipo®70 mV)] Ecuacion 3

Donde Ip.,27° ™MV es la corriente inicial a tiempo cero y 1p®7° ™V es la corriente al tiempo t.
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Figura 6. Porcentaje de degradacion de la curcumina [32.5 uM] en disolucién acuosa (% DC)
como una funcion del tiempo a diferentes valores de pH: (X) 3.576 + 0.001, (¢) 7.025 + 0.001
y (¢) 10.526 + 0.001. (lzquierda) condiciones no controladas, (Derecha) condiciones
controladas.

Al igual que en el analisis por espectrofotometria de UV-Vis, la variacion
temporal del % DC (Figura 6) es practicamente lineal durante los primeros 20 minutos,
por lo tanto, la Vdeg, puede estimarse a partir de la pendiente de estas lineas rectas,
ver Tabla 2.
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Tabla 2. Valores de velocidad de degradacion (Vdeg) de una disolucion acuosa de
curcumina a diferentes valores de pH y condiciones experimentales.

Vdeg /% DC min*

pH Condiciones No controladas Condiciones controladas
3.576 + 0.001 5.96+0.17 4.85+0.54
7.025 + 0.001 4.66 +£0.38 3.27+0.13
10.526 £ 0.001 0.44 +£0.21 0.11£0.08

A partir de los valores mostrados en la Tabla 2, se puede demostrar que la
Vdeg €S mayor conforme el pH se vuelve mas acido independientemente si las
condiciones del medio son controladas o no. De esta manera se corrobora lo
analizado por espectrofotometria de UV-Vis, la estabilidad de la curcumina es mayor
conforme el pH se vuelve méas basico. Para cada valor de pH, la Vdeg disminuye
siempre y cuando se mantenga un control de las condiciones experimentales.

1.4 Conclusiones.

En el presente capitulo queda demostrado a tres valores de pH 3.576, 7.025 y
10.526 como influyen las variables experimentales (presencia de luz, Ozg) VY
temperatura) en la estabilidad quimica de la curcumina en disoluciéon acuosa y por
tanto en su respuesta espectrofotométrica y voltamperométrica como una funcion del
tiempo. Se calculan los valores de Vdeg a cada valor de pH encontrando que esta
disminuye conforme el valor de pH es mas basico.
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CAPITULO 2. Determinacidn de las constantes de
acidez de la curcumina por espectrofotometria
de UV-Vis.

“El coraje de un gran lider para cumplir su visién
proviene de la pasion, no de la posicion”

- John C. Maxwell
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2.1 Las constantes de acidez de la curcumina.

De acuerdo a la estructura endlica de la curcumina, ver Figura 7, presenta al
menos tres protones acidos los cuales pueden estar asociados a tres constantes de
acidez o pka’s.

OH 0O

H,CO

= ~
HO OH

Figura 7. Estructura quimica de la curcumina en disoluciéon acuosa, en cuadros verdes se
encuentran encerrados los protones acidos asociados a posibles valores de pKa.

Actualmente esta reportado el célculo de estas constantes de acidez, ver Tabla
3, bajo diferentes métodos analiticos. Sin embargo, se puede apreciar la discrepancia
entre los valores reportados. Esta discrepancia no solo radica en el reactivo de
curcumina utilizado (si fue sintetizada u obtenida por alguna casa comercial), también
influye si el reactivo fue purificado o no, el medio de reaccion y la estrategia
instrumental utilizada, o si existi6 algun tratamiento adicional sobre los datos
obtenidos (software computacional). También es importante considerar si la disolucion
de trabajo utilizada fue la misma durante el tiempo que duré el experimento (variable
del tiempo).

Considerando que en el Capitulo 1 de este trabajo se demuestra que la
estabilidad de la curcumina es mayor conforme el pH se hace mas basico contrario a
lo reportado por Tonnesen y Karlsen [16, 17] y Wang et. al. [18] se considera
imperante recalcular las constantes de acidez o valores de pKa bajo condiciones
experimentales controladas (ya mencionadas en el Capitulo 1 de este trabajo) para
garantizar asi la confiabilidad de estos valores.
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Tabla 3. Valores de constantes de acidez reportados en la literatura para la curcumina
en disolucién acuosa.

pKai+ ¢ pKaz+ ¢ pKas;+ o

Método Equilibrio: Equilibrio: Equilibrio: Ref.
HsCur = H,Cur + H*  H,Cur = HCur?® + H* HCur?> =Cur® + H*

HPLC con detector de fluorescencia.
Fuerza i6nica 0.10 a 0.15 M.
Temperatura
(31.5+0.5) °C.
Sistemas buffer: KCI/HCI, fosfatos y
carbonatos. , 7.75-7.80 £ N.R. 8.55  0.05 9.05 % 0.05 16
Curcumina sintetizada segin el
método de Pabon.

La determinacion de pka’s se hace a
partir de una curva de Kgeg en funcién
del pH.

Titulacién espectrofotométrica con
HCI. Control de luz, burbujeo de Nyg).
Curcumina R.A. Merck
(=99 %).
8.38+£0.04 9.88 £0.02 10.51 £0.01 20
Refinamiento de datos mediante el

software SQUAD.

UV-Vis con refinamiento de datos
mediante el software Sigma Plot.
Fuerza iénica 0.1 M. Temperatura (20
+1)°C.
Curcumina R.A. 810 + N.R. 1045 + N.R. N. R. 21

(=99 %).

UV Vis

Método no reportado. 8.55+0.05 10.41 £ 0.05 N. R. 30

Titulacién Puntual por
espectrofotometria de UV-Vis con
HCIO,.

Control de luz, burbujeo de Ny y T =
(21.0 £0.1)°C.

. . . Este
e s oo 7.428 +0.015 9.552 + 0.024 10.946+0.034  trabajo

Valores independientes del tiempo
mediante un anélisis puntual.
Refinamiento de datos mediante el
software SQUAD.

Fuerza ionica = 0.575 M.

N.R. No Reportado
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2.2 Determinacion de las constantes de acidez de la curcumina bajo
condiciones experimentales controladas en disolucién acuosa.

2.2.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %) sin ningun
tratamiento adicional de purificacion, lentejas de NaOH marca Macron, HCIO4
concentrado marca Merck, nitrdgeno, Nz, comprimido PRAXAIR (99.998 %) y agua
desionizada (18.2 MQ) libre de materia organica obtenida con un filtro PURE-LAB
Plus UV.

2.2.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potencidmetro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.

Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.

Cada espectro de absorcion se registra mediante un espectrofotometro
Lambda 20 UV Vis equipado con celdas de cuarzo 1 cm de longitud de paso optico. El
intervalo de adquisicion de los espectros es de 200 a 700 nm a una velocidad de 1960
nm min-t.

2.2.3 Método.

Se preparan 32 disoluciones (medios de reaccion) para la curcumina [32.5
pMM] y se ajustan a un pH determinado previo a la adicion y lectura de una alicuota de
curcumina proveniente de la disolucion stock [0.002 M] previamente preparada en
NaOH [5 mM] y que es mantenida en refrigeracién. El pH se ajusta de pH basico a
pH acido. Es importante mencionar que durante el tiempo que dura el experimento, se
trabaja bajo condiciones experimentales controladas las cuales se mencionan en el
Capitulo 1 de este trabajo. El volumen (5 mL) y tiempo de agitacion (previo a la lectura
instrumental) fue el mismo para las 32 disoluciones.
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2.2.4 Calculo de las constantes de acidez utilizando una estrategia grafica y el
programa computacional SQUAD.

En la Figura 8 se muestran la familia de espectros de absorcién registrados por
espectrofotometria de UV-Vis para la curcumina [32.5 uM] en disolucién acuosa. Se
aprecia un efecto hipsocromico, es decir, conforme el valor de pH disminuye, la banda
principal a 475 nm se desplaza hacia valores de longitud de onda menores. Asi
mismo, se alcanza a distinguir la presencia de puntos isosbésticos los cuales estan
localizados a 306, 327, 382, 428 y 530 nm. Estos puntos isosbésticos indican que dos
0 Mas especies en disolucion presentan el mismo coeficiente de extinciébn molar a una
misma longitud de onda determinada lo cual puede asociarse a que esta presente uno
0 mas equilibrios en disolucién. Por la naturaleza del presente estudio, estos
equilibrios serian de tipo acido-base los cuales a su vez pueden asociarse a una o
mas constantes de acidez.

1.4

1.2 pH 11.450 £ 0.001

0.8 pH 3.626 + 0.001

0.6

0.4

0.2

200 700

Figura 8. Familia de espectros de absorcion para la curcumina [32.5 uM] en disolucion
acuosa a fuerza ionica a 0.575 M como una funcién del pH bajo condiciones experimentales
obtenidos mediante un andlisis puntual.
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Para confirmar la presencia de estos equilibrios y dilucidar cuantos pKas
existen y sus respectivos valores se grafica la absorbancia a una o varias longitudes
de onda como una funcion del pH, ver Figura 9. En esta, se aprecia que para cada
longitud de onda graficada existe al menos tres posibles puntos de inflexion; por tanto
tres pkas. El primero alrededor de pH 7. Los otros dos, no se distinguen
completamente dando la apariencia que se tratara de solo un cambio de pendiente
entre los valores de pH 9-11. Es posible que por la semejanza de los grupos OH y la
simetria de la curcumina, estos cambios en la Figura 7 no se distinguen
correctamente. Esto explicaria por qué algunos autores, ver Tabla 3, reportan solo
dos valores de constante de acidez.

1.4 .
Punto de Inflexion 3.
1.2 -
X
L ]
! Punto de Inflexion 2. ‘
S X

\\ u

0.8 ™
<L

s *x

0.6 . a "
Punto de Inflexion 1. T x
\\ b 4
4 * K
0.4 s m X
* 0-#
*n
° . . _.0 o g
02 % = = = " X x X
X *)K
¥ b 4 X X X )’2’(
0
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 9. Absorbancia como una funcién del pH a (¢) 465 nm, a (m) 469 nm y (>K) 500 nm
para la curcumina [32.5 pM] en disolucion acuosa bajo condiciones experimentales
controladas.

A pesar de que en este trabajo se estudia a la curcumina bajo condiciones
experimentales controladas, determinar el nUmero y los valores exactos con la menor
incertidumbre posible resulta una tarea complicada utilizando solamente esta
estrategia grafica. Motivo por el cual se propone aprovechar el programa
computacional Stability QUotiens from Absorbance Data, SQUAD, por sus siglas en
inglés (ver Apéndice 3).

Segun los valores de pka mostrados en la Tabla 3 reportados por distintos
autores y de acuerdo a los resultados presentados en este trabajo, para distinguir si la
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curcumina presenta dos o tres valores de pKa se procedié a utilizar primero un
modelo de dos equilibrios (Modelo I) y posteriormente se cambié a uno de tres
equilibrios (Modelo II). Para ambos modelos, se emple6 una n = 4975 datos
provenientes de 25 espectros de absorcion de 5 en 5 nm abarcando un intervalo de
longitud de onda de 201 a 696 nm en un intervalo de pH de (11.450 a 3.626) + 0.001.

En la Tabla 4 se muestran los valores de constantes de acidez obtenidos por el
programa computacional SQUAD para ambos modelos.

Tabla 4. Valores de constantes de acidez para la curcumina en disolucion acuosa
segun un modelo de dos equilibrios (Modelo 1) y un modelo de tres equilibrios

(Modelo II).
Modelo | Modelo 11
H.Cur = HCur + H* 8.843 + 0.016 HzCur =H>Cur + H* 7.428 +0.015
HCur = Cur> + H* 10.783 £ 0.024 HoCur = HCur?® + H* 9.552 +£0.024
HCur? = Cur® + H* 10.946 £ 0.034
U/n =10 x104 U/n =3 x10*

De acuerdo a los protones acidos disponibles de la curcumina en su forma
endlica en disolucién acuosa [14, 15], ver Figura 5, y de acuerdo a los resultados de
U/n (Tabla 4), donde U es la minimizacion de suma de cuadrados y n el nimero de
datos del sistema tiene mas sentido quimico hablar de tres valores de pkas en lugar
de dos para explicar el nUmero y el valor de cada constante de acidez de la curcumina
en disolucién acuosa bajo condiciones experimentales controladas.

