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Abreviaturas

AD Angulo Diedro

CAA Actividad antioxidante celular

Cds Puntos cuanticos de Sulfuro de Cadmio

DCPI 2,6 Diclorofenolindofenol

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

EC Electroforesis Capilar

MAA Acido mercaptoacético

MDC Modelos dieléctricos continuos

NMA Numero de moléculas explicitas de agua

ORAC Capacidad antioxidante relativa a oxigeno atémico

PDMS Polidimetilsiloxano

PS Punto simple

QM-ORSA Quantum Mechanics-based test for Overall free Radical
Scavenging Activity

RMN Resonancia magnética nuclear

TEAC Capacidad antioxidante relativa a Trolox

TEM Microscopia de transmision de electrones

TST Teoria convencional del estado de transicion




2 Resumen

Cuatro flavonoles: Quercetina, Morina, Kaempferol y Miricetina con caracteristicas
estructurales similares pero con diferente numero y posicion de grupos OH en uno
de sus anillos (anillo B) fueron estudiados con el fin de determinar su estabilidad,
constantes de acidez, el orden de desprotonacion y su actividad antioxidante en
solucidn acuosa. Para analizar la estabilidad de estos compuestos y determinar las
constantes de acidez se empled espectrofotometria UV-Vis a diferentes valores de
pH. Los mecanismos de desprotonacion fueron calculados con la ayuda de la
quimica computacional, usando la Teoria de los Funcionales de la Densidad. Los
calculos se realizaron en solucién acuosa utilizando el modelo continuo SMD vy los
resultados fueron reportados como energias de desprotonacion. Los resultados
muestran que tanto la Quercetina como la Miricetina son altamente inestables a
valores de pH basico. EI Kaempferol, por otro lado, es mucho mas estable y la
Morina es el unico entre los compuestos estudiados, que no se vio afectado por el
valor de pH. A pesar de este inconveniente, sus constantes de acidez se estimaron
mediante el analisis de su cinética de descomposicidbn y se propone como
consecuencia la correccion de los espectros. Se obtiene una correlacion entre los
valores de pKa y los observados experimentalmente y el AG calculado de las
desprotonaciones sucesivas. Por otra parte se sintetizaron nanocristales de sulfuro
de cadmio, se caracterizaron usando TEM y se observa como los flavonoles inhiben
la fluorescencia de estas nanoparticulas, proponiéndose asi un método de
determinacioén, selectivo a flavonoles. El porcentaje de inhibicién depende de la
estructura del compuesto y podria relacionarse con la actividad antioxidante. Por
ultimo se determiné la capacidad antioxidante usando el método del DPPH donde
los resultados indican que la Miricetina es la mas reactiva. Ademas se evidencia la
regeneracion del grupo catecol en Metanol. También se emplearon calculos
computacionales considerando todos los posibles mecanismos de reaccion frente
al radical OOH* donde se demuestra la importancia de considerar todos los posibles
mecanismos de reaccion y las fracciones molares de las especies a un determinado
valor de pH, se analizé el mecanismo de transferencia electronica donde la

Miricetina sigue siendo la mas reactiva. No obstante el mecanismo predominante



frente al radical estudiado es el de transferencia de Hidrégeno obteniéndose que la
Morina es la mas reactiva por esta via con una constante de velocidad limitada por

difusion.



3 Abstract

Four flavonols namely: Quercetin, Morin, Kaempferol and Myricetin were studied
using spectrophotometry UV/Vis, in aqueous solution. The study was performed
varying the pH to analyze the stability of these compounds, and to estimate their
acidity constants. In addition, the deprotonation mechanisms were studied using
computational chemistry, within the Density Functional Theory framework. The
calculations were performed in aqueous solution using the SMD continuum model
and the results are reported as deprotonation energies. Our results show that both
quercetin and myricetin are highly unstable at basic pH. Kaempferol, on the other
hand, is much more stable; and morin is the only one, among the studied
compounds, that was not affected by pH. In spite of this inconvenience, their acidity
constants were estimated through analysis of their decomposition kinetics,
correcting the spectra accordingly, and obtaining a correlation of values between the
experimentally observed pKa and the calculated AG of successive deprotonations.
On the other hand cadmium sulfide nanocrystals where synthesized and
characterized using TEM. A fluorescence quenching of these nanoparticles was
observed in the presence of flavonoids. This allows proposing a high selective
method of determination for this kind of compounds. The percentage of inhibition
depends on the structure of the compound and might be related to their antioxidant
activity. The antioxidant capacity was estimated using the traditional DPPH method.
The results indicate that Myricetin is the most reactive among all the studied
flavonoids. Furthermore, regeneration of the catechol group in methanol was
postulated. In addition computational calculations were also employed to estimate
the antioxidant activity, considering different reaction mechanisms and reactions
with the OOH radical. For the electron transfer mechanism the obtained trend is
similar to that arising from the DPPH assay. However the predominant mechanism
for the hydroperoxyl radical scavenging activity of these compounds is the hydrogen
transfer. Morin was found to be the most reactive of the studied compounds via H
transfer, with rate constant within the diffusion-limited regime. This methodology
demonstrates the importance of considering the molar fraction of the chemical

species at a fixed pH.



4 |Introduccion General

La oxidacion es la pérdida de electrones de una especie quimica, este tipo de
reacciones representan una parte esencial de la vida aerdbica de nuestro
metabolismo." Sin embargo, pueden surgir problemas cuando en un proceso de
oxidacion hay una transferencia de electrones desapareados, por lo que se generan
radicales libres. Los radicales libres forman parte del metabolismo en los seres
vivos. En un organismo sano hay un delicado balance entre la produccion y la
eliminacién de radicales libres y son beneficiosos a bajas o moderadas
concentraciones. Son necesarios en el proceso de maduracién de la estructura
celular,? e incluso ayudan al sistema inmune a eliminar microrganismos patégenos.?
En contraste, a altas concentraciones pueden ser muy perjudiciales para la salud.
Son muy reactivos y atacan rapidamente moléculas de las células cercanas
provocando danos irreversibles en los lipidos de las membranas celulares, las
proteinas en los tejidos (modificacion de proteinas), carbohidratos y el ADN. Este
proceso oxidativo juega un papel crucial en el envejecimiento y algunas
enfermedades degenerativas tales como cataratas, Alzheimer, disfuncion cognitiva,

enfermedades cardiacas e incluso el cancer. 456

En la actualidad debido a la contaminacién, la radiacion UV, el humo de tabaco, el
consumo de grasas altamente polinsaturadas, se produce un exceso de radicales
libres, por lo que el organismo requiere una dieta abundante en antioxidantes.”® Los
que produce naturalmente el organismo no son efectivos frente a muchos radicales
o no son suficientes.® Una sustancia antioxidante por definicién es aquella que
reacciona mas rapidamente con un radical libre que con una especie de interés
biolégico, para proteger a ésta y dar un producto mas estable que el radical inicial y
menos dafino. Debido a lo antes expuesto hay un creciente interés en la comunidad
cientifica en estudiar estas sustancias que pueden ayudar a prevenir o detener la

oxidacion de compuestos vitales para el ser humano.

Los antioxidantes mas conocidos en la dieta son las vitaminas C, E, A y los
carotenoides, los cuales se han estudiado intensamente.’© Ademas de estas

vitaminas, otras sustancias provenientes de las plantas son las responsables de



ofrecer proteccion frente a los fendbmenos oxidativos, estos compuestos estan
practicamente en todos los alimentos de origen vegetal y se denominan compuestos

polifendlicos (fenoles, acidos fendlicos, flavonoides, taninos, y los lignanos).

Los polifenoles y en especial los flavonoides que forman parte de los pigmentos
naturales de las plantas, son sustancias frecuentemente consumidas por los
humanos ya que estan presentes en la dieta diaria a través de una gran variedad
de alimentos como frutas, vegetales, vino, café, té, cerveza, etc.''2 Algunos
ejemplos de alimentos en la dieta con gran contenido de flavonoides son el cacao,
el té negro, las uvas rojas, la granada, arandano, pera, manzana, fresas, cebolla
roja, betabel, maiz, brécoli, café entre otros."” Varias investigaciones demuestran
las diferentes propiedades bioldgicas de estos compuestos,'3'* como por ejemplo
cardioprotectoras’-18 antiinflamatorias,'®2° y antivirales.?! También han demostrado
ser eficaces en la prevencion y el tratamiento del cancer,?>?® enfermedades
neurodegenerativas,?*?° para prevenir dafios en la piel ?® y osteoporosis.?’ Por otra
parte, otros estudios han revelado que este tipo de compuestos brindan proteccién
frente a los fendmenos oxidativos y esto se debe a su estructura quimica.?8-37
Presentan excelentes propiedades de complejacion del hierro y otros metales de

transicion, lo cual les confiere una gran capacidad antioxidante.383°

La ingesta de estos compuestos varia entre 50 y 800 mg por dia, en particular el
vino tinto y el té, contienen grandes concentraciones de polifenoles, por ejemplo en
una copa de vino, se encuentran aproximadamente 200 mg de compuestos
fendlicos.*0 Las grandes variaciones se deben a las costumbres y dieta de cada
pais. En regiones donde hay un elevado consumo de vino, frutas y vegetales las

personas tienden a tener un tipo de vida mas saludable. 4!