Si bien Bernabé et.al. [20] utilizan la misma herramienta computacional para el
tratamiento de los datos de absorbancia para el calculo de las constantes de acidez;
es necesario puntualizar que en este trabajo se emplea una version mas actualizada
del software SQUAD que permite trabajar con un mayor numero de datos de
absorbancia. Esto amplia el intervalo de datos con los que se refina el calculo de
pka's y por tanto, optimiza la minimizacion de suma de cuadrados. Ademas, en el
presente trabajo se logra disminuir la influencia del tiempo sobre la degradaciéon de la
curcumina en medio acuoso al utilizar una estrategia puntual para la determinacion de
los espectros de absorcion a cada valor de pH empleado.
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En la Tabla 5 se muestran las diferencias significativas entre el presente trabajo

y Bernabé et.al [20].

Tabla 5. Diferencias entre el método de Bernabé et,al. y el presente trabajo.

Bernabé

Intervalo de pH:
6.475—11.384

Este trabajo [2019]
et.al [2004]

Intervalo de pH:
3.626 — 11.450

Una misma disolucion de trabajo.

32 disoluciones de trabajo. Anélisis

Respuesta  dependiente  del puntual.
tiempo Respuesta  independiente  del
tiempo

[Curcumina] = 8.00 uM
n = 1034 datos
238<A/nm<560
7nmen7nm

[Curcumina] = 32.5 uM
n = 4975 datos
201<A\/nm<696

5nmen5nm

Una de las ventajas del programa computacional SQUAD, es que ademas del
calculo de las constantes de acidez, también devuelve los valores de los coeficientes
de absortividad molar de las diferentes especies que absorben en el sistema, ver
Figura 10a. Con esta informacion y tomando en cuenta la concentracion de la
curcumina es posible calcular los diferentes espectros de absorcién en funcion de la
longitud de onda en todo el intervalo de pH. De esta manera, se puede apreciar en la
Figura 10b una buena correlacién entre los datos experimentales (marcadores) y los
datos tedricos (lineas continuas) proporcionando confianza en el método descrito en
este trabajo para la determinacion de las constantes de acidez de la curcumina.

37



1.0
0.9
0.8
0.7
0.6

b)

(¢) pH = 10.526 + 0.001

(©) pH =7.025 + 0.001

« 05
0.4
0.3
0.2
0.1

0.0

226 426 626 228 428 628
A/nm A/nm

( ) pH =3.576 +0.001

g/Lmol! cm? x10°

Especie (A) HzCur (X) H2Cur (o) HCur? (O) Cur®

Figura 10. a) Coeficientes de absortividad molar de las diferentes especies de la curcumina
en disolucién acuosa calculados por el programa computacional SQUAD mediante el analisis
de los espectros de absorcidn mostrados en la Figura 8. b) Comparacion de algunos
espectros de absorcién representativos donde los marcadores son los datos experimentales y
las lineas continuas son los espectros teoricos.

Con esta informacion disponible, es posible generar un diagrama de fraccion
molar que nos permita determinar la fraccion molar de cada una de las formas de
especiacion de la curcumina segun el valor de pH (Figura 11). Esto es de gran
importancia para proponer y optimizar disefios de medios de reaccion para su
caracterizacion en disolucién acuosa. Ademas de proporcionar informacién relevante
del porcentaje de cada forma de especiacion de la curcumina en medio acuoso.
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HsCur | HCur IHCur21 Cur®

» pH
7.428 9.552 10.946

Fraccion molar
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pH

Figura 11. Diagrama de fraccion molar de la curcumina en medio acuoso utilizando los
valores de pKa (Modelo de tres equilibrios) reportados en este trabajo, ver Tabla 4.
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2.3 Conclusiones.

Los valores de constantes de acidez para la curcumina en disolucién acuosa
calculados en este trabajo son; pkai = 7.428 + 0.015 correspondiente al equilibrio
HsCur = H2Cur + H*, pkaz = 9.552 + 0.024 correspondiente a la segunda disociacion
H2Cur = HCur? + H* y pkas = 10.946 + 0.034 para la Ultima disociacién acida HCur? =
Cur® + H*. Estos valores de pKa fueron obtenidos bajo condiciones experimentales de
ausencia de luz, atmoésfera de Nz y temperatura constante (21.0 + 0.1)°C mediante
un andlisis puntual de cada disolucién de trabajo minimizando asi el aporte de la
degradacion de la curcumina en disolucion acuosa ofreciendo mejores resultados en
términos estadisticos con respecto a otros autores.

Asi mismo, se determinaron, los valores de los coeficientes de absortividad
molar para cada una de las especies que absorben en el sistema utilizando el
software SQUAD lo cual permite conocer la especiacién de la curcumina en disolucién
acuosa siendo asi el ion curcuminato la especie que mayor absorbe.
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CAPITULO 3. Estrategias de estabilizacién para la
Curcumina en medio acuoso.

“Lateoria guia pero el experimento decide”
Izaak M. Kolthoff
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3.1 Estabilizacion quimica de la curcumina mediante la formacién de un
compuesto de coordinacidn con Zn (Il) en medio acuoso.

Se ha propuesto en la literatura que la posicion de la 1,3 dicetona de la
curcumina esta en un equilibrio tautomérico de tipo ceto-enol el cual puede reaccionar
con los iones metélicos presentes en el medio para formar un complejo de
coordinacion y asi ofrecer estabilidad a la curcumina. Bajo este esquema diversos
autores han reportado la interaccion entre curcumina-metal. Bernabé et. al. [31]
demuestran la interaccién entre la curcumina y el Fe (lll)/Fe (lI) en medio acuoso.
Barik et. al. [32] sugieren un modelo con el Cu (Il) de tipo ML. Krishnankutty et. al. [33-
34] estudian la interaccion del Cu (ll) y Zn (II) con la curcumina proponiendo un
modelo de tipo ML2. Baum et. al. [35] apoyan el modelo de tipo MLz en presencia de
Cu (Il) y sugiere que la interaccion entre curcumina y Zn (ll) es débil. Sin embargo,
estos estudios son en disolventes no acuosos o en su defecto, fueron modelados
mediante quimica computacional. Adicionalmente no reportan ninguna constante de
formacion entre el metal y la curcumina a excepcion de Bernabé et. al. [31].

Por lo tanto, se propone para este trabajo la posibilidad de formar un
compuesto de coordinacion entre el Zinc (ll) y la curcumina con la finalidad de
explorar su utilidad para aumentar la estabilidad de la curcumina en medio acuoso
que si bien en el Capitulo 1 se demuestra que se minimiza la velocidad de
degradacion de la curcumina mediante el control de las condiciones experimentales,
no queda duda que aun presenta una degradacion significativa en medios acidos.

3.1.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %), lentejas de NaOH
marca Macron, HCIO4 concentrado, Sulfato de Zinc (= 100 %) marca J. T. Baker.

3.1.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potenciémetro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.

Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.
Cada espectro de absorcion se registra mediante un espectrofotometro
Lambda 20 UV Vis equipado con celdas de cuarzo 1 cm de longitud de paso 6ptico. El

intervalo de adquisicion de los espectros es de 200 a 700 nm a una velocidad de 1960
nm min-t.
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Para el registro de las curvas de corriente como una funcion del potencial se
utiliza una celda convencional con capacidad para tres electrodos siendo el electrodo
de pasta de carbono, el electrodo de trabajo preparado de acuerdo al método de
Ramirez-Silva [28, 29]. Se utiliza un electrodo de referencia de Ag°|AgCl [KCI, 3 M]
marca BAS MF-2052 y un alambre de platino BAS MW-1032 como contraelectrodo.
Los registros voltamperométricos se hacen utilizando una ventana de potencial de -
350 mV a 1000 mV, a una velocidad de barrido de 100 mV s! y considerando un ciclo
de barrido hacia sentido anodico.

3.1.3 Método.

En una celda de trabajo se mantiene una disolucion de curcumina [32.5 uM]
bajo condiciones de amortiguamiento de pH 3.576 + 0.001 vy se realizan adiciones
independientes de una disolucién stock de Zn (1) [0.01 M]. Se exploraron tres
relaciones molares: [Zn (II)] / [Cur] = 0.5, [Zn (I1)] / [Cur)] = 1.0y [Zn (I1)] / [Cur] = 2.0.
Para cada relacion se adquiere el espectro de absorcion por UV-Vis y el
voltamperograma ciclico respectivo.

Entre cada barrido se renové la superficie del electrodo de trabajo mediante
pulicién sobre un papel.

Es importante mencionar que en todo el tiempo que durd el experimento se
mantuvieron condiciones experimentales controladas (mencionadas en el capitulo 1).

3.1.4 Estudio espectro-electroquimico de la interaccion Curcumina-Zn (Il) a pH
3.576 £ 0.001.

En la Figura 12 se muestra la respuesta de absorbancia respectiva a cada
relacion molar bajo estudio.

De acuerdo al inserto de la Figura 12 (izquierda), el maximo de absorcién a 423
nm y la banda localizada a 263 nm disminuye conforme aumenta la concentracion de
Zn (Il). Estos cambios en la respuesta de absorbancia (cambios en las transiciones
electronicas) son ocasionados por la interaccion de la curcumina con el Zn (Il)
mediante la formacion de un posible compuesto de coordinacion. Sin embargo, como
quedo demostrado en el Capitulo 1, a pH 3.576 = 0.001, la Vdeg €s de (2.86 + 0.29) %
DC mint lo cual abre la posibilidad que lo que se esté registrando como respuesta de
absorbancia sea un aporte del compuesto coordinado formado y la degradacion de la
curcumina misma. Para descartar esta posibilidad se registran los voltamperogramas
ciclicos de la curcumina en medio acuoso toda vez que si el Zn (Il) se coordina a la
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curcumina, se esperarian cambios de potencial o de corriente con respecto a las
sefales voltamperométricas de la curcumina en ausencia de metal.

En la Figura 12 (derecha) se muestran los desplazamientos hacia valores
negativos de potencial de los procesos Ep? (0.670 V), Epi? (0.813 V) y Ep© (0.570 V)
conforme incrementa la concentracion de Zn (ll) en disolucién acuosa. Adicional a
este desplazamiento de potenciales a valores mas reductores se presenta una caida
de corriente de los picos anddico como catodico. Si a tiempo cero se tiene la
curcumina en su forma reducida, Curcuminared, Se esperaria que de formar complejos
de coordinacion con el zZn (Il) la fuerza del oxidante, Curcuminaox, incremente
traduciéndose en un aumento en el valor de potencial lo cual no sucede. De hecho, lo
gue se ve es un desplazamiento de los valores de potencial hacia valores negativos
(incrementa la fuerza del reductor), lo cual confirma que lo que se est4 registrando es
una interaccion entre el Zn (1) y Curcuminaox, es decir la curcumina ya oxidada. Por
tanto, existe una competencia entre la formacién de los sistemas: Curcuminared-Zn(ll),
Curcuminaox-Zn(ll), y la degradacion de la curcumina misma. Ademas, el tener a la
curcumina totalmente protonada a valores de pH &cidos disminuye las posibilidades
de los sitios de coordinacion entre el Zn (1) y la curcumina.

Con el objetivo de explorar si el sistema coordinado: Curcuminared-Zn(ll) se
favorece a valores de pH ligeramente altos se propone hacer el mismo estudio pero a
pH 7.025 + 0.001. Toda vez que la Vdeg a este pH es de (0.47 + 0.03) % DC min. Lo
cual no solo minimiza el aporte de los productos de degradacién de la curcumina, sino
ademas elimina la influencia de los hidroxocomplejos del Zn (ll) caracteristicos de
valores de pH alcalinos.