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que en su estructura comparten dos
anillos fendlicos A y B ligados a través de un anillo C de pirano. Los atomos de
carbono en los anillos Ay C se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 1" al
6'.42. En la figura 4.1 se muestra el esqueleto general de los flavonoides donde en
las posiciones de 2' a 6' y de 5 a 8 presentan grupos hidroxilo dependiendo del

compuesto en particular.



Figura 4.1 Esqueleto de los flavonoides y numeracion.

La actividad antioxidante de los flavonoides depende de las propiedades redox de
sus grupos hidroxifendlicos y de sus caracteristicas estructurales.*® Estas son, el
numero y posicion de grupos OH en el anillo B, el doble enlace entre los carbonos
2y 3, la presencia de grupos hidroxilo en los sitios 3 y 5, y la carboxilacion del anillo
C_44

En funcion de estas caracteristicas estructurales los flavonoides se pueden clasificar

en (Figura 4.2):
- Flavanoles, aquellos con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

- Flavonoles, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo -OH en

posicion 3 del anillo C.

- Flavonas, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y carecen del

grupo hidroxilo en posicion C3.

- Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas poseen

un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.



/ OH

Antocianidina

OH

Flavanol

Flavonoide

Flavona Flavonol

Figura 4.2 Clasificaciéon de los flavonoides segun su estructura.

Si bien se han realizado estudios que demuestran el poder antioxidante de estas
sustancias, desafortunadamente las pruebas en humanos son limitadas y hasta
cierto punto controversiales.*® Una de las causas por la que existe controversia en
el poder antioxidante, es que las pruebas se realizan bajo diferentes condiciones y
en muchos casos no se tiene conocimiento de las constantes de acidez o hay

discrepancias en los valores reportados.

La capacidad antioxidante se puede evaluar de diversas formas. Una de ellas es la
determinacion relativa a algun antioxidante patrén frente a un mismo radical, por
ejemplo como capacidad antioxidante relativa a Trolox (TEAC) por sus siglas en
inglés. Otra forma es midiendo directamente como los compuestos de interés
inhiben la oxidacién de algun tejido en particular, por ejemplo estimando actividad
antioxidante celular (CAA). También se puede medir como la eficiencia para
desactivar un radical libre en particular, por ejemplo utilizando al oxigeno atémico
(ORAC). Existe mucha polémica con respecto a cual de estas técnicas es mas

efectiva porque en muchos casos conducen a resultados contradictorios.*6

De los compuestos a estudiar en este proyecto, y en base a su estructura y los

criterios mencionados en la introduccion, es de esperar que la Miricetina sea el mas
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eficaz seguido de la Quercetina. Estudios realizados sobre flavonoles en particular
muestran que efectivamente la Miricetina mediante el uso de las técnicas TEAC y
ORAC posee mejores propiedades antioxidantes que la Quercetina.4” Otros
estudios donde se utiliza la técnica de CAA muestran que la eficacia de la
Quercetina es tres veces mas grande que la Miricetina, incluso la Morina y el
Kaempferol muestran mas actividad inhibiendo la oxidacion de células.*® Por otra
parte estudios realizados sobre la membrana celular de la sangre en las ratas se
pone en evidencia que bajo condiciones diferentes se invierte el orden en la

actividad antioxidante de estos flavonoles.4®

En este trabajo se escoge un conjunto de flavonoles que se diferencian en la
posicion y el numero de grupos hidroxilo en el anillo B, los cuales son Quercetina,
Morina, Miricetina y Kaempferol. De ellos se estudia su estabilidad, sus constantes
de acidez, orden de desprotonacion, determinacion de actividad antioxidante por

varios meétodos y determinacion utilizando puntos cuanticos.
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5 Objetivos

5.1 General

Estudiar la relacion estructura-capacidad antioxidante de un conjunto de flavonoles

(Quercetina, Kaempferol, Miricetina'y Morina).

5.2 Particulares

1-

6-

Estudiar |la estabilidad de cada uno de los antioxidantes bajo diferentes condiciones de
pH.

Determinar las constantes de acidez de la Quercetina, Kaempferol, Miricetina y Morina

mediante espectrofotometria UV-Vis y el método computacional SQUAD.

Proponer el orden de desprotonacion de los compuestos mediante el uso de calculos

tedricos y la teoria de los funcionales de la densidad.
Sintesis y caracterizacion de Puntos Cuanticos de Sulfuro de Cadmio en solucién acuosa

Estudiar la capacidad antioxidante relativa de estos compuestos utilizando diferentes
técnicas: Puntos Cuanticos, (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH y Quimica

Computacional.

Proponer una relacion estructura-actividad antioxidante en funciéon de los resultados

obtenidos

12



6 Hipdtesis

Se asume que existe una relacion entre la estructura y la actividad antioxidante de estos
compuestos, suponiendo que a medida que hay presentes mas grupos hidroxifendlicos en el

anillo B mayor sera la actividad antioxidante.
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7 Constantes de acidez

Debido a la presencia de varios grupos fendlicos en su estructura, es de esperar que los
polifenoles tengan varias constantes de acidez en solucién acuosa las cuales se expresan
comunmente como valores de pKa. Esto significa que dependiendo del valor de pH del medio
la estructura acido-base predominante de la sustancia puede cambiar y por consiguiente sus
propiedades quimicas. Por ejemplo hay varios estudios que demuestran que el pH influye en
la actividad antioxidante de diferentes compuestos quimicos debido a la abundancia relativa
de sus formas acido-base.>%->2 El valor de pH varia en el cuerpo humano desde 1.5 hasta 8 por
ejemplo el del estbmago es 1.5, mientras que el de los intestinos es 5.3, la saliva 6.4 y la sangre
7.4.%% Por esta razon es importante conocer precisamente la cantidad y la forma de las
diferentes especies para poder entender correctamente sus propiedades y en especial su
actividad. Esto es particularmente importante en los medicamentos por ejemplo, si éste se
encuentra en su forma iénica aumenta su solubilidad en medio acuoso, mientras la forma
neutra es la que se absorbe en el organismo mediante el transporte pasivo a través de la

membrana.®*

En la actualidad existen varias técnicas para determinar de forma satisfactoria las constantes
de acidez. Entre ellas, las mas utilizadas son las potenciométricas, °®> espectrofotométricas,
56,57 |a electroforesis capilar (EC), *® y la resonancia magnética nuclear *® (RMN). La eficiencia
de estos métodos en la determinacion de los valores de pKa depende basicamente de la
naturaleza quimica del compuesto a estudiar, la solubilidad y la estabilidad de las especies
involucradas en el estudio experimental bajo condiciones determinadas. Por ejemplo en el caso
de especies que contienen grupos catecol, se ha observado una baja estabilidad a pHs
basicos, como es el caso de la dopamina.®® Es por ello que es muy importante realizar estudios
relacionados con estos aspectos antes de elegir una de estas técnicas. En general los
experimentos basados en EC y RMN toman bastante tiempo, por lo que no es recomendado
para el estudio de especies quimicas con baja estabilidad. En esos casos, la técnica
Espectrofotométrica UV-VIS es la mejor opcion, ya que es rapida y se pueden hacer
mediciones puntuales, no requiere de una alta solubilidad de los compuestos a estudiar y
ademas los datos obtenidos de esta forma se pueden refinar con programas disefiados para
ello como es Stability QUotients from Absorbance Data (SQUAD).%"62
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Debido a lo antes expuesto, la técnica espectrofotométrica fue la empleada en el presente
trabajo para determinar las constantes de acidez de cuatro flavonoides (Quercetina, Morina,
Miricetina y Kaempferol). Esta familia de compuestos fue la elegida debido a que ellos son los
mas abundantes la dieta de los humanos, la Quercetina es probablemente una de las mas
estudiadas conteniendo dos grupos fendlicos en el anillo B. No obstante es importante destacar
que el comportamiento quimico y la actividad biolégica de estos compuestos esta relacionada
con el nimero y la posicion de los grupos OH en el anillo B.%37° Por consecuencia los otros
flavonoles escogidos para el presente estudio difieren en el numero y la localizacion de estos

grupos en el anillo B, éstos son la Morina, Miricetina, y Kaempferol. Ver Figura 7.1

3a'

Kaempferol

Figura 7.1 Estructura y numeracion de los flavonoides estudiados en este trabajo.

En base a su estructura y en particular en el numero de grupos fendlicos de cada una, se
puede la existencia de al menos 4 valores de pKa para el Kaempferol, 5 valores para la
Quercetina y la Morina y 6 valores de pKa para la Miricetina. No obstante no todos ellos han
sido identificados a la fecha, Tyukavkina y Pogodaeva reportaron dos valores de pKa para el
Kaempferol,”' mientras Herrero-Martinez y colaboradores,’? midieron tres valores de pKa para

este compuesto usando EC vy 4 valores cuando lo combinaron con el programa computacional
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SPARC (ver tabla 7.1). Estos datos parecen estar completos para este compuesto ya que
obtuvieron tantos pKas como grupos fendlicos tiene el Kaempferol. ElI problema es la
discrepancia que hay en ellos ya que para el primer pKa la diferencia es de 1.15 unidades lo

cual es muy grande y no esta explicado en sus estudios.