05 81
6 +
0.4 T
4+
03 4 +
; 2 +
- 3 T [zn()] l
02 1\ = 0 E%Ff?-ﬁfif"_‘:‘: '
| 2 i
01 T -
4 L
0 === -6 FrHH
200 400 600 -0.1 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
A/nm E/V

Figura 12. Izquierda: Familia de espectros de absorcién de la curcumina en presencia del Zn (ll) a
diferentes relaciones molares. Derecha: Voltamperogramas ciclicos de la curcumina en presencia del
Zn (II) a diferentes relaciones molares. Valor de pH 3.576 + 0.001 bajo condiciones experimentales
controladas. (<) [Zn (IN] / [Cur] = 0.5, (<) [Cur] / [Zn (IN] = 1.0y (-) [Zn (ID] / [Cur] = 2.0, (---) HsCur, (---)
zn(ll).
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3.1.5 Estudio espectro-electroquimico de la interaccion Curcumina-Zn (ll) a pH
7.025 £ 0.001.

Siguiendo la misma estrategia que en el punto 3.1.4 se hace el estudio
espectro-electroquimico de la curcumina a diferentes relaciones molares con el Zn (II)
con el objetivo de evidenciar la interaccion entre ambas especies a través de la
formacion de un complejo de coordinacion.

En la Figura 13, se muestran la familia de espectros de absorcion (izquierda) y
los voltamperogramas ciclicos (derecha) obtenidos a diferentes relaciones molares de
curcumina y Zn (ll) en disolucién acuosa a pH 7.025 + 0.001.

Si el Zn (Il) interacciona con la curcumina mediante un mecanismo de
formacion de un compuesto de coordinacion, las transiciones electronicas asociadas a
la curcumina se deben modificar y con ello la respuesta de absorbancia. Para que
esto suceda, los grupos —OH (ver Figura 1) que son las zonas suceptibles donde el Zn
(I) puede coordinarse deben estar desprotonadas. De acuerdo a la Figura 11, el
diagrama de fraccibn molar muestra que a este valor de pH se tiene la siguiente
especiacion de curcumina: ¢HCU = 71.62 %, $H2Cu) = 28.29 %, $HCU() = 0.08 % y
$CU"G) = 0.00 %. Con ello se confirma que al menos existe un porcentaje de casi 30 %
de la curcumina sin un proton en disolucidén acuosa favoreciendo asi las condiciones
para la interaccién con el Zn (II). Dado que el proton del grupo ceto-enol puede estar
comprometido por la presencia de puentes de hidrégeno se espera que el —OH que se
propone (segun el diagrama de zonas de predominio, ver Figura 11) que esté
desprotonado pertenezca a cualquiera de los dos grupos fendlicos de la curcumina.
De ser asi se esperaria un cambio en la banda a 263 nm, asociada a transiciones 1T a
1%, lo cual se puede observar en la Figura 13 (Izquierda).
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Figura 13. (Izquierda) Familia de espectros de absorcion de la curcumina en presencia del Zn (Il) a diferentes
relaciones molares. (Derecha) Voltamperogramas ciclicos de la curcumina en presencia del Zn (ll) a diferentes
relaciones molares. Valor de pH 7.025 £ 0.001 bajo condiciones experimentales controladas. (-) [Zn ()] / [Cur] =
0.5, (-) [Zn] / [Cur] =1.0 y (-) [Zn ()] / [Cur] = 2.0, (---) H3Cur, (---) Zn(ll).
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Conforme aumenta la concentracion de Zn (Il) la absorbancia a 263 nm
disminuye asi como el maximo de absorcion a 423 nm. Para corroborar la propuesta
de que el Zn (Il) se coordina por cualquiera de los grupos —OH localizados en el
extremo de la molécula se hace un estudio voltamperométrico.

Sia pH 7.025 + 0.001 se minimiza el aporte de la degradacién de la curcumina,
y ademas el Zn (1) segun el estudio por espectrofotometria de UV-Vis se coordina en
los sitios susceptibles de oxidacion, es decir; donde hay grupos -OH; entonces se
deberia favorecer el sistema Curcuminares-Zn(ll). Esto supondria un aumento en la
fuerza del oxidante, Curcuminaox, conforme aumenta la concentracion de Zn (Il) y por
tanto, un incremento en los valores de potencial. Aunque, a pH 7.025 £ 0.001, los
procesos de oxidacion estan sobrepuestos por la mezcla de especies de curcumina
se logra demostrar en la Figura 13 (Derecha) que conforme incrementa la
concentracion del Zn (Il) en el sistema, el valor de potencial del primer proceso de
oxidacion localizado a 0.200 V se recorre a valores de potencial positivos. Es decir, se
confirma el aumento de la fuerza del oxidante, Curcuminaox, a causa de la formacion
del sistema coordinado Curcuminared-Zn(ll).

Considerando que la respuesta voltamperométria entre las relaciones molares
[Zn] / [Cur] =1.0y [Zn (ID]/[Cur] = 2.0 practicamente es la misma, se propone que la
relacion molar del compuesto coordinado que se forma es 1 a 1, de un Zn (Il) por una
curcumina.

De manera esquematica se describe el modelo propuesto anteriormente y que
explica los cambios en la respuesta voltamperométrica a pH 7.025 + 0.001.

( Curcuminareducida = Curcuminaoxidada + N€,,  E age|agcl (ke am) = 200 mV\

Bl Cur/zn (1)

Curcuminareducida-Zn(I1)

46



3.1.6 Conclusiones.

Se demuestra que existe una interaccién entre la curcumina y el ion metalico Zn
(1) en disolucién acuosa mediante un mecanismo de formacion de un compuesto de
coordinacion Curcuminared-Zn(ll). Esta interaccion se favorece a pH 7.025 + 0.001 con
respecto a pH 3.576 + 0.001.

Si bien se demuestra que se favorecen estos compuestos a pH 7.025 = 0.001
controlando las condiciones experimentales, las sefiales voltamperométricas resultan
complicadas de interpretar por tanto esta estrategia para mejorar la estabilidad de la
curcumina en medio acuoso resulta poco viable.

Por tanto, a continuacion se propone hacer un estudio de estabilidad de la

curcumina mediante la formacién de compuestos de inclusion con B-ciclodextrina a pH
3.576 £ 0.001.
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3.2 Estabilizacidon quimica de la curcumina mediante la formacién de un
compuesto de inclusion con B-Ciclodextrina.

Las ciclodextrinas son oligdbmeros ciclicos de a-D-glucosa obtenidas a partir de
la accion enzimatica sobre el almidon [36]. Las ciclodextrinas han sido ampliamente
usadas en especial por su habilidad para formar complejos de inclusion con una gran
variedad de moléculas denominadas “huésped”. Por consecuencia, se tiene en la
mayoria de los casos una repercusion en el aumento de la solubilidad, la estabilidad
quimica, biodisponibilidad y muchas veces una proteccion contra eventos que puedan
ocasionar su oxidacion [37-39].

Comercialmente existen tres principales presentaciones de ciclodextrina: la a-
ciclodextrina (a-CD), la B-ciclodextrina (B-CD) y la y-ciclodextrina (y-CD). En la Tabla
6 se resumen algunas caracteristicas importantes de estas.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas mas relevantes de las ciclodextrinas.

Propiedad a-CD B-CD v-CD
No. de unidades de 6 7 8
glucosa
Formula empirica Cs6Hs0030 C42H70035 CagHg0Ou0
(anhidra)
Masa molecular 972.85 1134.98 1297.14
(g mol™?)
Diametro de la 5.2 6.6 8.4
cavidad (A)
pka (25°C) 12.33 12.20 12.08

La curcumina a pH 3.576 + 0.001 presenta un porcentaje de degradacién
aproximado del 70 % en los primeros 12 minutos sin ningun control experimental el
cual es disminuido aproximadamente hasta un 30 % en el mismo intervalo de tiempo
si y solo si se mantienen los cuidados experimentales que en el Capitulo 1 se
describen.
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Por esta razon, en este capitulo se pretende abordar el efecto de la B-CD
sobre la estabilidad de la curcumina en medio acuoso bajo dos condiciones
experimentales: a) Sin control y b) bajo condiciones controladas.

3.2.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %) sin ningun proceso
adicional de purificacion, B-ciclodextrina (B-CD) marca Sigma Aldrich (= 97.0 %),
lentejas de NaOH marca Macron, HCIO4 concentrado.

3.2.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potenciémetro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.

Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.

Cada espectro de absorcion se registra mediante un espectrofotometro
Lambda 20 UV Vis equipado con celdas de cuarzo 1 cm de longitud de paso optico. El
intervalo de adquisicion de los espectros es de 200 a 700 nm a una velocidad de 1960
nm min-t.

Para la adquisicion de los registros voltamperométricos se utiliza una celda
convencional con capacidad para tres electrodos siendo el electrodo de pasta de
carbono, el electrodo de trabajo; preparado de acuerdo al método de Ramirez-Silva
[28, 29]. Se utiliza un electrodo de referencia de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca BAS MF-
2052 y un alambre de platino BAS MW-1032 como contraelectrodo. Los registros
voltamperométricos se hacen utilizando una ventana de potencial de -350 mV a 1000
mV, a una velocidad de barrido de 100 mV s? y considerando un ciclo de barrido
hacia sentido anddico.

3.2.3 Método.

Monitoreo de la estabilidad de la curcumina por espectrofotometria de UV-Vis
en presencia de B-CD. Se monitorea la respuesta de absorbancia de una disolucion
de trabajo de curcumina [32.5 uM] preparada previamente en NaOH [5mM],
(mantenida en refrigeracion, ver Apéndice 1) en presencia de 4 diferentes
concentraciones de 3-CD: I) 0.0 mM, II) 0.60 mM, IIl) 10.0 mM y IV) 16.6 mM a un
valor de pH: 3.576 = 0.001. Estos registros se hacen de manera independiente y bajo
dos condiciones experimentales: a) sin control y b) control.
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Monitoreo de la estabilidad de la curcumina por voltamperometria ciclica en presencia
de B-CD. Se monitorea la respuesta de corriente temporal de una disolucién de
trabajo de curcumina [32.5 uM] preparada previamente en NaOH [SmM] en presencia
de B-CD [10.0 mM] a un valor de pH: 3.576 + 0.001. Estos registros se hacen de
manera independiente bajo condiciones experimentales sin control y con control
(estudiadas en el Capitulo 1). Antes de cada registro voltamperométrico se renovo la
superficie del electrodo de trabajo mediante el pulimiento sobre papel.

3.2.4 Estudio de la influencia de las condiciones experimentales sobre la estabilidad
de la curcumina en medio acuoso en presencia de diferentes concentraciones de -
CD por espectrofotometria de UV-Vis.

En la Figura 14 se muestran los espectros de absorcién para una disolucion de
curcumina [32.5 uM] en presencia de 4 diferentes concentraciones de B-CD: 1) 0.0
mM, 11) 0.6 mM, IIl) 10.0 MM y IV) 16.6 mM a un valor de pH: 3.576 £ 0.001 sin control
experimental (a, ¢, e y g) y bajo condiciones experimentales controladas (b, d, fy h).

Se aprecia que al tener una concentracion de 3-CD de 0.6 mM, 10 mM y 16.6
mM el valor de absorbancia incrementa en los primeros 7 minutos y a partir de ese
maximo existe una caida temporal de la respuesta de absorbancia. Se propone que
en estos primeros 7 minutos existe un rearreglo entre la curcumina (huésped) y la B-
CD (anfitrion) en disolucién acuosa para formar un complejo de inclusion. Formado el
complejo, empieza el proceso de degradacion de curcumina provocando asi la caida
de la respuesta de absorbancia.

) [B-CD] 0.0 mM
a) b)
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IV)  [B-CD] 16.6 mM
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Figura 14. Familia de espectros de absorcién de una disolucion acuosa de curcumina [32.5
MM] a diferentes concentraciones de -CD a un valor de pH 3.576 + 0.001. Sin control (a, c, e
y 9), y controlando las condiciones experimentales (b, d, f y h). Los insertos muestran la
variacion temporal de la absorbancia a 423 nm.

De acuerdo a la Figura 14 se puede determinar que a una concentracion en
disolucion de B-CD de 0.60 mM desaparece la banda a 357 nm lo cual refleja una
interaccién entre curcumina y B-CD; sin embargo, la caida de la respuesta de
absorbancia todavia es significativamente alta (ver Figura 14 la — Ild). A una
concentracion de 10 mM de B-CD se puede apreciar que el porcentaje de degradacion
de la curcumina también es muy alto, sobrepasando el 15 % en tan solo 20 minutos y
llegando al 62 % en 50 minutos cuando no hay cuidados experimentales. Este
porcentaje, en presencia de 10 mM de B-CD se ve notablemente disminuido cuando
se cuidan las condiciones experimentales dado que en 50 minutos la respuesta de
absorbancia no presenta un cambio mayor al 3 % lo cual da indicios del aporte que la
B-CD ofrece a la estabilidad de la curcumina. Asi mismo, se puede apreciar que la
banda de absorcion localizada a 357 nm desaparece lo cual es un reflejo de la posible
interaccién entre la curcumina y la -CD.

Cuando se trabaja a una concentracion de 16.6 mM de B-CD existe una caida
del maximo de absorcion (A*?2 nm) del 8 % después de 50 minutos transcurridos.
Existe la posibilidad que a esta concentracion de 3-CD los cambios en el espectro de
absorcion (Figura 14 IVg y Figura 14 IVh) no estén asociados a una degradaciéon
propiamente dicha de la curcumina sino a un rearreglo estructural de la B-CD en
disolucién acuosa tal como lo reporta Alva et. al. [40].

Comparando los resultados mostrados en la Figura 14 y considerando la
Ecuacion 1 (Ver Capitulo 1), se calcula y se grafica el porcentaje de degradacion de la
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curcumina como una funcién del tiempo bajo la influencia de B-CD (Figura 15). Se
aprecia que en un medio amortiguado de pB-CD = 2, bajo condiciones controladas, el
porcentaje de degradacion no es mayor al 3 %. Asi mismo, se puede apreciar que en
los primeros 20 minutos la respuesta es practicamente lineal en todos los casos lo
que permite calcular de estas lineas rectas la pendiente, la cual es proporcional a la
Vdeg.
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Figura 15. Porcentaje de degradacion de la curcumina a pH 3.576 + 0.001 a diferentes
concentraciones de B-CD (e 0.0 mM, XX 0.6 mM, ¢ 10.0 MM y A 16.6 mM). (lzquierda) sin
control experimental, (Derecha) control de las condiciones experimentales.

A continuacion, en la Tabla 7 se resumen los valores de la velocidad de
degradacion de la curcumina siguiendo el mismo tratamiento de datos que en el
Capitulo 1. En todos los casos, la velocidad de degradacién se ve disminuida cuando
son controladas las condiciones experimentales. Considerando los resultados
mostrados en la Figura 14 y Figura 15 asi como los datos de la Tabla 7 se
considerara que la concentracién de p-CD Optima para garantizar la estabilidad de la
curcumina en disolucion acuosa es de 10.0 mM (pB-CD = 2).

Tabla 7. Valores de velocidad de degradacion (Vdeg) de una disolucion acuosa de

curcumina (pH 3.576 + 0.001) a diferentes concentraciones de 3-CD y condiciones
experimentales.

Vdeg / % DC min'1

Concentracién de 3-CD Condiciones No controladas Condiciones controladas
[mM]
0.0 7.80 £0.75 2.86 £0.29
0.6 2.48 £1.08 2.46 £ 0.86
10.0 0.52 +£0.09 0.02+£0.01
16.6 0.40 £0.03 0.30+£0.11
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3.2.5 Estudio de la influencia de las condiciones experimentales sobre la estabilidad
de la curcumina en medio acuoso por voltamperometria ciclica en medio
amortiguado de pB-CD = 2.

Para confirmar la estabilidad a pp-CD = 2, se propone hacer un estudio de
estabilidad por voltamperometria ciclica de la curcumina en medio acuoso en
presencia de 10.0 mM de B-CD a pH 3.576 = 0.001 sin control y bajo condiciones
controladas.

De acuerdo a la Figura 16 cuando se tiene un valor de pp-CD = 2 en disolucién
bajo condiciones no controladas (lzquierda) se aprecia que el primer pico de
oxidacioén, Epad, localizado a 0.778 V presenta una caida en la respuesta de corriente
del 22.5 % en 50 minutos (ver inserto). Cuando se tienen condiciones controladas
(Derecha) de ausencia de luz, atmosfera inerte de Nz(), temperatura constante igual a
(21.0 £ 0.1) °C (ver inserto) la caida en la respuesta de corriente a 0.778 V es del 19.7
%. En ambos casos, el proceso de oxidacion a Epa®%7°V que esta presente cuando no
se tiene B-CD desaparece (ver Figura 5). Probablemente esto sea a causa de que la
B-CD esta protegiendo los sitios de oxidacion (los grupos —OH) de la curcumina. Esto
demuestra la habilidad de la B-CD para proteger grupos facilmente oxidables de la
curcumina y por tanto asegurar la integridad de la curcumina.
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Figura 16. Voltamperogramas ciclicos de la curcumina en medio acuoso a pH 3.576 + 0.001
a pB-CD = 2. (Izquierda) sin control y (derecha) bajo condiciones controladas. El registro
punteado negro es el blanco. El inserto muestra la variacion temporal de la Ipa®778V.
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A continuacion, en la Tabla 8 se resumen los valores de Vdeg de la curcumina
en ausencia de B-CD y a un valor de pp-CD = 2 por espectrofotometria de UV-Vis
bajo condiciones no controladas y controladas a pH 3.576 + 0.001. En la Tabla 9 se
resumen los mismos valores calculados por voltamperometria ciclica.

Tabla 8. Valores de velocidad de degradacion (Vdeg / % DC mint) de una disolucién
acuosa de curcumina en ausencia de -CD y a p-p-CD = 2 por espectrofotometria de
UV-Vis a pH 3.576 + 0.001.

Sin B-CD
No control Control
7.80+0.75 2.86 +0.29
pB-CD =2
No control Control
0.52 +0.09 0.02+0.01

Tabla 9. Valores de velocidad de degradaciéon (Vdeg / % DC min) de una disolucién
acuosa de curcumina en ausencia de B-CD y a p-B-CD = 2 por voltamperometria
ciclica a pH 3.576 + 0.001.

Sin B-CD
No control Control
5.96 £ 0.17 485+ 0.54
pB-CD =2
No control Control
0.73 +0.08 0.30 +£0.05

A partir de los resultados de la Tabla 8 y 9, se demuestra que la Vdeg de la
curcumina en medio acuoso disminuye 390 veces por espectrofotometria de UV-Vis y
20 veces por voltamperometria ciclica siempre y cuando exista un control de las
condiciones experimentales como son: ausencia de luz, atmdésfera inerte de Nz(),
temperatura constante de (21.0 £+ 0.1) °C y pp-CD = 2 a pH 3.576 + 0.001. La
comparacion se hace con respecto a ningun control experimental.
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3.3 Determinacién por espectrofotometria de UV-Vis de la constante del
complejo de inclusion Curcumina-B-CD.

Tang et. al. [21] reportan la interaccion entre la curcumina y la B-CD en medio
acuoso a pH acido mediante un compuesto de inclusién Curcumina-B-CD, el cual
reportan que es una interaccion de 1 a 2, una curcumina por dos 3-CD cuyo valor de
constante de inclusion que calculan es: Kincusion = 5.53 x10° mol? L2 a pH 2.4 y una
temperatura de (20 + 1) °C. Sin embargo, en el trabajo de Tang et. al. no mencionan
los cuidados considerados sobre las disoluciones acuosas de trabajo de curcumina.

De acuerdo a la evidencia mostrada en el punto 3.2 de que la B-CD promueve
una mayor estabilidad de la curcumina en medio acuoso, se hace imperante conocer
el valor de la constante del complejo de inclusion en medio acuoso para una mayor
robustez en el disefio de las condiciones de andlisis para el estudio de la curcumina
en medio acuoso.

3.3.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %), B-ciclodextrina (B-
CD) marca Sigma Aldrich (= 97.0 %), lentejas de NaOH marca Macron, HCIO4
concentrado.

3.3.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potenciémetro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.

Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.
Cada espectro de absorcidn se registra mediante un espectrofotometro
Lambda 20 UV Vis equipado con celdas de cuarzo 1 cm de longitud de paso 6ptico. El

intervalo de adquisicién de los espectros es de 200 a 700 nm a una velocidad de 1960
nm min2,
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3.3.3 Método.

Determinacion de las constantes de inclusion del complejo curcumina—f8
Ciclodextrina por UV Vis. Se preparan 13 disoluciones de concentracion variable de (-
CD (desde 0 mM hasta 16.6 mM). La concentracion de curcumina en el recipiente se
mantiene a [32.5 yM] a pH 3.576 £ 0.001 para su lectura en el equipo. Para cada valor
de concentracion de B-CD se utilizan disoluciones de curcumina recién preparadas
bajo condiciones experimentales controladas.

3.3.4 Calculo de las constantes de inclusién de la curcumina-B-Ciclodextrina en
medio acido.

En la Figura 17 se muestran los espectros de absorcion de la curcumina en
funcién de la concentracion de B-CD. Existe un maximo de absorcion a 423 nm el cual
tiende a incrementarse conforme aumenta la concentracion de B-CD en solucion. Lo
mismo ocurre con la banda a 357 nm. El hecho de que la absorbancia incremente es
debido a la rigidez que va adquiriendo la curcumina conforme se va incluyendo en la
cavidad de la B-CD, es decir; su movimiento espacial se restringe.

A partir de un valor de pB-CD = 2 desaparece la banda a 357 nm evidenciando
una interaccion gradual entre curcumina-B-CD para formar el complejo de inclusion tal
como se discuti6 en el punto 3.2.5. Donde la cavidad de la B-CD bloquea las
transiciones 1T a m* de los dobles enlaces de la cadena alifatica.

En el inserto de la Figura 17 se muestra el valor de absorbancia a 424 nm
como una funcién del valor de pB-CD. Esta sigmoide muestra dos inflexiones
importantes, una a pp-CD = 3.5 y otra a pp-CD = 2. Dado que en la celda se tiene
curcumina y B-CD se propone que estos puntos de inflexion estdn asociados a los
valores de constante de inclusion.
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Figura 17. Espectros de absorcidén de curcumina R. A. (= 99.5 %) [32.5 uyM] a pH 3.576 +
0.001 (registro rojo) a diferentes concentraciones de B-CD (registros azules). En el inserto de
figura se muestra la variacion del maximo de absorbancia a 424 nm como una funcién de la
concentraciéon de B-CD bajo condiciones controladas.

Toda vez que en el Capitulo 2 qued6 demostrado la utilidad del software
SQUAD para el calculo y refinamiento de constantes en disolucién acuosa; en este
capitulo se propone nuevamente su uso para ajustar los datos experimentales y asi
encontrar los valores de log K que mejor describan el modelo de inclusion entre la
curcumina y la B-CD. De esta manera, en la Tabla 10 se muestran los valores de las
constantes de inclusién calculadas por el programa computacional SQUAD.

Tabla 10. Valores de las constantes sucesivas de inclusion refinadas por el programa
computacional SQUAD para el sistema curcumina-g-CD usando 13 espectros de 4
nm en 4nm cada uno a pH 3.576 + 0.001 bajo condiciones experimentales
controladas.

HsCur + B-CD = H;Cur B-CD Log K; 3.889 £ 0.065
HsCur B-CD + B-CD = HsCur(B-CD),  Log K 2.139 + 0.050
o 1.468 x107?
U/n 1.011 x10*
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En la Figura 18 se muestran los coeficientes de extincion molar obtenidos por
SQUAD con su respectiva desviacion estandar.

228 428 628
A/ nm

Figura 18. Coeficientes de extincion molar para la especie neutra de curcumina R. A. (= 99.5

%) y las especies con 3-CD en funcion de la longitud de onda calculados por SQUAD. (-)

H3Cur, (=) H3Cur(B-CD), (=) H3Cur(B-CD)..