Tabla 7.1 Valores de pKa extraidos de la literatura.

Flavonol pKa1 pKa?2 pKa3 pKa4 Método(®@) Ref.
Kaempferol 8.2 9.5 3 71
7.05 9.04 11.04 2 72
________________________ 741909 1133 1326 4 72
Morina 3.46 8.1 3 73
4.99 8.23 10.34 1 74
5.06 8.64 10.62 2 72
________________________ 693 832 998 1198 4 72
Quercetina 7.3 8.4 3 71
6.62 9.7 1 75
7.19 9.36 11.56 - 2 72
6.74 9.02 11.55 3 73
7.71 9.44 11.46 1 74
7.59 9.33 11.56 74
7.04 8.55 1126  13.06 4 2

(@1 = potenciometria, 2 = EC, 3 = espectrofotometria, 4 = EC + SPARC

Para la Morina hay 4 trabajos previos. Slobodan y colaboradores,”® reportaron dos valores,
mientras que Herrero-Martinez y colaboradores., encontraron 3,274 y cuatro valores,”?
dependiendo de la técnica utilizada. En este caso las discrepancias mas grandes corresponden
también al primer pKa, no obstante, éstos son mas grandes que en el caso del Kaempferol con
rangos desde 1.53 a 3.47 unidades de pKa. Tanta dispersion en los valores definitivamente
merece una explicacion ademas de que, para este compuesto en particular nunca se llegaron

a todas las desprotonaciones posibles que son 5.

Este es el caso de la Quercetina que a pesar de la gran cantidad de trabajos previos
relacionados con las constantes de acidez, este compuesto tiene 5 grupos fendlicos por lo cual

se esperan 5 valores de pKa y se han reportado solo dos,”""® tres,’?’> y cuatro’? valores de
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pKa. Para este compuesto las discrepancias son menores que en los anteriores sin embargo

en ciertos casos éstas llegan a mas de una unidad de pKa.

En el caso de la Miricetina que se ha reportado como uno de los mejores compuestos en
relacion a su actividad antioxidante,”® no existen valores de pKa reportados a la fecha, lo cual

es una excelente oportunidad para cubrir ese vacio en la literatura.

Considerando la informacién proporcionada hasta ahora es evidente que hay datos
importantes que faltan en este conjunto de compuestos relacionado a sus equilibrios acido-
base. Los mas importantes son la carencia de valores de pKa y las discrepancias entre los
mismos sin explicaciones consecuentes. Ademas se necesita una investigacién relacionada
con los 6rdenes de desprotonacion. A pesar de que se han realizado algunas elucidaciones en
este sentido, no existe un trabajo detallado y sistematico en el cual consideren todas las
posibles especies. Tampoco existe ninguna demostracion relacionada con el mecanismo de
desprotonacién lo cual se asume que esta incompleto para la Quercetina y la Morina y faltante
para la Miricetina. Ademas la mayoria de los trabajos reportados son estudios donde se utilizan

mezclas de alcoholes y agua y no se reportan estas constantes en solucion acuosa

Es por ello que en este trabajo se realiza la determinacién de las constantes de acidez de estos
flavonoles en medio acuoso, evaluando la estabilidad de cada una de las moléculas a
diferentes valores de pH, y al complementar con un estudio teérico se puede obtener la
estructura que corresponde a cada especie quimica. Esto servira de gran ayuda para el
objetivo fundamental que es relacionar la actividad antioxidante a la estructura de estas
moléculas considerando las constantes de disociacion y las especies quimicas involucradas a

un valor de pH fisioldgico.

7.1 Metodologia
7.1.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo se encuentran detallados en el anexo 1
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7.1.2 Estudio Espectrofotométrico

Las soluciones madre de Quercetina, Miricetina, Kaempferol y Morina se preparan disolviendo
10 mg de cada una en 10 mL de metanol. Se prepara un amortiguador Robinson Britton 0.2 M.
Posteriormente se hacen tantas soluciones de amortiguador 0.05M como valores de pH se
quieran medir, partiendo del amortiguador concentrado se agrega hidroxido de sodio 2 M hasta
lograr el valor de pH deseado y se agrega agua hasta obtener una concentracion final del
amortiguador 0.05 M, Los valores de pH se miden con un potencidmetro PHM210 equipado
con un electrodo combinado de vidrio Ag/AgCl PHC3359-8. El mismo procedimiento se hace
para cada valor de pH. Las mediciones se obtienen en un espectrofotometro Perkin-Elmer
Lambda 950, se toman 2.5 mL de la solucion amortiguador con el valor de pH ajustado, se
agregan en una celda de cuarzo de longitud de paso 6ptico de 1cm y se aflade una alicuota
de solucién madre de flavonoide, se agita rapidamente y se obtiene el espectro de absorcion
desde 220 nm a 600 nm o segun las bandas observadas. Para el estudio de estabilidad se
toma un segundo espectro de absorcion inmediatamente después del primero y se observa si
hay cambios, en caso de haberlo, se toma una serie de espectros de la misma solucion a
diferentes tiempos. Una vez que se tienen todos los espectros de absorcién, se construye una
grafica de absorbancia en funcion de la longitud de onda a cada valor de pH y se observan las
longitudes de onda donde hay cambios. Se grafica la absorbancia en funcién del valor de pH
en las longitudes de onda observadas y el valor de pH donde se encuentren puntos de inflexion
se toma como referencia, para proponer un valor de pKa. Finalmente se alimentan todos los
espectros de absorcion a cada valor de pH al programa computacional SQUAD®"62 (anexo 2),
junto con las concentraciones de cada flavonoide, los pKa propuestos transformados a 3
(constantes de formacion global de los equilibrios quimicos) y el modelo del numero de
constantes que se han observado, para obtener una serie de valores refinados de log B para
cada equilibrio acido base, mas otros datos importantes como los coeficientes de absortividad
molar a cada longitud de onda, los errores respectivos, la correlacion etc. Todas las
mediciones se hicieron en atmdsfera de Nitrégeno. La concentracién final de Metanol fue de

0.7%. Los valores de pH fueron corregidos de acuerdo a lo descrito en el anexo 3.
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7.2 Resultados y Discusion
7.2.1 Estabilidad

Las especies que tienen grupos tipo catecol en su estructura, presentan baja estabilidad en
medio acuoso, por lo que es importante analizar el comportamiento de todos los flavonoles en
este medio antes de la determinacion de sus constantes de acidez. Con el objetivo de obtener
resultados confiables es muy importante garantizar la integridad fisica de las moléculas durante
todo el experimento. Para ello se realiza un estudio de estabilidad a diferentes valores de pH

en atmosfera inerte (N2) y en ausencia de la luz.
7.2.1.1 Morina y Kaempferol

Se encuentra que la Morina 5.0x10° M es estable en los intervalos de pH de 1.8 a 13.4 por
mas de 5 minutos. Es importante sefialar que los experimentos se obtienen en un intervalo de
tiempo muy corto. Para el Kaempferol 3.73x10-° M, el estudio de estabilidad se lleva a cabo en
los intervalos de pH de 1.8 a 11.6, se encuentra que este compuesto permanece estable (mas
del 98%) a los 5 minutos y al mas elevado valor de pH. Por otra parte la Miricetina y la
Quercetina son menos estables, especialmente cuando se incrementa el valor de pH lo cual

se describe a detalle a continuacion.
7.2.1.2 Miricetina

Para la Miricetina 5.8x10° M, el estudio de estabilidad se lleva a cabo de pH 1.8 a 11.6. La
molécula es estable por al menos 5 min en los intervalos de 1.85 a 8.55, pero a valores mas
altos de pH las bandas de absorcion correspondientes al compuesto decrecen en el tiempo
(figura 7.2). Después de 4.5 minutos a un valor de pH de 9.36 se puede observar como la
intensidad de las bandas a 420 nm y 280 nm decrecen en un 10%, la banda a 320 nm se
intensifica y aparece una nueva banda en 650 nm. A valores mas altos de pH y en menor
intervalo de tiempo se sigue observando la misma tendencia pero los cambios en las
intensidades aumentan aun mas. Cuando el valor de pH es de 11 la banda a 420 nm
desaparece totalmente después de 3.45 min ademas de que la forma general del espectro

cambia drasticamente.

Con base en estos resultados se puede afirmar que la estimacion de las constantes de acidez

de la Miricetina no se puede hacer potenciométricamente de la forma habitual (valoracion
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continua con NaOH). A pesar de esto, esta técnica puede emplearse si se toman las

precauciones correspondientes, las cuales se explican a continuacion.

1.2

0.8 -

0.4

0.2 -

200 300 400 500 600 700

A/nm

1.2
pH10.31

0.8 +

0.4 +

0.2 +

200 300 400 500 600 700

A/nm

t/min
pH11.00 ——0.45

0.6 +

0.4 +

200 300 400 500 600 700

A/nm

Figura 7.2. Espectros de absorcién de la Miricetina 5.8x10° M en el tiempo a diferentes
valores de pH.
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Si se observa la figura 7.2, mientras se registra el espectro de absorcion de la Miricetina, sobre
todo a pH=11.0, se presentan cambios en las absorbancias a las diferentes longitudes de onda
debidas a la descomposicion de la molécula. Por lo tanto no es posible utilizar estos espectros
de absorcién para la determinacién de las contantes de acidez. Es por ello que se disefia una
metodologia con la cual es posible en algunos de los valores de pH, recuperar el espectro de
absorcion que se tendria en el tiempo inicial (antes de la descomposicion de la especie). Esta
metodologia es una aportacion interesante de este trabajo, ya que permite determinar valores

de constantes de acidez con precision, cuando se tiene problemas de estabilidad.