En la Figura 19 se muestra el ajuste de los espectros experimentales con los
reconstruidos a partir de los coeficientes de extincion molar calculados por SQUAD.
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Figura 19. Ajuste de los espectros de absorcion de la curcumina R. A. (= 99.5 %) en
presencia de B-CD a pH 3.576 + 0.001. Los marcadores son los datos experimentales
mientras que las lineas continuas son los espectros reconstruidos a partir de los coeficientes
de extincion molar proporcionados por SQUAD. (e) [3-CD] = 0, (e) pB-CD = 1.959, (e) pp-CD
= 3.852, () pB-CD = 4.308.

Con esta informacion disponible es posible construir un diagrama de fraccion
molar de las especies en funcion del valor de pp-CD (Figura 20). Los marcadores
muestran el intervalo de pB-CD utlizado experimentalmente en este trabajo,
abarcando asi puntos por debajo y por arriba de cada valor de log K calculado. Es
interesante destacar que el valor de log K obtenido por Tang y colaboradores es de
5.743 (pH 2.4) usando un valor de concentracion maxima de 5 mM. Este valor, segun
el diagrama mostrado en la Figura 20 predice que no logran formar el complejo de
curcumina con B-CD pues existe 98.62 % de la especie H3Cur, 1.38 % de la especie
HsCur(B-CD) y 0 % de la especie HsCur(B-CD)2. De esta manera se pone en
evidencia la importancia del cuidado de las condiciones de trabajo sobre el estudio
fisicoquimico de la curcumina en disolucion acuosa y el impacto que tiene el software
SQUAD para lograr un analisis correcto de los datos experimentales para el calculo
de las constantes.
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En el capitulo 3 punto 3.2 se propuso trabajar a una concentracién de 10 mM
de B-CD (pB-CD = 2), esto quiere decir que bajo esas condiciones de concentracion
de B-CD se tiene al menos dos complejos de inclusion siendo el 57.63 % del
complejo de inclusién HszCur(B-CD)2 y 42.37 % del complejo HszCur(B-CD) en
disolucion acuosa a pH 3.576 + 0.001.

HsCur(B-CD): | HsCur(B-CD) I HzCur
» PB-CD
2.139 3.889
1
0.2
0.8 X
¥ X
X

L 07 o
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E b 4
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5 0.5 /
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o 04 ¥
o X
Y 03 X \

0.2

0.1 )// X

0
0.0 1.0 2.0 3.0 4,0 5.0 6.0 7.0 8.0
pB-CD

Figura 20. Diagrama de fraccién molar de las especies de curcumina en funcion de ppCD a
pH 3.576 + 0.001; (-) HsCur(B-CD)2, (-) HzCur(B-CD), y (-) HsCur.

3.3.5 Célculo de la constante de inclusién de la curcumina-B-Ciclodextrina en
medio basico.

No obstante que a pH acidos se ha demostrado que la curcumina es inestable,
y que su estabilidad aumenta conforme el valor de pH incrementa; se asume que los
complejos entre curcumina y B-CD también son estables bajo estas condiciones de
pH. Por tanto, se propone evaluar la constante de inclusion a pH basico.
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En la Figura 21 se muestran los espectros de absorcién de la curcumina a
diferentes concentraciones de B-CD bajo condiciones controladas a pH 13.605 *
0.001. Cabe destacar que para cada espectro de absorcidén se utilizé una disolucion
independiente (analisis puntual).

oo © °

1.6
1.4
1.2

A;\ 470 nm

4 5 6
pB-CD

< 0.8
0.6
0.4

0.2

200 300 400 500 600 700
A/ nm

Figura 21. Espectros de absorcion de curcumina R. A. (= 99.5 %) [32.5 uM] a pH 13.605 +
0.001 (registro rojo) a diferentes concentraciones de -CD (registros azules). En el inserto de
figura se muestra la variacion del maximo de absorbancia a 470 nm como una funcion de ppB-
CD bajo condiciones controladas.

De acuerdo a la Figura 21 se aprecia que conforme aumenta la concentracion
de B-CD la respuesta de absorbancia disminuye (ver inserto de la Figura 21). Sin
embargo, al hacer el analisis para determinar las constantes de inclusion con el
software SQUAD, el calculo no converge.

Es importante notar que a pH 13.605 + 0.001, se favorece el predominio de la
especie totalmente desprotonada de la curcumina. Tonnesen et. al. [41] reportan que
la B-CD forma complejos de inclusion preferentemente donde la molécula huésped
esta especiada en su forma totalmente protonada (neutra) pudiendo asi formar
interacciones de Van der Waals y enlaces de tipo covalente necesarias para la
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estabilidad del complejo mismo. Es posible que por esta razdn no se vea favorecido la
formacion total del complejo de inclusién en medio béasico (pH > 13) dada la ausencia
de este tipo de interacciones quimicas.

A continuacion en el siguiente esquema se muestra el modelo que explica la
interaccion entre la curcumina, HsCur, y la 3-CD a pH 3.576 + 0.001.

OH Q

H,CO T o, L OCH, \
L1 @
HO OH
3.4 Conclusiones.

Se demostr6 que el porcentaje de degradacion de la curcumina en medio acido
disminuye hasta 390 veces usando un monitoreo espectrofotométrico y 20 veces por
voltamperometria ciclica amortiguando el medio a pB-CD = 2 (10 mM) siempre y
cuando se trabaje bajo condiciones experimentales controladas.

El modelo que mejor explica la interaccién entre la curcumina con la B-CD es
mediante la formacién de un complejo de inclusién “huésped-anfitrién”. El refinamiento
de las constantes con el software SQUAD permite calcular los siguientes valores: log
K1 = 3.889 + 0.065 correspondiente al equilibrio quimico: H3Cur + B-CD = HszCur(B-
CD) y log Kz = 2.139 * 0.050 correspondiente al equilibrio quimico HsCur(3-CD) + B-
CD = HsCur(B-CD)2 ademéas de obtener los valores de extincion molar para cada
complejo de inclusién siendo el de estequiometria 1 a 2 el que mas absorbe en el
sistema.
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CAPITULO 4. Método analitico para la
cuantificacion de Curcumina en disolucion
acuosa en presencia de B-Ciclodextrina.

“Si he logrado ver mas lejos ha sido
porgue he subido a hombros de gigantes”

Isaac Newton
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4.1 Antecedentes.

Dada la importancia de la curcuma no solo en areas como la medicina y
farmacéutica sino como colorante en la industria textil y alimentaria se han
desarrollado en los ultimos afios diferentes métodos analiticos para la cuantificacion
de curcumina y asi buscar un criterio de control de calidad. En la Tabla 11 se
muestran solo aquellos métodos analiticos representativos para la comparacién de los
resultados de este trabajo.

Tal como se aprecia en la Tabla 11 es comun encontrar en la literatura que la
cuantificacion de curcumina se lleva a cabo en medios no acuosos dada su baja
solubilidad y estabilidad en agua. Asi mismo, esta reportado que el uso de técnicas
analiticas como Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas
en inglés) [44-46] puede ser una alternativa para encontrar mejores valores de limites
de deteccion y cuantificacion. Sin embargo, estos trabajos también estan reportados
en medios no acuosos como acetonitrilo, etanol, tetrahidrofurano, etc. Adicionalmente,
un inconveniente en el uso de HPLC es que involucra grandes cantidades de fase
movil, lo cual hace de esta técnica poco amigable para el medio ambiente.

Tabla 11. Parametros analiticos asociados a la cuantificacion de curcumina
reportados en la literatura.

Método/condiciones Sensibilidad Limite de Limite de Intervalo lineal Ref.
de trabajo deteccién cuantificacién

Espectrofotometria de

UV Vis con

. U g llo
acido poli L-LActico uA M- uM uM uM

Medio CH2Cl2:CH30H et.al.
(L:1) (2015)

Espectrofotometria de
UV-Vis.

Medio: Acuoso,
[CIO4]0.068 M, 0.0200 £0.0043  0.9973 £0.0237 3.3244+0.0788 (3.4-27.0) yM Este
Fuerza ionica: 0.56 M trabajo
pH 3.576 + 0.001 uA pM* M M
pp-CD 2
Ausencia de luz,
atmésfera de Nz),
T=(21.0+0.1)°C
Andlisis puntual
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Voltamperometria
ciclica

N. R. 41=N.R. N. R. (9.9-107) Ziyatdi
ET: Electrodo de nova
carbon vitreo uM uM
Medio: CH3OH, et.al
0.1 M LiCIO4
(2012)
Voltamperometria
ciclica.
ET: EPC
Medio: Acuoso, 0.0914 £ 0.0078 2.5779+0.2186 8.5932 + 0.7288 (8.6—27.0) Este
[C1047] 0.068 M, 1 trabajo
Fuerza ionica: 0.56 M pA pM mM mM mM
pH 3.576 + 0.001
pp-CD 2

Ausencia de luz,
atmosfera de Na(),
T=(21.0+0.1)°C

Analisis puntual

N.R. No reportado.

4.2 Disefio de un método analitico para la cuantificacién de curcumina
en medio amortiguado de B-CD por espectrofotometria de UV Visible.

En el capitulo 3 se demuestra la viabilidad para estabilizar a la curcumina en
medio acuoso trabajando en medio amortiguado de p-CD = 2.0 y pH 3.576 + 0.001
bajo condiciones de ausencia de luz, atmdsfera de Nz y temperatura constante (21.0
+ 0.1) °C. De esta manera, se pretende en este capitulo hacer la propuesta de un
método de cuantificacion en medio acuoso utilizando dos técnicas instrumentales:
espectrofotometria de UV-Vis y voltamperometria ciclica considerando el control
experimental ya mencionado.

4.2.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %) sin ningun
tratamiento posterior de purificacion, B-ciclodextrina (B-CD) marca Sigma Aldrich (2
97.0 %), lentejas de NaOH marca Macron, HCIO4 concentrado.

4.2.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potencidometro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.
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Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.

Cada espectro de absorcidn se registra mediante un espectrofotometro
Lambda 20 UV Vis equipado con celdas de cuarzo 1 cm de longitud de paso oOptico. El
intervalo de adquisicion de los espectros es de 200 a 700 nm a una velocidad de 1960
nm min-t.

4.2.3 Método.

Se obtiene por triplicado la respuesta de absorbancia en funciébn de la
concentracion creciente de curcumina (analisis puntual) a pH 3.576 + 0.001 y pp-CD =
2 bajo condiciones experimentales controladas que se describen en el Capitulo 1

Se utiliza un intervalo lineal de concentraciones de curcumina de 3.4 a 27.0 uM.

4.2.4 Calculo de los pardmetros analiticos de desempeiio del método de
cuantificacion.

En la Figura 22, se muestran la familia de espectros de absorbancia obtenidos
como una funcion creciente de la concentracion de curcumina en disolucion acuosa
en medio amortiguado de pH y de B-CD. Se aprecia que el maximo de absorcion a
430 nm es proporcional a la concentracién de curcumina en disolucién acuosa tal
como se muestra en el inserto de cada figura. EIl procedimiento se hace por triplicado
mostrando posteriormente las tres ecuaciones de linea recta respectivas.
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Figura 22. Familia de espectros de absorcién en presencia de concentracion creciente de
[HsCur] a pB-CD = 2.0 y un valor de pH 3.576 + 0.001 bajo condiciones
experimentales controladas.

curcumina

A continuacion, se muestran las ecuaciones de linea recta asociadas a cada curva de
calibracién obtenida:

Curva 1:

A[uA] = (0.0208 * 0.0003) [uA uM]*Curcumina [uM] + (0.0059 + 0.0044) [uA]

r2=0.999

Curva 2:

A[uA] = (0.0196 + 0.0003) [uA uM]*Curcumina [pM] + (0.0256 + 0.0046) [uA]

r2=0.998

Curva 3:

A[uA] = (0.0207 + 0.0003) [uA uM]*Curcumina [pM] + (0.0208 + 0.0050) [uA]

r’=0.998
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En la Tabla 12 se muestran los parametros asociados al desempefio analitico del

meétodo para cada curva de calibracién construida:

Tabla 12. Parametros analiticos asociados a la cuantificacidon de curcumina
determinados por espectrofotometria de UV-Vis.