Para ello se crea una nueva curva para estimar el espectro de absorcion a tiempo cero (figura
7.3). Esto se consigue al probar que en cortos periodos de tiempo existe una tendencia lineal
de la absorbancia a una longitud de onda en el tiempo, a pesar de que es un hecho de que la
molécula se esta descomponiendo. La curva se obtiene tomando datos de la absorbancia
como funcién del tiempo transcurrido a longitudes de onda especificas, dependiendo del valor
de pH (por ejemplo APH=9-6=407 nm, APH=1021=417 nm, y APH=119=430 nm,) La variacién en la
longitud de onda se debe a los desplazamientos batocrémicos causados por el incremento en
el pH (ver las lineas sélidas en figura 7.3). Los puntos en esta figura corresponden a los datos
espectrales obtenidos midiendo continuamente los espectros de absorcion. La correlacion que
existe entre las medidas tomadas de estas dos formas diferentes hace posible que se pueda
extrapolar a tiempo cero, lo que se demuestra en la figura 7.3 Por consiguiente, usando
extrapolacion lineal los dos puntos correspondientes a los tiempos mas pequefios se usan para
obtener la absorbancia a tiempo cero. Este proceso se lleva a cabo para cada longitud de onda
lo cual hizo posible obtener el espectro completo a tiempo cero. Esta extrapolacion es de gran
importancia ya que es imposible obtener directamente toda esta informacion debido a que el
proceso de medicion del espectro toma determinado tiempo en realizarse. Este laborioso
procedimiento es necesario para poder obtener valores de pKa confiables utilizando la técnica

espectroscopica, debido a la inestabilidad de este tipo de moléculas.
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Figura 7.3 Absorbancia en funcion del tiempo a diferentes valores de pH para Miricetina
5.8x10-° M. Los puntos corresponden a mediciones espectrales, las lineas continuas

corresponden a la cinética a una longitud de onda

7.2.1.3 Quercetina

El comportamiento espectral de la Quercetina 2.46 x 10° M a pH = 11.31 se muestra en la figura
7.4. Inicialmente se observan dos maximos de absorcién a 280 nm y 425 nm y una disminucion
en las intensidades en funcion del tiempo. Ademas comienza a aparecer un nuevo pico en 315
nm de descomposicion asociado a la oxidacion de la misma.’” Se observa un comportamiento
similar al de la Miricetina pero mas estable y sin la aparicién de la banda a 650 nm. En
intervalos de pH entre 1 y 8 no hay cambios significantes y se considera estable. Pero a pHs
> 9.78 la absorbancia disminuye con una pérdida del 2.3% en 2 min sobre el maximo de
absorcion. A medida que aumenta el pH la velocidad de descomposicion también aumenta

(figura 7.5). Por lo cual también se ajustan los espectros a tiempo cero.

En resumen, se encuentra la siguiente tendencia en la estabilidad de los compuestos

estudiados Miricetina < Quercetina << Kaempferol << Morina.
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Figura 7.4. Espectros de Quercetina 2.46 x10° M, a varios tiempos a un pH = 11.31.
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Figura 7.5. Grafica de absorbancia vs. tiempo, a diferentes valores de pH para Quercetina
2.46 x10° M.

7.3 Determinacion de las constantes de acidez

El comportamiento acido base se determina utilizando espectrofotometria UV/VIS. El Espectro
de absorcion de la Quercetina (2.46 x10° M), Morina (5.0x10° M), Miricetina (5.8x10°M), y de
Kaempferol (3.73x10° M), tomados a diferentes pHs se muestran en la figura 7.6. Los
desplazamientos provocados por el incremento en el valor de pH son similares en las 4
sustancias en magnitud y direccion. Es importante insistir en el hecho de que para evitar

problemas en las medidas debido a la estabilidad, todas las mediciones se obtienen con
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soluciones preparadas en el momento del experimento a cada valor de pH establecido como

se describe en la metodologia.

Afnm Afnm

(© (d)

Figura 7.6. Espectros de absorcion de Quercetina (a), Morina (b), Miricetina (c), y

Kaempferol (d), a diferentes valores de pH.

Se alimentan los datos de absorbancia a cada valor de longitud de onda y pH al programa
computacional SQUAD para calcular las constantes de formacién globales (B), de donde se
obtienen los valores de pKa (tabla 7.2). Para la Miricetina sélo es posible determinar 3 de las
6 constantes de acidez esperadas debido a la inestabilidad de este compuesto en medio

basico.

A partir de las constantes de formacion y los coeficientes de absortividad molar a cada longitud

de onda obtenidos por SQUAD es posible calcular el espectro de absorcion. Estos se
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comparan con los obtenidos experimentalmente para Quercetina, Miricetina Kaempferol y
Morina a cada valor de pH, En la figura 7.7 se muestra la excelente correlacién que existe entre

ellos lo cual asegura la confiabilidad del modelo de constantes propuesto.

Tabla 7.2. Constantes de formacion globales (), valores de pKa y los valores de desviaciéon

estandar (o) para los 4 compuestos.

Quercetina Morina Miricetina Kaempferol

Logp o pKa Logpf o pKa Logp o pKa LogP o pKa
HL 13.04 0.05 13.0 1322 0.005 1322 - - - 11.63 0.04 11.63
HoL 2450 0.05 1146 24.60 0.01 1138 - - - 22.03 0.03 10.40
HsL 34.18 0.05 9.68 34.12 0.02 9.52 - - - 30.73 0.03 8.71

HsL 41.62 0.05 7.44 4185 0.02 7.73 9.65 0.03 9.65 3795 0.04 722
HsL 47.80 0.06 6.18 46.83 0.02 498 17.22 0.02 7.57 - - -
HeL - - - - - - 23.28 0.01 6.33 - - -

A/nm

220 270 320 370 420 470

A/nm C A/nm d

Figura 7.7. Espectros experimentales (puntos) y los generados por SQUAD (lineas), a

diferentes valores de pHs, Quercetina (a), Morina (b), Miricetina (c), y Kaempferol (d).
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Una aplicacion muy util de saber el conjunto de valores de pKa de una sustancia con muchos
grupos acidos es construir un diagrama de distribucion. Este tipo de graficas permite obtener
la fraccion molar de cada especie a un determinado valor de pH (figura 7.8). Esto se vuelve
relevante particularmente en compuestos que estan presentes en la dieta humana. O Aquellos
que son consumidos como medicamentos o suplementos alimenticios. En este caso predice
por ejemplo que 3 diferentes especies de Quercetina, Morina, Miricetina y Kaempferol se

encuentran distribuidas a pH fisiologico (7.4).

1 1 -
0.8 0.8
—Qct 1
0.6 —HQct 0.6 ——Mor
G H2Qct — ——HMor
04 - ::cht 04 | ——H2Mor
Qct ——H3Mor
H5Qct
02 + 02 & ——H4Mor
J H5Mor
0 e ; ; 0 — e X
2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
pH pH
1 1
0.8 0.8 +
—K
0.6 + — H3Mir 06 T —HIK
G— 1
G H2K
04 & ——H4Mir 04 + —H3K
HS Mir 1 ——HaK
0.2 +
0.2 ——H6Mir
0 - - : {
0 ? ‘ ‘ ‘ ‘ ? 2 4 6 8 10 12 14
2 4 6 8 10 12 H

Figura 7.8 Diagramas de distribucion de especies para Quercetina (Qct), Morina (Mor),

Miricetina (Mir) y Kaempferol (K).

El conjunto de constantes de acidez obtenidas en este trabajo es el mas completo hasta la
fecha para los cuatros flavonoles. Ademas de la propuesta de una nueva metodologia para

obtencion de datos experimentales mas precisos.
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Con los resultados obtenidos hasta el momento, se puede saber la fraccidon molar para cada
una de las especies a un pH especifico, sin embargo, no se conoce dentro de la estructura de
la molécula el grupo funcional que pierde el protén conforme el pH aumenta. Esta informacion
no es posible obtenerla mediante los estudios espectrofotométricos realizados
experimentalmente. Para conocer el orden de desprotonacion existen otras estrategias que

permiten determinar mediante calculos tedricos esta informacion.
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8 Estudio tedrico del Mecanismo de Desprotonacion

8.1 Detalles computacionales

Las optimizaciones de geometria y calculos frecuencia se calculan utilizando el funcional de la
densidad B3LYP y la base 6-31+G(d). Esta optimizacién se realiza en solucion acuosa
utilizando el modelo continuo SMD’8. SMDse considera un modelo de solvatacion universal
debido a su aplicabilidad para cualquier especie cargada o neutra disuelta en cualquier
solvente o medio liquido para los cuales basta conocer unos pocos descriptores.”® El método
en este trabajo se selecciona después de ser comparado con varios experimentos (ver la
siguiente seccion). Los estudios conformacionales se orientan a la movilidad del anillo B y la
orientacion del atomo de H en los grupos fendlicos. Todos los calculos electronicos se llevan
a cabo utilizando el paquete de programas Gaussian 09.”° Los cuales se calculan para el

estado estandar 1M.