Sensibilidad LD (Bsyx m?) LQ (10syx m?)  Intervalo lineal
[UA pM] [uM] [uM] [uM]
Curval 0.0208 + 0.0003 0.9185 £ 0.0115 3.0617 +0.0382
Curva 2 0.0196 + 0.0003 1.0192 £ 0.0142 3.3973 £0.0472 3.4-27.0
Curva 3 0.0207 + 0.0003 1.0543 £ 0.0151 3.5143 £ 0.0503
Promedio 0.0200 + 0.0043 0.9973 £ 0.0237 3.3244 +0.0788
Donde:

UA: unidades de Absorbancia

uM: unidades de concentracion en micro molar
LD: Limite de Deteccion

LQ: Limite de cuantificacion

Syx: Error relativo de la curva de calibracion
m: pendiente de la regresion lineal

Finalmente se hizo la prueba de recobro para tres niveles de la curva de calibracion:
10 %, 50 % y 100 %. En la Tabla 13 se resumen estos resultados:

Tabla 13. Porcentajes de recobro para tres niveles de la curva de calibracién obtenidos por
espectrofotometria de UV VIS

Concentracion
de curcumina

Recobro [%]

[mM]
Nivel 10 % 3 99.8
Nivel 50 % 14 101.7
Nivel 100 % 27 99.9

Comparando los valores de sensibilidad reportados en este trabajo con
respecto a Silva-Buzanello et. al. [42] se aprecia que la sensibilidad es la misma
aunque los valores LD y LQ tienden a ser mayores en este trabajo. Esto es a causa
de que Silva-Buzanello y colaboradores trabajan en medios no acuosos, donde la
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curcumina es estable y por tanto, la Vdeg = 0; ademdas utilizan nanoparticulas de acido
poli L-Lactico para mejorar el desempefio de su método propuesto.

4.3 Disefio de un método analitico para la cuantificacion de curcumina
en medio amortiguado de B-CD por voltamperometria ciclica.

A continuacion se muestra la propuesta de trabajo para la validacion de un
método analitico de cuantificacion de curcumina en medio acuoso por la técnica
electroquimica de voltamperometria ciclica.

4.3.1 Reactivos.

Curcumina grado analitico marca Sigma Aldrich (= 99.5 %) sin ningun proceso
posterior de purificacion, B-ciclodextrina (8-CD) marca Sigma Aldrich (= 97.0 %),
lentejas de NaOH marca Macron, HCIO4 concentrado.

4.3.2 Equipo.

La lectura de pH se realiza con un potenciémetro marca senslON equipado
con un electrodo de vidrio de Ag°|AgClI [KCI, 3 M] marca Hach 50 14 T.

Para el control de la temperatura se utiliza un recirculador Grant W14.

Se utiliza una celda convencional con capacidad para tres electrodos siendo el
electrodo de pasta de carbono, el electrodo de trabajo preparado de acuerdo al
método de Ramirez-Silva [28, 29]. Se utiliza un electrodo de referencia de Ag°|AgCl
[KCI, 3 M] marca BAS MF-2052 y un alambre de platino BAS MW-1032 como
contraelectrodo. Los registros voltamperométricos se hacen utilizando una ventana de
potencial de -350 mV a 1000 mV, a una velocidad de barrido de 100 mV sty
considerando un ciclo de barrido hacia sentido anddico.

4.3.3 Método.

Se obtiene por triplicado la respuesta de corriente en funcion de la
concentracion creciente de curcumina bajo condiciones experimentales controladas
en medio amortiguado de pp-CD = 2.0 a pH 3.576 *. 0.001.

Se utiliza un intervalo lineal de concentraciones de curcumina de 8.6 a 27.0 uM.
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4.3.4 Calculo de los parametros analiticos de desempeiio del método de
cuantificacion.

En la Figura 23, se muestran los registros de corriente en funcion del potencial
obtenidos para una concentracion creciente de curcumina en disolucion acuosa en
medio amortiguado de pH y de B-CD. Se aprecian dos picos, uno de oxidacion y otro
de reduccion localizados a un Ep2 763 mV y un Ep® 440 mV respectivamente. Tras el
andlisis de la variacion de corriente como una funcién de la concentracion creciente
de curcumina en disolucién acuosa se encuentra que el pico de oxidacion a 763 mV
es el que muestra una mejor tendencia lineal en todos los casos. El procedimiento se
hace por triplicado y mostrando las ecuaciones de linea recta respectivas.

4 3
2.5 D
< O
3 - 2 e
:"E 1.5 Q"EI.
A . G [Curcumina] /\\1
2 2 0s : / W 1
< 0
= 0 10 20 a0
: ! [HiCur] / pM
0 SSEe
-1
-2
-0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

E/V
Figura 23. Voltamperogramas ciclicos en presencia de concentracion creciente de curcumina
[HzCur] a pB-CD 2.0 y un valor de pH 3.576 + 0.001 bajo condiciones experimentales
controladas. ET: EPC, ER: Ag°|AgCl [KCI 3M], EA: Alambre de platino. v 100 mV s, un ciclo
de barrido.

A continuacién, se muestran las ecuaciones de linea recta asociadas a cada
curva de calibracion:
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Curva 1:

I / [nA] = (0.0799 * 0.0040) [pA pM-1]*Curcumina [uM] + (0.5507 * 0.0696) [pA]

r=0.990

Curva 2:

I / [1A] = (0.0947 + 0.0045) [uA pM]*Curcumina [uM] + (0.2103 + 0.0644)

[uA]
r=0.991

Curva 3:

I / [MA] = (0.0996 + 0.0049) [MA uM]*Curcumina [pM] + (0.3466 + 0.0792) [nA]

r=0.988

En la Tabla 14 se muestran los parametros asociados al desempefio analitico del

método para cada curva de calibracién construida:

Tabla 14. Parametros analiticos asociados a la cuantificacion de curcumina
determinados por voltamperometria ciclica.

Sensibilidad LD (3syx m?) LQ (10 syx m?) Intervalo lineal
[RA uM] [uM] [uM] [uM]
Curva l 0.0799 £ 0.0040 2.3634 £0.1175 7.8780 +0.3916
Curva 2 0.0947 £ 0.0045 2.4039 £0.1133 8.0129 = 0.3777 8.6 -27.0
Curva 3 0.0996 + 0.0049 2.9666 + 0.1454 9.8888 = 0.4849
Promedio 0.0914 £ 0.0078 25779 +£0.2186 8.5932 +0.7288
Donde:

HA: unidades de corriente en micro ampere
uM: unidades de concentracion en micro molar
LD: Limite de Deteccion
LQ: Limite de cuantificacion
Syx: Error relativo de la curva de calibracion
m: pendiente de la regresion lineal
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Comparando los valores de LD y LQ obtenidos por voltamperometria ciclica
(ver Tabla 11) calculados bajo condiciones experimentales controladas vy
amortiguadas de pB-CD y pH; es posible lograr valores de limite de deteccién 1.6
veces mas abajo con respecto Ziyatdinova et. al. [43] haciendo de esta propuesta y
condiciones analiticas competente con respecto a los métodos reportados en la
literatura.

Asi mismo, el método analitico propuesto en este capitulo por
voltamperometria ciclica permite utilizar un electrodo de pasta de carbono como
electrodo de trabajo lo cual hace de esta propuesta un método noble y de accessible
costo, ademas de ser amigable con el medio ambiente por no usar disolventes no
acuosos.

Es interesante comentar que por espectrofotometria de UV-Vis se registran
procesos en disolucién acuosa y en voltamperometria ciclica, por la naturaleza de la
técnica, se registran procesos en la interfase conductor-disolucion. Esto explica las
diferencias en la sensibilidad entre ambas técnicas utilizadas.

El método analitico propuesto en este capitulo por espectrofotometria de UV-
Vis y por voltamperometria ciclica es Unico con respecto a lo reportado en la literatura
toda vez que es un método cuyas lecturas de respuesta de absorbancia como de
corriente y potencial no presentan la influencia de manera significativa de la
degradacion de la curcumina en medio acuoso.

Finalmente se hizo la prueba de recobro para tres niveles de la curva de
calibracion: 10 %, 50 % y 100 %. En la Tabla 15 se resumen estos resultados:

Tabla 15. Porcentajes de recobro para tres niveles de la curva de calibracion obtenidos por
voltamperometria ciclica.

Concentracion

de curcumina Recobro [%]
[mM]
Nivel 10 % 3 98.5
Nivel 50 % 14 100.9
Nivel 100 % 27 98.9
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4.4 Conclusiones

Se implementaron las condiciones 6ptimas para el disefio de un método analitico
para la cuantificacion de curcumina en disolucion acuosa tanto por espectrofotometria
de UV-Vis como por voltamperometria ciclica en medio amortiguado de 3-CD y de pH
con valores de limite de deteccion y cuantificacion que pueden competir con lo
reportado en la literatura. El método de cuantificacion propuesto en este trabajo ofrece
limites de deteccién y cuantificacion con el menor aporte en la Vdeg de la curcumina en
medio acido.

Esto permite abrir la posibilidad de llevar a cabo la cuantificacion de curcumina sin
la necesidad de utilizar disolventes organicos toxicos tanto para el ser humano como
para el medio ambiente o el uso de materiales sofisticados como electrodos de platino
o de oro cuyo precio en el mercado es elevado.

Otra ventaja que representa esta propuesta de cuantificaciéon con respecto a lo
que ya esta reportado en la literatura es que este método se lleva a cabo en una celda
de trabajo con una capacidad de volumen no mayor a los 5.0 mL siendo asi un
método con una limitada generacién de residuos.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES GENERALES

“Solo con el corazén se puede ver bien,
lo esencial es invisible alos ojos”

- Antoine de Saint-Exupéry
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5.1 Conclusiones generales.

En el presente trabajo se demostro a tres diferentes valores de pH 3.576, 7.025
y 10.526 la influencia de la luz incidente, el Ozg) disuelto y temperatura en la
estabilidad quimica de la curcumina en disolucién acuosa. Se calculan los valores de
Vdeg @ cada valor de pH encontrando que esta disminuye cuando se trabaja bajo
condiciones experimentales controladas las cuales se definen como aquellas donde
se trabaja en ausencia de luz, atmésfera de Nz y temperatura constante de (21.0 +
0.1) °C. En todos los casos estudiados la Vdeg disminuye conforme el pH se hace mas
béasico

Bajo condiciones experimentales controladas se determinaron tres constantes
de acidez para la curcumina en medio acuoso: pkai = 7.428 + 0.015 correspondiente
al equilibrio HzCur = H2Cur + H*, pkaz = 9.552 + 0.024 correspondiente a la segunda
disociacion H2Cur = HCur? + H* y pkas = 10.946 + 0.034 para la Ultima disociacion
acida HCur> = Cur* + H*. Se determinaron los valores de los coeficientes de
absortividad molar para cada una de las especies que absorben en el sistema
utilizando el software SQUAD lo cual permite conocer la especiacion de la curcumina
en disolucién acuosa siendo asi el ion curcuminato la especie que mayor absorbe.

Se determind en medio &cido que el porcentaje de degradacion de la
curcumina disminuye hasta 390 veces usando un monitoreo espectrofotométrico y 20
veces por voltamperometria ciclica amortiguando el medio a pB-CD = 2 (10 mM)
siempre y cuando se trabaje bajo condiciones experimentales controladas. Esto hace
a la B-CD un agente estabilizante 6ptimo para garantizar la integridad de la curcumina
en medio acuoso. Se puso en evidencia que existe una interaccion entre la curcumina
con la B-CD mediante la formacion de un complejo de inclusion “huésped-anfitrion”. El
refinamiento de las constantes con el software SQUAD permitié calcular los siguientes
valores: log K1 = 3.889 * 0.065 correspondiente al equilibrio quimico: HsCur + 3-CD =
HsCur(B-CD) y log Kz = 2.139 £ 0.050 correspondiente al equilibrio quimico HsCur(-
CD) + B-CD = HsCur(p-CD)2 ademas de obtener los valores de extincion molar para
cada complejo de inclusién siendo el de estequiometria 1 a 2 el que mas absorbe en
el sistema.

Se implementaron las condiciones éptimas para el disefio de un método analitico
para la cuantificaciébn de curcumina en disolucion acuosa tanto por espectrofotometria
de UV-Vis como por voltamperometria ciclica en medio amortiguado de 3-CD y de pH
con valores de limite de deteccion y cuantificacion que pueden competir con lo
reportado en la literatura. EI método de cuantificacion propuesto en este trabajo ofrece
limites de deteccion y cuantificacién con el menor aporte en la Vdeg de la curcumina en
medio acido.
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CAPITULO 6. PERSPECTIVAS

“Cuanto mas atras puedas mirar, mas adelante veras”
Winston Churchill
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6.1 Perspectivas.

v’ Si bien la estrategia para estabilizar a la curcumina en medio acuoso no fue del
todo exitosa mediante la formacion de compuestos de coordinacién con el Zn (ll); se
demostré que si existe una interaccion entre la curcumina, HsCur, y el Zn (ll). Por
tanto, resulta conveniente explorar el estudio y determinar el valor de la constante de
formacion global, BnZ"(WH3Cur - de| sistema coordinado Zn(HzCur)n.

v/ Se abre la ventana para explorar la interaccion y la determinaciéon de la
constante de formacion respectiva entre la curcumina y otros metales, por ejemplo:
Cu (I1) y Ni (II). Ampliando asi el panorama para la propuesta de mejores estrategias
para estabilizar, caracterizar y cuantificar a la curcumina en medio acuoso.

v Dado que se demuestra en este trabajo la posibilidad de cuantificar curcumina
en disolucibn acuosa bajo condiciones experimentales controladas en medio
amortiguado de B-CD y pH. Resulta provechoso explorar la selectividad del método
analitico (interferencias) e incluso aplicar la cuantificacibn en muestras reales y por
tanto, la incorporacién de estrategias de extraccion y/o limpieza de muestra eficientes.

v' Si bien en este trabajo se demuestra que es posible estabilizar a la curcumina
para el disefio de un método analitico de cuantificacion en disolucién. Resulta
ventajoso ampliar la posible mejora en los valores de LD y LQ por voltamperometria
ciclica mediante una modificacion en la superficie del electrodo de trabajo
polimerizando (B-CD.
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CAPITULO 7. REFERENCIAS

“Cada lagrima ensefia a los mortales una verdad”

-  Platén
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APENDICE 1

Estabilidad de la solucién stock de curcumina [0.002 M] en medio
acuoso.

Considerando que las alicuotas que se tomaron para hacer las lecturas por
espectrofotometria de UV-Vis y por voltamperometria ciclica para cada una de las
pruebas efectuadas en este trabajo provienen de una disolucién stock de curcumina
en medio acuoso, preparada en NaOH [0.005 M], hace necesario conocer la
estabilidad de esta disolucion stock la cual fue mantenida en refrigeracion y fue
protegida de la luz con previo burbujeo de Nzg). Esto con la finalidad de garantizar
datos reproducibles y confiables.

En la Figura Al.1 se muestran los espectros de absorcién de una disolucion
stock de curcumina [0.002 M] preparada en NaOH [0.005 M] y mantenida en
refrigeracion (4 + 1) °C. El monitoreo de la respuesta de absorbancia fue registrada
durante 4 horas con tomas de muestra independientes.

1.2 1 s 0.8 1
T <04 +
1 ¥ <
T 0 I | |
< 0.8 1 10/0 290 300
T min
0.6 |
04 I
02 ¥
0 T L e e e B L
200 400 600

Al nm

Figura Al.1 Espectros de absorcion de una disolucion de curcumina [0.002 M] en NaOH
[0.005 M] a 4 °C durante 4.26 horas a pH 11.698 + 0.001.
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En la Figura Al1.1 se muestra que el cambio en la respuesta de absorbancia
después de transcurridos 4.2 horas fue del 1.04 %. Si bien esto nos garantiza que es
posible trabajar con la misma disolucién stock de curcumina durante cuatro horas; se
tuvo la precaucion de preparar una disolucion stock de curcumina cada 60 minutos.
Esto con la finalidad de disminuir al méximo posible la infuencia de la degradacion
quimica de la curcumina en medio acuoso.
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APENDICE 2

Estudio Exy propuesta del mecanismo de oxidacion de la curcumina en
medio acuoso.

En la Figura A2.1 se muestra un estudio Ex de una disolucion acuosa de
curcumina [32.5 puM] a pH 3.576 %= 0.001 (bajo condiciones experimentales
controladas) con el objetivo de esclarecer a que proceso de oxidacion, si a Epi@ =
0.670 V o Epi? = 0.813 V, corresponde la reduccion a 0.570 V. Conforme se recorta la
ventana de potencial hacia valores de potenciales mas negativos el proceso de
reduccion Epi© = 0.570 V tiende a desaparecer, es decir la corriente de pico catddico
disminuye a la par que el proceso de oxidacion Epi® = 0.813 V lo hace. Esto da
evidencia de que la reduccion es consecuencia del segundo proceso de oxidacion.
Por tanto, el primer proceso de oxidacion, Epi2 = 0.670 V es irreversible mientras que
el segundo Epi? = 0.813 V es reversible.

E(V)

|/ HA
N

O
=
o
=
o
w
O
Ut
O
~
o
©
H
|

Figura A2.1. Estudio Ex de una disolucién de acuosa de curcumina [32.5 uM] a pH 3.576 £ 0.001 bajo

condiciones experimentales controladas en [ClIOs] = 0.068 M. ET: EPC, ER: Ag°|AgCl [KCI 3M], EA:
Alambre de Pt°. v =100 mV s, El registro en negro es el blanco.
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Manaia et.al. [46] observa dos procesos de oxidacion, mismos que se observan
en el voltamperograma a tiempo 0 en la Figura 5b del Capitulo 1. Manaia et.al. [46]
propone que el primer proceso de oxidacion (Ep? = 0.670 V en este trabajo, ver
Figura A2.1) esta asociado a la formacion del radical fendxido, el cual tras una
hidrolisis en la posicion orto, forma la ortoquinona (Paso 1). A valores de potencial mas
altos Manaia propone un segundo proceso de oxidacion (Paso Il) tras la hidroxilacién
formando el grupo ceto (Epi? = 0.813 V en este trabajo, ver Figura A2.1) y que de
acuerdo al estudio Ex mostrado en la Figura A2.1 seria un proceso reversible. Esto
también coincide con los resultados obtenidos en el Capitulo 3 donde se amortigua el
medio a ppB-CD = 2. Dado que la curcumina forma un compuesto de inclusion con la B-
CD, la formacion del radical fenéxido (Paso I) no puede llevarse a cabo dada la
proteccion de la cavidad de la B-CD sobre el grupo -OH involucrando asi solo el Paso
Il (proceso reversible de oxidacion a Ep@ = 0.778 V, ver Figura 16b Capitulo 3) del
mecanismo propuesto por Manaia y colaboradores.

En el siguiente esquema se muestra el mecanismo propuesto por Manaia et.al.
[46]:

HO” N U'//. N H/ > O ”
o) O

En la Figura 5b del Capitulo 1 se muestra que después de transcurridos 60
minutos el primer proceso de oxidacion desaparece con una evidente caida de
corriente y cambios en el valor de potencial del proceso de oxidacion Epi2=0.813V y
del proceso de reduccion Epi© = 0.570 V . Estos cambios pueden asociarse segun
Kallel Trabelsi et.al. [47] a la oxidacion del acido ferdlico, el cual esté reportado como
uno de los productos de degradacion de la curcumina en medio acuoso [16-18] tal
como se muestra en el siguiente esquema:

/O F ™ -le” -~ OH
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APENDICE 3

Stability QUotiens from Absorbance Data (SQUAD).

En la década de los setentas surgié un boom en el desarrollo y publicacién de
programas computacionales para el estudio de los equilibrios en disolucion acuosa,
especificamente el célculo de constantes de estabilidad a partir de datos
potenciométricos, espectrofotométricos, de potencial por mencionar solo algunos
cuantos. De esta manera podemos mencionar el aporte de autores tal como son:
Kankare [47] que desarrolld6 una aproximacion usando datos de absorbancia,
Motekaitis et.al. [48] que utilizan datos potenciométricos para el calculo de valores de
constantes de acidez usando el programa PKAS el cual es un software escrito en
FORTRAN IV. Otro programa que utiliza datos potenciométricos es el de Sabatini et.al
[49] que reportan un programa capaz de procesar datos potenciométricos mediante
una modificacion del método iterativo de Gauss-Newton.

En 1975 Legget y McBryde [50] desarrollan el software SQUAD (Stability
QUotiens from Absorbance Data). Es un programa escrito en el lenguaje de
programacion FORTRAN IV. SQUAD es capaz de calcular simultdneamente o de
manera individual varias constantes de estabilidad para cualquier especie formada ya
sea por mas de un metal o mas de un ligando donde el grado de complejacién es
dependiente del pH.

El algoritmo de SQUAD se basa en la minimizacion de la suma de residuales al
cuadrado de los valores de absorbancia a través de la subrutina REFINE:

_ %N obsy cal\,2
u=3¥,(a%)-(a5y)
Donde: A°s es la absorbancia experimental y Ac@ son los valores de

absorbancia calculados con la ley de Lambert-Beer (ver Apéndice 4).

Por tanto, el método reproduce, a partir de datos de absorbancia, constantes
de disociacion acida (pka's), constantes de hidrélisis para cationes metalicos,
constantes de complejacion (ML, MLz, etc.) y constantes de complejos polinucleares
(MzL3, Mz2L2H, M3L4(OH)z2, etc.).

En el siguiente diagrama de flujo se resume la filosofia de SQUAD:
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PREPRO W [' (1) INOUT
Presentacion general, entrada de Entrada de datos y detalles del
datos, “error cheking”. J L sisterna a evaluar.
(6) SEARCH
¥ “checking” 0.001 <o < 0.004
(2) REFINE
Aproximacién numérica por el Control principal que contiene ef STOUTROT
2 . algoritmo de refinamiento.
método de Gauss-Newton. g fi Archiva de
salida.
v {5) SEARCH
(3) DIFF Resolucicn de las matrices
Construccion de la matriz Jacobiana - realizandoe los cambios pertinentes
y Hessiana. para aquellas constantes de
formacidn que seran refinadas.
Se calcula la correlacion de la matriz
( (4) RESID
Diferenciacién numérica, acumula COSCC
U, Concentracidn de las
______________________________ ¥ especies complejadas y sin
3 Y complejar. Calculo de =
ECOEF
SIGMAE

Solucidn de ecuacion de Beer

B —————

COGSNR
L ci Ei?_l??_v_al_cir_e_s_r{e_f _______ ; [subrutina'SOLUE, nueva matriz de & = Balance de masa par
Ay - A, ). Calculo de U. Algoritmo: NNLS Mewton Rampson.

En el siguiente esquema se muestra el archivo de entrada para una corrida de
SQUAD:

L x
Archive Edicién Formato Ver Ayuds

CurcuminaSAcombo 3.3E-5M ajuste de pH con HC1 a T=21¢C
17/87/17

] Subrutina PREPRO

v

LIG1=CUR; PROT=H: :}—Eo mponentes de los
END: complejos.
SPECIES:

H(1)CUR(1) ;10.5;
H(2)CUR(1) ;20.8;
H(3)CUR(1);29.0;08
ND:

Definicién del
modelo guimico.

El valor de £ de uno de los componentes sin
complejar sera calculado.

696.0 4.0 ] Parametros basicos del sistema

ace:s

PRINT Salida de datos de las concentraciones de las especies y los coeficientes de

e absortividad de cada especie a cada longitud de onda.