Las energias libres de Gibbs de reaccion correspondientes a todas las desprotonaciones se
calculan usando los valores de energias libres de Gibbs del protdon en solucién acuosa
derivadas de estudios experimentales. Esto esta basado en el conocimiento de que los
métodos computacionales malamente reproducen las energias de solvatacion del H* y se ha
usado anteriormente con muy buenos resultados.?%-8¢ Hay que destacar de que a pesar de
que hay muchos valores reportados para la energia de solvatacion del proton en este trabajo
se utiliza el valor AGson(H*)=-265.89 kcal/mol basado en las recomendaciones de Camaioni y

Schwerdtfeger.®”

8.2 Escogiendo la metodologia

La metodologia utilizada en este trabajo fue escogida después de probar diferentes formas
para el calculo del primer valor de pKa de la Quercetina (6.18). A pesar de que la prediccion
de valores precisos de pKa de flavonoles no es el objetivo fundamental de la parte
computacional de este trabajo es un buen criterio para probar la confiabilidad de la metodologia
empleada para obtener las energias libres de Gibbs de reaccion asociadas con los equilibrios

acido-base
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H X% < H X" +H" (A)

Hay ciertos aspectos que merecen ser mencionados antes de discutir los resultados de las
diferentes estrategias. Primero que nada, la estimacién de valores precisos de pKas utilizando
métodos computacionales sigue siendo en la actualidad una tarea muy dificil.8 De hecho un
error de dos unidades de pKa calculado con respecto al experimental se considera
razonablemente preciso. 8 Al parecer los principales errores en este sentido provienen del
modelo de solvataciéon. Los modelos dieléctricos continuos (MDC) que son los mas usados
para el calculo de valores de pKas en solucion acuosa, frecuentemente no son lo
suficientemente buenos para sistemas donde las interacciones de corto rango soluto-solvente
son importantes. Una forma de afrontar este problema es incluir en el calculo moléculas de
solvente en la proximidad del soluto en vez de usar MDC. Aparte de usar esquemas de
reaccidon que maximizan cancelaciones de error sistematico, se ha demostrado que mejora
significativamente la exactitud de los valores pKa calculados.®5868% El nimero de posibles
esquemas de reaccidn que se pueden usar para obtener valores de pKa es bastante
grande.?586.88 E| esquema directo (A) es el de mayor interés para esta investigacion. Tiene la
desventaja de no conservar el numero de especies cargadas en ambos lados del equilibrio,
pero la ventaja de que no hay cancelacion de errores cuando se calculan las energias de
reaccion, que frecuentemente conlleva a errores relativamente grandes en los valores de pKas
de compuestos fendlicos, especialmente cuando se utilizan ciclos termodinamicos.® Estos
ciclos se basan en optimizar la geometria de las moléculas, obtener la frecuencia en el vacio
y los efectos del solvente se incluyen a posteriori utilizando las energias libres de Gibbs de
solvatacién obtenidas de un calculo de punto simple (PS) usualmente con el modelo continuo
PCM.

Teniendo en cuenta toda esta informacién, se prueban diferentes estrategias para evaluar la
importancia de los calculos en la calidad de los resultados. Se utilizan diferentes bases para
los calculos de energia y frecuencia (+ Freq Opt, Tabla 8.1), asi como para mejorar los valores
de las energias a través de los calculos de PS. También se utilizan ciclos termodinamicos
(estrategias | al V) en conjunto con el modelo PCM, el cual es el mas usado en este caso.; y
también una estrategia de “todo en solucion” con los métodos de PCM (VI) y SMD (VII) para

los efectos del solvente, lo cual significa que todos los calculos, incluidos los de geometria y
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frecuencia se obtienen en solucién acuosa. Ademas 1 o 5 moléculas de agua explicitas se
incluyen en las proximidades de los grupos OH. Dentro del enfoque IV, se pone una molécula
de agua al lado del sitio de desprotonacién; mientras que dentro de enfoque V, se incluyen 5

moléculas de agua explicitas, una por grupo OH en la Quercetina.

Tabla 8.1. Diferentes estrategias probadas para predecir el primer valor de pKa de la

Quercetina.
Opt+Freq Energia Efecto Solvente Error
NMA® Base Solvente Base Metodo  Tipo pia Teo-
pKa Exp
I 0 6-31G(d) No 6-31G(d) PCM PS 9.00
I 0 6-31G(d) No 6-311++G(d,p) PCM PS 4.06
i 0 6-31+G(d) No 6-311++G(d,p) PCM PS 3.85
v 1 6-31+G(d) No 6-311++G(d,p) PCM PS 3.50
\Y/ 5 6-31+G(d) No 6-311++G(d,p) PCM PS 4.45
VI 0 6-31+G(d) Si 6-31+G(d) PCM  Todos 4.74
Vla 0 6-31+G(d) No 6-31+G(d) PCM PS 2.94
Vil 0 6-31+G(d) Si 6-31+G(d) SMD  Todos 0.42
Vlla 0 6-31+G(d) No 6-31+G(d) SMD PS 2.24

(@ NMA= numero de moléculas explicitas de agua

Para esta prueba, se tienen en cuenta los cinco posibles sitios de desprotonacion. Los valores
presentados en la Tabla 8.1 son las que corresponden al sitio de desprotonacién que conduce
a la mas baja energia libre de Gibbs de reaccién, ya que se espera que tal camino de
desprotonacion sea el que contribuya en mayor medida al primer equilibrio acido-base de la

Quercetina.

Todos los métodos que se utilizan predicen que la posicidn 4a' es el sitio de desprotonacién
mas favorable, es decir, la desprotonacion que participa en el primer valor de pKa de la
Quercetina. Esto apoya fuertemente la fiabilidad de los calculos tedricos para evaluar el orden
desprotonacion de compuestos con mas de un equilibrio acido-base, que es en realidad el

principal objetivo de los célculos realizados en este trabajo.

La estrategia | conduce a los errores mas grandes ya que ninguna de las funciones difusas se

incluye en el conjunto de base (Tabla 8.1). Las funciones difusas, que tienen pequefios
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exponentes, mejoran la descripcion de las funciones de onda lejos de los nucleos, y por lo
tanto, son cruciales para describir adecuadamente aniones, que tienen grandes distribuciones
de densidad de electrones. La inclusidon de este tipo de funciones en el conjunto de base, al
menos por calculos de PS para mejorar los valores de energia, reducen los errores de manera
significativa con respecto al experimento. Es suficiente incluir funciones difusas para los
atomos que no tienen hidrégeno, ya que estos son los que llevan la carga negativa. Esto es
importante en el presente trabajo debido a que el tamafio de los compuestos estudiados es
grande, y los calculos son numerosos. Encontrar la estrategia optima para garantizar

resultados confiables a un costo computacional razonable es esencial.

Los errores que surgen del uso de las estrategias Il a VI son intermedios y de alrededor de 4
unidades de pKa, sin importar el numero de moléculas de agua explicitas y de la inclusién del
disolvente durante las optimizaciones de geometria y célculos de frecuencia. Esto es comun
en todas las estrategias de lll a VI , donde los efectos de solvente se modelan utilizando el
método PCM, lo que no parece ser lo suficientemente bueno para el calculo de valores de pKa
cuando se utiliza el esquema directo, lo cual esta de acuerdo con varios trabajos previos. 858688
Sin embargo, el valor de pKa derivado de utilizar el método de SMD , y la misma estrategia ,
estd muy cerca del valor experimental , con un error de 0.4 unidades de pKa, que es
significativamente inferior a la exactitud actualmente aceptada para los calculos de valores de
pKa. 88 Por lo tanto la estrategia VIl se sido elege para llevar a cabo los célculos de las rutas
de desprotonacién de los flavonoles que se estudian en este trabajo. Cabe sefialar sin
embargo, que se espera que el error absoluto de los valores de pKa aumente con el grado de
desprotonacion, es decir, a medida que la carga de las especies involucradas se hace mas

negativa.

8.3 Estructuras

El estudio conformacional que involucra la orientacion del atomo de H en los grupos OH
muestran sistematicamente que aquellas conformaciones que presentan interacciones con
hidrégeno (HB) con el atomo de O en la vecindad de los grupos OH son mas bajos en energia.
Por lo tanto, son las que se estudian en este trabajo. Respecto a la orientacion del anillo B, se

realizan los calculos de rotacion variando el angulo diedro 6’-1’-2-3 (AD) para obtener la
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energia potencial de la superficie. Los conférmeros identificados como los minimos globales
para cada compuesto en estudio son completamente optimizados y sus estructuras se
muestran en la figura 8.1, incluyendo las caracteristicas geométricas mas relevantes. Estas
son las estructuras empleadas para las especies totalmente protonadas a partir de las cuales

se modelan las desprotonaciones sucesivas.
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Figura 8.1. Geometrias optimizadas para los cuatro compuestos, las distancias se expresan

en A.