PLOT 1

CRT

Numero de ciclos iterativos.
1.8

SPECTRA:

ae 2808330008, 11.4915 1.0
2.7111 2.4144 1.4369 8.8892 8.6297 @.4963 0.4108 @.3468
8.3886  ©.2776  ©.2754  ©.2849  0.2984  ©.3111  ©.3187  @.3248
8.3331  0.3425  9.3484  8.3479  0.3378  ©.3168  0.2895  @.26%0
8.2452 @.2361 8.2344 8.2372 8.2392 8.2419 B.2449 @.2472
8.2494  0.2547  9.2604  ©.2638  ©.2636  ©.2656  0.2780  @.2798
8.2926  @.320  @.3118  8.3228  0.3409  ©.3647  0.3934  @.4219
8.4515 2. 4886 8.511@ 8.5431 8.5778 8.6187 B.6647 @.7177
8.7758  ©.8374  @.9e78  8.9796  1.8520  1.1233  1.1884  1.2469
1.2045  1.3334  1.3622 1.3761  1.3799  1.3788  1.3474  1.3118
1.2599 1.1944 1.1114 1.8184 8.9174 8.8122 B.7893 @. 6884
@.5145 @.4273 8.3587 8.2342 8.2285 B8.1821 0.1448 0.1147
0.0901  ©.0714  ©0.8563  ©.0A46  0.0357  9.0287  ©.0235  ©.0190

8.e155  @.e13e  e.eles B.8891  0.9877  @.8862  0.8856  B.68d6
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El archivo de salida comin para una corrida de SQUAD se muestra a
continuacion (las siguientes imagenes solo son una muestra de todo el archivo de
salida). La informacion encerrada en rojo muestra los valores 10.9463, 20.4984 y
27.4968 correspondientes a los valores de logaritmo base 10 de las constantes de
formacion global de protonacion refinadas de la curcumina: log B1, log B2y log Bs.

THE STANDARD DEVIATION IN THE ABSORBANCE DATA IS 1.9856D-82

16.9463  0.08155 SHIFT=  -8.0001FORH(1YCUR(L),, ) s s sssssssssssssss
20.4984  ©.08235 SHIFT=  -8.0085FORH(2)CUR(L),, ) s s sssssssss2sssss
27.9268  0.0343 SHIFT=  -8.0011FORH(2)CUR(L) ), s sssssssssssssssss

5CYCLE(C) CALCULATED

#*%% CONVERGENCE ACHIEVED IMN 5CYCLES ===

Archive Edicién  Formato  Ver Ayuda

@

.31 5 1 R s 5 1 ST, R, G, S

IFE
11D
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280.00 274.83 348.606 422.09 496.12 570.15 644.18

= % = = WAVELENGTH{ NM) = = = =

1 *= ® w = WAVELENGTH({ NM) = = = =
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APENDICE 4

Espectrofotometria de UV-Vis

En muchos tipos de interaccion radiacion electromagnética-material es (util
enfatizar la naturaleza de particula de la luz como una corriente de fotones o cuantos.
La energia de un solo foton se relaciona con su longitud de onda, frecuencia y numero
de onda mediante:

he
E_h}\=?

donde h es la constante de Planck (6.63 x1034 J s).

La potencia radiante de un haz de radiacion es directamente proporcional al
namero de fotones por segundos.

El espectro electromagnético abarca un gran intervalo de energias
(frecuencias) y, por tanto, de longitudes de onda. Las principales divisiones del
espectro se muestran a continuacion:

10 10° 10° 104 10 109m
1km im 1mm 1000 nm 1nm 1pm

4~ Radio Microondas Infrarrojos Ultravioleta e Rayos
Gamma  Césmicos

Rayos X

Longitudes de onda largas > Longitudes de onda cortas
Baja frecuencia, baja energia Alta frecuencia, alta energia

Visible

700 nm 600 nm 500 nm 400 nm

Cada especie molecular es capaz de absorber sus propias frecuencias
caracteristicas de radiacién electromagnética. Este proceso de absorcion transfiere
energia a la molécula y da como resultado una disminucién en la intensidad de la
radiacion electromagnética incidente. Por lo tanto, la absorcion de la radiacion atentda
el haz de acuerdo con la ley de absorcién. La ley de absorcion, también conocida
como la ley de Beer-Lambert nos indica cuantitativamente cémo la cantidad de
atenuacion depende de la concentracion de las moléculas absorbentes y de la
longitud de la trayectoria donde ocurre la absorcion. La Figura A4.1 representa la
atenuacion de un haz paralelo de radiacion monocromatica a medida que pasa a
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través de una disolucién absorbente de densidad b cm y concentracion ¢ moles por

cada litro de disolucion.

Disolucidn de analito de
cancentracién ¢

Radiacion
incidente v Radiacion
Py transmitida
; ‘ P
‘ Cubeta q@
«—b —

Figura A4.1 Atenuacién de un haz de radiacién por una disolucién absorbente. La longitud de

la trayectoria de la disolucion absorbente es b y la concentracion es c.

Debido a las interacciones entre protones y particulas absorbentes la potencia
radiante del haz disminuye de Po a P. La transmitancia, T, de la disolucion es la
fraccion incidente de la radiacion transmitida por la disolucion. La absorbancia, A, de
una disolucién esta relacionada con la transmitancia de una forma logaritmica, como

se muestra a continuacion:

A:-IogT:-Iog£:Iog%:ebc

donde e es una constante de proporcionalidad llamada absortividad molar, b la
longitud de la cubeta o celda y ¢ es la concentracion.
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APENDICE 5

Voltamperometria Ciclica.

De manera general el término voltametria se refiere a un grupo de métodos
electroanaliticos en los cuales se recopila informacion acerca del analito en una celda
electroquimica en funcién de la sefial de excitacion (potencial aplicado). De acuerdo a
la forma de las ondas de las cuatro sefales de excitacibn mas utilizadas en
voltametria es como sera denominada la técnica voltamperométrica (Figura A5.1). Si
el potencial con respecto al tiempo muestra una funcién de tipo triangular; sobre un
electrodo estacionario, estatico y en regimen de difusion pura (sin agitar) la técnica
recibe el nombre de voltamperometria ciclica.

Nombte Forma de la sefial Tipo de voltamperometria

Barrido Polarografia
@ lineal E Voltamperometria
de barrido lineal

Tiempo —=
Impulso Polarograffa
®  giferencia E diferencial
de impulsos
Tiempo —
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trf
© Onda E Voltamperometria

cuadrada de onda cuadrada
Tiempo —
. A
(d) Triangular E /f \\ Voltamperometria ciclica
/ \
/ \
\
Tiempo —=

Figura A5.1 Sefiales de excitacion de voltaje contra tiempo utilizadas en voltametria.

Por ejemplo, en la Figura A5.2 se muestra la respuesta de corriente cuando
una disolucién que contiene 6 mM de K3[Fe(CN)s] y KNOs 1 M se somete a la sefial
de excitacion ciclica mostrada en la Figura A5.1d. El electrodo de trabajo utilizado fue
un electrodo estacionario de platino cuidadosamente pulido, y el electrodo de
referencia fue un electrodo saturado de calomelanos. En el potencial inicial de +0.8 V
se observa una pequefia corriente anddica, la cual disminuye inmediatamente a cero
a medida que se continta el barrido. La corriente inicial negativa surge de la oxidacion
del agua para producir oxigeno (en potenciales mas positivos, esta corriente aumenta
rapidamente y se hace bastante grande a aproximadamente +0.9 V). No se observa
ninguna corriente entre los potenciales de +0.7 V y +0.4 V debido a que no hay
especies oxidables o reducibles presentes en este intervalo de potenciales. Cuando el
potencial se hace menos positivo que +0.4 V, se empieza a desarrollar una corriente
catédica (punto B) debido a la reduccion del ion hexacianoferrato (lll) al ion
hexacianoferrato (Il). La reaccién en el catodo es, por lo tanto: Fe(CN)e> + le” =
Fe(CN)s*. Un incremento rapido en la corriente ocurre en la region de B a D a medida
que la concentracion en superficie de Fe(CN)s* se hace cada vez mas pequefia. La
corriente en el pico esta formada por dos componentes. Uno es el avance inicial de la
corriente requerido para ajustar la concentracion en la superficie del reactivo a su
concentracion de equilibrio como esta dado por la ecuacién de Nernst. El segundo es
la corriente normal controlada por difusion. La primera corriente decae rapidamente
después (puntos D a F) a medida que la capa de difusion se extiende cada vez mas
lejos de la superficie del electrodo. En el punto F (-0.15 V), la direccion del barrido se
invierte. La corriente, sin embargo, sigue siendo catddica aunque el barrido va hacia
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potenciales mas positivos debido a que los potenciales todavia son lo suficientemente
negativos como para provocar la reducciéon del Fe(CN)s*. A medida que el potencial
cambia en direccién positiva, la reduccion de Fe(CN)e*, eventualmente se detiene, y
la corriente se hace cero y después se vuelve anddica. La corriente anddica es el
resultado de la reoxidaciéon del Fe(CN)s* que se ha acumulado cerca de la superficie
durante el barrido directo. Esta corriente anddica alcanza un pico y posteriormente
disminuye a medida que el Fe(CN)es* acumulado es utilizado por la reaccién anddica.
Algunas variables importantes en el voltamperograma ciclico son el potencial de pico
catodico Epc, el potencial de pico anddico Epa. la corriente de pico catddica Ipc y la
corriente de pico anddica Ipa.

10

Corriente / pA 0k

pa
1

-20 ' .
08 06 04 02 0 -02

Potencial / V vs. ECS

Figura A5.2 Voltamperograma ciclico para una disolucién que contiene 6 mM de KsFe(CN)s
en KNO;z 1 M. Barrido inicial a +0.8 V en direccién negativa. v =50 mV s. ET: electrodo de
platino, ER: SCE.

La celda electroquimica esta constituida por tres electrodos sumergidos en una
disolucion que contiene el analito y también un exceso de un electrolito no reactivo
conocido como electrolito soporte. Uno de los tres electrodos es el electrodo de
trabajo (ET), cuyo potencial frente a un electrodo de referencia es variado linealmente
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con el tiempo. Las dimensiones del electrodo de trabajo son pequefias para
incrementar su tendencia a polarizarse. El electrodo de referencia (ER) tiene un
potencial que permanece constante a lo largo del experimento. El tercer electrodo es
un contraelectrodo (CE) o electrodo auxiliar (EA), el cual generalmente es un alambre
de platino enrollado cuya funcion es cerrar el circuito (Figura A5.3).

Figura A5.3 Celda con capacidad para tres electrodos.
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From spectrophotometric and electrochemical measurements recorded in curcumin aqueous solutions
at different pH values, both the stability and the acidity constants of curcumin were evaluated. It was
found that contrary to hitherto acceptances, curcumin becomes stable at basic pH values while at acid
ones curcumnin rate of degradation is around 20 times higher than in neutral or basic conditions.
Motwithstanding, by controlling the expenmental conditions the degradation rate of curcumin can be
diminished even at acid and neotral conditions. Cur results show that curcumin hes 3 pKa values,
namely: 7.428 = (L015, 9.552 = 0,024 and 10946 = 0,034, and for the first time, the molar absorptivity
cocfficients of the curcumin species in aquecus media: HyCur, HxCur”, HCur ™ and Cur', were
reported as a function of the wavelength.

Keywords: Curcumin; stability; aqueous solution; pH; pKa

L INTRODUCTION

Curcumin [1,7-bis{4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione]  the  mam
compoenent of turmerie curcumin, alse known as curcuma, is constituted by demethoxyeurcumin, the
bisdemethoxycurcumin and the eyclocurcumin. It is found in the roots of the Curceeme Longs L. plant
[1]. The curcumin is a phenol compound with antiinflamatory [1, 2], anticarcinogenic [1, 3-5],
antioxidant [1, 3, 6-8] and antiviral [9-13], properties thot have been amply reporied. Likewise, is used
as coloning and spice in the textile and food industries [14], respectively. However, its low solubility in
water gives rise to a low biodisponibility, which has hindered its potential application in the
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