Se encuentra que todos los flavonoides estudiados tienen una estructura practicamente plana
con desviaciones de la planalidad de 21.63°, 16.8°, 34.6°, y 22.4°, para Quercetina, Miricetina,
Morina, y Kaempferol, respectivamente. De los compuestos que se estudian, la Morina es la
unica con un angulo diedro con una orientacion mas cercana a s-trans que a un s-cis. Esto se
debe, a que es la unica molécula con un grupo OH en la vecindad de la posicion 1’, y el O en
el sitio 3a. Se encuentra que esta interaccion en particular es la mas fuerte de todas las
mostradas en la figura 8 con una distancia HB de 1.735 A. Es probable que esta caracteristica

estructural influya en la facilidad de la desprotonacién del sitio 2a’ en la Morina. La interaccion
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entre el atomo de O del grupo carbonilo y el H del hidroxilo del sitio 5a es sistematicamente
mas fuerte que las que involucran el H del grupo OH en el sito 3a para la especie neutra. No

obstante esta tendencia puede cambiar para los aniones.

8.4 Desprotonaciones

Los flavonoles en estudio contienen varios grupos fendlicos, los cuales se espera que sean
susceptibles a desprotonarse. El Kaempferol tiene 4, la Quercetina y la Morina tienen 5 y la
Miricetina 6. Todos estos grupos se consideran en el mecanismo de desprotonacion. La
estrategia elegida para establecer el orden de desprotonacion consiste en comparar las
energias libres de Gibbs (AG) de las posibles reacciones de desprotonacion. En la tabla 8.2
se muestran los datos de AG donde los resaltados en negro corresponden con la energia mas

baja y por tanto con la especie asociada a cada valor de pKa

De los flavonoles en estudio la Morina tiene la peculiaridad de tener un primer valor de pKa
significativamente mas bajo que el resto. Esto se puede explicar basandose en su estructura.
Las interacciones intramoleculares por puente de hidrégeno entre el H (2a’) y O (3a) debilitan
el enlace O-H, lo cual disminuye la energia de desprotonacion. Esto se refleja en los valores
de AG asociados a la primera desprotonacion de los compuestos estudiados. Mientras que el
AG para la primera desprotonacion de la Quercetina, Miricetina, y Kaempferol es 9.00, 9.42, y
10.11 kcal/mol, respectivamente; para la Morina este valor es de 4 kcal/mol mas bajo (5.33
kcal/mol). Por lo tanto la presencia del grupo OH en el sitio 2’ explica el bajo valor de pKa de
la Morina. Un comportamiento similar se espera para otros flavonoides con un grupo OH en
este sitio o0 en el sitio 6°, ya que esta caracteristica estructural es requerida para la interaccion

por puente de hidrogeno anteriormente mencionada.

Se encuentra que para flavonoles con al menos dos grupos OH en el anillo B, la primera
desprotonacion ocurre en este anillo Tabla 8.2. Ya que el caso del Kaempferol el primer sitio
de desprotonacion es el 7a pero este solo tiene un grupo OH en el anillo B. Para la Quercetina
el orden de desprotonacion es por los sitios 4a’, 7a, 3a, 3a’, 5a (figura 8.2). Para Morina y
Kaempferol por los sitios 2a’, 7a, 4a’, 5a, 3a (figura 8.3 ); y 7a, 4a’, 3a, 5a (figura 8.4);

respectivamente.
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Tabla 8.2 Energias libres de Gibbs (AG, en kcal/mol) de reaccion de cada posible

desprotonacion sucesiva en solucién acuosa a 298.15 K.

Sitio Quercetina Miricetina  Morina  Kaempferol
Primera Desprotonacion
3a 13.52 13.00 5.48 13.48
5a 15.01 14.89 14.67 15.55
7a 9.94 9.93 9.81 10.11
2a’ 5.33
3a’ 11.17 14.59
4a’ 9.00 9.42 12.17 12.15
5a’ 12.03
Segunda desprotonacion
3a 16.99 16.00 24.92 15.70
5a 16.86 16.91 19.26 21.31
7a 11.74 11.80 12.04
3a’ 23.40 23.18
4a’ 15.93 13.69
5a’ 20.61
Tercera desprotonacion
3a 19.67 17.53 26.79 19.63
5a 22.30 22.25 24.69 22.84
3a’ 24.54 24 .41
4a’ 17.16
5a’ 21.34
Cuarta desprotonacion
3a 31.15
5a 26.86 27.80 26.23 27.31
3a’ 26.09 27.37
5a’ 25.09
Quinta desprotonacion
3a 28.16
5a 28.53 28.18
3a’ 31.41
Sexta desprotonacion
3a’ 32.45
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pKa5

Figura 8.2. Camino de desprotonacion para la Quercetina.

pKab ©

Figura 8.3. Camino de desprotonacién para Morina.
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pKad

Figura 8.4. Camino de desprotonaciéon para Kaempferol.

Para estos tres flavonoles cada desprotonacién esta asociada con un valor experimental de
pKa, sin embargo para el caso de la Miricetina solo se encuentran tres valores de pKa a pesar
de que este compuesto presenta 6 grupos fendlicos. El AG asociado a la sexta desprotonacion
de la Miricetina es mas grande que cualquier otro valor calculado de AG mientras que el quinto
es similar al correspondiente de Quercetina, lo cual indica que el sexto valor de pKa de la
Miricetina debe ser mas grande que 13.08 que es el valor mas alto observado
experimentalmente. El orden de desprotonacion de la Miricetina queda establecido de la
siguiente manera 4a’, 7a, 3a, 5a’, 5a, 3a’ (figura 8.5). Los valores de pKa asociados con las
desprotonaciones 5a’ (pKa4), 5a (pKaS) y 3a’ (pKa6) no se pudieron calcular

experimentalmente por la inestabilidad de la molécula.
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Figura 8.5. Camino de desprotonaciéon de la Miricetina.

Para estimar los posibles cuarto, quinto y sexto valores de pKa de la Miricetina se establece
una correlacion entre los valores observados experimentalmente y los valores de AG
calculados. Se obtiene una correlacion linear excelente (figura 8.6) con un R?=0.97. Usando la
expresion de un ajuste lineal los valores de pKa4, pKab y pKa6 de la Miricetina se estiman en
11.5, 12.5 y 13.8, respectivamente. Estos valores son mayores que pH 11 y este compuesto
no es suficientemente estable a valores de pH = 11. Esto explica porque solamente los tres
primeros valores de pKa se determinan experimentalmente. La correlacion que se muestra en
la figura 8.9 soporta la confiabilidad de los resultados calculados y valida su aplicacion para

establecer el orden de desprotonacién de los compuestos.

La facilidad relativa de la desprotonacion estos compuestos esta soportada tanto por la parte
experimental como por la tedrica. Se analiza, como ejemplo las tres primeras desprotonaciones
ya que son las que todos los compuestos tienen en comun y de las cuales hay valores
experimentales y tedricos. Para la primera desprotonacién el orden en los valores de pKa y AG

es Morina < Quercetina < Miricetina < Kaempferol. Para la segunda desprotonacion el orden
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queda Quercetina < Miricetina < Morina < Kaempferol. Y para la tercera el orden basado en
los valores experimentales queda como Morina < Miricetina < Quercetina < Kaempferol. En
este caso en particular los ultimos dos estan invertidos de acuerdo a los valores calculados de

AG. No obstante la diferencia en AG es muy pequefia (0.04 kcal/mol).

14.0
12.0 - 50
10.0 -
& 80 - S
o
< 4
S 60
& O -
40 4 y=0.31x + 3.77
R*=0.97
2.0 -
0.0 : : : ;
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
AG calc (kcal/mol)

Figura 8.6 Correlacion entre los valores de AG calculados (kcal/mol) y todos los valores de

pKa obtenidos experimentalmente

8.5 Intermediario radicalico de la Miricetina

Como se observa en el apartado anterior los ultimos tres valores de pKa de la Miricetina se
encuentran en valores de pH mayores a 11.0, y sélo se pueden obtener mediante la correlacion
de los resultados experimentales y tedricos. Para explicarde lo que sucede con la Miricetina a

valores muy basicos se lleva a cabo el siguiente estudio.

Anteriormente se menciona la aparicion de una banda a 650 nm en el espectro de absorcion
de la Miricetina, cuando el pH es muy basico. En la figura 8.7 se observan dichos espectros, a
medida que aumenta el valor pH, la banda de 650 nm se hace mas intensa. Se puede observar
mas a detalle en la figura 8.8 que es una banda que llega a un maximo cuando han trascurrido
alrededor de 100 s y después empieza a disminuir. En el mismo tiempo disminuye también la
banda a 420 nm y una nueva banda aparece en 320 nm.
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Figura 8.7.Espectros de absorcion de Miricetina a diferentes valores de pH de 220 nm a 700

nm

Figura 8.8. Espectros de absorcién en el tiempo de la Miricetina 4x10° M de 220 nm a 800

nm a pH 11
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Debido a los cambios observados en la banda de 650 nm se propone la hipdtesis de que la
Miricetina se oxida a un intermediario radicalico que se forma cuando la molécula comienza a
descomponerse lo que ocasiona que sea mas inestable y tenga mas rutas de reaccion. La
banda correspondiente a la oxidaciéon de la Miricetina es la que se observa en 320 nm. Para
demostrar la existencia del intermediario radicalico se calculan los espectros UV tedricos de
cada especie anionica posible en su forma radicalica y la unica que muestra un color en la
region del visible fue el radical [H2Mir]"® que se produce cuando se forma la especie [H2Mir]*,
que es la ultima constante de acidez que se puede medir experimentalmente. En la figura 8.9
se observa la curva azul (espectro de absorcion experimental) y la roja (espectro de absorcion
tedrico) si bien hay una diferencia entre ellos de 70 nm que puede parecer muy grande hay
que considerar que el espectro tedrico es la contribucion pura de la especie radicalica, mientras
que el espectro experimental tiene la contribucion de todas las especies quimicas que se
encuentran en ese valor de pH incluyendo la propuesta del radical. Esto explica la desaparicion
tan rapida de las bandas espectrales de este compuesto cuando se encuentra a valores de pH

mayor a 11 y la imposibilidad de medir el resto de las constantes de acidez.

1.2 -
1
0.8 4 = Experimental
— Tedrica
< 0.6 1
0.4 4
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0 T T T T T T 1
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nm

Figura 8.9 Espectro experimental de 450 nm a 800 nm de la Miricetinaa pH 11 alos 70 sy

espectro tedrico del radical [H2Mir]2
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9 Sintesis de puntos cuanticos y su interaccion con los flavonoides.

Los Puntos cuanticos son nanoestructuras semiconductoras con gran importancia debido a su
Optica extraordinaria y propiedades electronicas.®® Su composicion y tamafio le confieren a
estos puntos excelentes propiedades Opticas (alta emision, tamano controlado y estrechas
bandas espectrales).®’ Estas propiedades se pueden modificar controlando el proceso de
sintesis, lo que se ve reflejado en la composicion y el tamafio de las nanoparticulas.®?%
Ademas, poseen una excelente fotoestabilidad (en muchos 6rdenes de magnitud mas grande
que los convencionales fluoréforos organicos).®* Los puntos cuanticos no tienen una
solubilidad acuosa intrinseca y por lo tanto su transferencia a la fase acuosa requiere la
funcionalizacion de su superficie con ciertos ligandos, que a su vez sirven como lugares de
anclaje para las biomoléculas.®® Por lo tanto, se han desarrollado una amplia gama de métodos
para conjugar con moléculas biolégicas en diversas areas: etiquetado de células,®® el

seguimiento de la célula,®” de imagenes in vivo,*® deteccién de ADN,® entre otras.

Entre los diferentes nanocristales se encuentran los de sulfuro de cadmio (CdS) de los cuales
se ha estudiado la dependencia del tamario con la fotoluminiscencia,’® los procedimientos
utilizados en la sintesis de estos nanocristales y sus importantes campos de aplicacién en

diferentes areas tales como nanomedicina, la optoelectronica, energia solar, etc. 101,102

La sintesis de nanocristales de CdS normalmente se realiza en disolventes organicos con el
fin de controlar su velocidad de crecimiento y la dispersion de los mismos, pero este método
tiene algunas limitaciones, ya que los puntos cuanticos en fase organica no pueden ser
utilizados en aplicaciones biologicas debido a su naturaleza hidrofébica. Por lo tanto, se debe
hacer una transferencia a la fase acuosa para que resulten biocompatibles, pero en este
proceso se pierde gran parte de la fotoluminiscencia de las nanoparticulas. A pesar del éxito
en la ruta de sintesis organica algunos han desarrollado alternativas para la preparacion de
puntos cuanticos de CdS utilizando medios acuosos.'®® En comparacion, la sintesis en medio

acuoso es mucho menos costosa, mas segura y directamente biocompatible.

Actualmente existe un gran interés en proponer nuevos avances en los procedimientos
destinados a la sintesis de alta calidad de nanocristales de CdS. Hasta la fecha, la mayoria

de los métodos que utilizan medios acuosos han resultado en un bajo rendimiento de sintesis,
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o lo que es lo mismo baja fluorescencia.’® Ademas en muchos de estos procedimientos, no
existe informacién clara en los estudios con respecto a las caracteristicas de las nanoparticulas
obtenidas, las variables involucradas en el proceso de fabricacién asi como la estabilidad y

reproducibilidad de los mismos.

En vista de las posibles aplicaciones de las nanoparticulas de CdS en este campo, se realiza
un estudio de sintesis de CdS. Se caracterizan las nanoparticulas de manera 6ptica, con
microscopia de transmisidn de electrones y electroquimica. Para poner en evidencia la

interaccion de los flavonoides con estas nanoparticulas.

9.1 Metodologia
9.1.1 Sintesis de nanoparticulas de CdS

La sintesis se lleva a cabo mezclando la cantidad deseada de una solucién de cloruro de
cadmio con acido mercaptoacético MAA, se ajusta el pH, la temperatura y se le afiade una
solucion de sulfuro de sodio preparada al instante para evitar la descomposicion, bajo agitacion
constante y atmdsfera de nitrégeno. A las 24 horas de agitacion se da por terminada la
sintesis. Toda el agua utilizada es desionizada y burbujeada con nitrégeno previamente. Las
concentraciones de cloruro de cadmio, acido mercaptoacético y sulfuro de sodio son variables
en cada sintesis, asi como el pH y la temperatura para encontrar un éptimo valor de

fluorescencia y tamafo de las nanoparticulas.
9.1.2 Tratamiento y Caracterizacion de las nanoparticulas:

Primero se centrifugan en Acetona en una relacién de 1/3 CdS/Acetona (v/v), a 0 °C por 15

min y se redisuelven en agua desionizada.

Microscopio de Transmision de Electrones TEM: Se toman 50 uL de la soluciéon de Puntos
Cuanticos se deja secar la muestra por media hora y se analizan en un Microscopio de

transmision de electrones EM-2011(Jeol,Ltd., Japon)

Electroquimica: Se toman diferentes volumenes de la solucion de nanoparticulas de CdS, se
pone en un amortuguador de acetatos 0.2M a pH 5 en un volumen final de 1.5 mL y se agregan

50 uL en un electrodo de SPE. Utilizando voltamperometria de onda cuadrada con un potencial
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de acondicionamiento de -0.15 V por 30 s, Potencial de depdsito -1.1 V por 120 s. EI mismo
procedimiento se hace en un chip fabricado con un electrodo de SPE con un monocanal
hibrido de PDMS de 50 uM de diametro. Las mediciones se hacen en un Potenciostato

Galvanostato Autolab 20.

Fluorescencia. Se toman las soluciones de las diferentes sintesis de CdS y se obtiene el
espectro de emisidon excitando a 380nm en una celda de quarzo de 1cm de paso Optico en un
fluorémetro Perkin Elmer. Previamente se hace un barrido de longitudes de onda para obtener

la longitud de onda de excitacién que en este caso es de 380 nm.
9.1.3 Inhibicion de fluorescencia de CdS

Se determina el espectro de emision de las nanoparticulas de CdS excitando a 380nm, para
ello se agregan 200 uL en un volumen final de amortiguador de fosfatos de 2 mL a un valor
de pH de 7.4 y se toma como referencia. Posteriormente se agrega el compuesto a determinar
en una concentracion final 5x10° M y se observan los cambios, ya sea con el flavonoide o con

cualquier sustancia que pueda causar interaccion para analizar la selectividad del método.

Ademas cambiando las concentraciones se obtienen las curvas de calibracion para diferentes

compuestos.

9.2 Resultados y discusion
9.2.1 Sintesis de Nanoparticulas de sulfuro de cadmio

Debido a que el Cd?*, S, y el MAA son las tres principales especies involucradas en la
formacion de los CdS es importante encontrar una relacion optima entre ellas, ademas del pH
y la temperatura de sintesis. Es por ello que se realizan varias sintesis cambiando las
relaciones Cd/S y Cd/MAA, pH y temperatura. A continuacion se muestra la tabla 9.1 con los
parametros utilizados de algunas de las sintesis que se llevaron a cabo. Las sintesis que se
llevan a cabo se etiquetan de S1 a S9 y San1 a San4, en la tabla solo se muestra la

composiciéon de las mas relevantes.
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Tabla 9.1. Parametros utilizados en las diferentes sintesis de CdS

S2 S3 S4 S6  San2 S7 S8 S9
&San3
Cd/MAA 0.1 0.1 015 01 1 0.15 1.16 1.26
Cd/s 1.0 1.0 1.0 1.0 2 2.0 219 229
pH3erpaso 4.7 478 7.0 7.0 11 7.9 10.15 7.68
Temperatura TA TA TA TA TA TA 35 35

e * Se afiadié NazS gota a gota TA= Temperatura ambiente

9.2.2 Caracterizacion
9.2.2.1 Fluorométrica

Uno de los factores que se tiene en cuenta es la evolucion en el tiempo del maximo de emision.
La Figura 9.1 muestra la variacion de la intensidad de fluorescencia en un maximo de 72 horas,
para 3 sintesis diferentes. Las 3 son inestables y estan en constante cambio y una de ellas
San3 comienza a disminuir su intensidad a partir de 48 horas. Estas tres fueron las mas
fluorescentes desde el inicio y las Unicas que se monitorearon hasta las 72 horas, es por ello
que no se muestran datos del resto de las sintesis, ya que el objetivo es obtener un buen

rendimiento cuantico.
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Figura 9.1. Evolucién de la fluorescencia de las nanoparticulas de CdS

En la figura 9.2 se pueden observar los espectros de emision para las diferentes sintesis, todas
son excitadas a 380nm. Se pueden apreciar las diferentes intensidades de fluorescencia y los
cambios en la longitud de onda del maximo de emision: a mayor longitud de onda, mayor el
tamano de la nanoparticula. S4, San3 y San2 son por la reproduccion de las sintesis obtenidas
de la literatura mientras que las demas se obtuvieron modificando algunos de los parametros
mas relevantes de la sintesis. Se puede observar como S8 es significativamente mas
fluorescente que las reportadas en la literatura y también con la menor longitud de onda de

emision.
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Figura 9.2. Espectros de fluorescencia de algunas de las sintesis de CdS

9.2.2.2 Microscopia de transmision de electrones.

Para tener una caracterizacién de las nanoparticulas es imprescindible observarlas en el
microscopio de transmisiéon de electrones (TEM). La figura 9.3 muestra las imagenes de la
sintesis S8. Se pueden ver los planos cristalinos correspondientes a los puntos cuanticos de

CdS, hay una buena dispersion y el tamafo de la nanoparticula es de alrededor de los 2.5 nm.

Se caracteriza también la sintesis S7 en la cual se puede observar la formacién de agregados
esféricos de alrededor de 100-200 nm de diametro (figura 9.4 a 'y b) La esfera esta compuesta
por miles de nanoparticulas figura 9.4 c, ademas en la periferia de la esfera también se
observan puntos cuanticos monodispersos figura 9.4 d, el tamafio de los mismos es un poco
mas grande que S8 alrededor de los 4 nm, esto explica la diferencia en la longitud de onda de
emisién. La diferencia entre esta sintesis y S8 es una alta concentraciéon de MAA,
aparentemente es el responsable de formar estos agregados esféricos y aumentar el tamafio

de las nanoparticulas.
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a b

Figura 9.3. Imagenes de TEM de la sintesis S8, a: A escala de 20 nm, b: acercamiento a 5

nm.

Después de analizar los espectros de fluorescencia y sus intensidades con respecto a las
relaciones Cd/S, una relacion de 1 provoca que practicamente no se formen puntos cuanticos,
el exceso de sulfuro causa resultados negativos. Cuando la relacién es de 2 hay un buen
rendimiento de sintesis y a medida que se disminuye un poco mas la cantidad de sulfuro de
sodio aumenta la fluorescencia disminuyendo también el tamafo de la nanoparticulas, hasta
un éptimo de 2.19 la relacion de Cd/S (S8) y comienza a perder rendimiento cuando la relacion
es de 2.29 (S9). Mientras mas pequefa la relacion Cd/MAA, se produce la formacion de
agregados esféricos uniformes y un tamafo relativamente mayor de los nanocristales, al
aumentar esta relacion, los cristales se hacen mas dispersos y disminuye el tamafo de las
nanoparticulas. El pH es un factor muy importante que no se puede pasar por alto, ya que a
valores de pH 7 en adelante hace posible la formacion estable de las nanoparticulas, esto se
atribuye a la formacién de un complejo entre el MAA y el Cd. Ademas valores bajos de pH
provocan la descomposicion del sulfuro de sodio a sulfuro de hidrogeno y por tanto impide la

formacion de los puntos cuanticos.
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Figura 9.4. Imagenes de TEM de las sintesis S7, a: escala 1Tum formacién de agregados
esféricos, b: acercamiento a 50 nm de una de las esferas, c: sobre la esfera a 5 nm la escala,

d: en la periferia de la esfera a 10 nm.

9.2.2.3 Electroquimica
9.2.2.3.1 Resultados electroquimicos (gota)

Se utiliza Voltamperometria de onda cuadrada, para la determinacion de las diferentes

concentraciones de CdS siguiendo la corriente de la reduccion de Cd(ll) a Cd(0) sobre el
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electrodo SPE a varias condiciones: rompiendo los CdS con HCI 1 M, se mediria directamente
la cantidad de Cd?* en la solucién y compararla cuando esta en presencia una solucion

amortiguadora de fosfatos 0.1 M donde todavia permanecen integros los CdS.

La figura 9.5 muestra los resultados en HCI para varias concentraciones de CdS mediante la
técnica de Voltamperometria de onda cuadrada, utilizando un electrodo SPE, agregandole una
gota de 50 uL. Se puede observar como al aumentar la concentracion de CdS aumenta la

corriente de pico pero también se desplaza el potencial de oxidacion del Cd?* sobre el
electrodo.
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1.1 1 0.9 E/v-0.8 0.7 0.6 0.5

Figura 9.5 Voltamperometria de onda cuadrada de los CdS a diferentes concentraciones en

HCI en electrodo SPE

En la figura 9.6 se muestran las curvas de calibracion correspondientes en HCl y en
amortiguador de acetatos a pH 5.5 0.2 M. Como es de esperarse, la corriente es mas grande
en HCI, no obstante también es medible en el amortiguador de acetatos obteniéndose una

buena correlacion. Este estudio es importante para aplicarlo por ejemplo a conjugacién de CdS
con anticuerpos en una prueba de Elisa.
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Figura 9.6. Curva de Calibracion en HCI (a) y en amortiguador de acetatos 0.2M (b), de la

voltamperometria de onda cuadrada de los CdS

9.2.2.3.2 Caracterizacion en Chip

También se realiza el mismo procedimiento pero utilizando un CHIP hecho en el laboratorio de

PDMS con un microcanal Hibrido de 500 um de espesor, en amortiguador de acetatos.
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Se observa en la figura 9.7 y 9.8 como la corriente es mucho mayor que en el experimento en

gota, esto es debido a que hay un flujo establecido en el canal mientras transcurre el tiempo
de deposito.
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Figura 9.7. Voltamperometria de onda cuadrada de los CdS a diferentes concentraciones en

amortiguador de acetatos
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Figura 9.8. Curva de Calibracion en amortiguador de acetatos 0.2M (b), de la

voltamperometria de onda cuadrada de los CdS
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Hay que destacar que en esta seccion no se busca hacer un estudio exhaustivo de todos los
parametros que influyen en el procedimiento de sintesis porque habria que hacer demasiados
experimentos para controlar todas las variables adecuadamente. Solo se modifican algunos
parametros para tener una idea de como lograr un buen rendimiento en los CdS y darles
aplicacién. Lamentablemente se confirma una vez mas que la sintesis de puntos cuanticos en
medio acuoso no es reproducible, en términos de intensidad de fluorescencia y que es un
proceso dinamico que esta en constante cambio, incluso después de haber “terminado” la
sintesis y almacenarlo a 4 °C en ausencia de luz, se observan cambios en la luminiscencia,
pH e incluso el tamano de las nanoparticulas, trascurrido el tiempo (semanas). La limpieza del
material es muy importante para la sintesis, en algunos casos no se obtiene rendimiento alguno

si no se limpia con agua regia todo el material y/o con persulfato de amonio.

No obstante puede ser utilizado para hacer estudios cuantitativos, ya que los resultados con
varias curvas de calibracién (obtenidas para cada una de la sintesis de las nanoparticulas) son
reproducibles, cada sintesis mantiene sus propiedades de fluorescencia mientras dura el
experimento y solo hay que medir la fluorescencia inicial y establecer esa medicion como

referencia.

9.2.3 Uso de CdS en la determinacion de Flavonoides

Al hacer las primeras pruebas, solo es necesario poner en contacto una solucion de alguno de
los flavonoides con la solucion de puntos cuanticos y se observa una disminucién en la
fluorescencia, particularmente la primera prueba se hace con una solucién de Quercetina. Se
mide la fluorescencia de 200uL de CdS en un amortiguador de fosfatos con valor de pH 7 0.1
My al agregar Quercetina a una concentracion final de 0.01 mM, se observa una disminucion

considerable en la fluorescencia (figura 9.9)
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Figura 9.9. Espectro de fluorescencia de los CdS con y sin presencia de Quercetina

El siguiente paso seria ver la dependencia de la fluorescencia con la concentracion por lo que
se hace una curva de calibracién. En la figura 9.10a se muestran los espectros de emisioén a
diferentes concentraciones, de las cuales se toma el maximo de emision y se grafica en funcion
de la concentracién (figura 9.10b).Se observa una dependencia no lineal si se toma todo el
intervalo de concentraciones realizado en el experimento, por lo que se reducen los puntos
para concentraciones mas bajas de Quercetina con el objetivo de obtener una tendencia lineal
(figura 9.10c).
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Figura 9.10 Espectros de emision de la Quercetina a varias concentraciones en presencia de

CdS (a) curva de calibracion exponencial de 0 a 1.1x10* M de Quercetina (b) y curva de

calibracion lineal de 0 a 3.80 x 10° M (c)

Se obtienen también las correspondientes curvas de calibraciéon para los sistemas con

Miricetina, Kaempferol y Morina (los resultados se muestran en el anexo 4 figuras A1, A2, A3).
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Se obtienen resultados similares pero con cambios en la pendiente, lo que demuestra una

dependencia con la naturaleza del compuesto. Esto se discute en la seccion 9.2.5.

La selectividad se convierte en una prioridad una vez demostrado que el sistema funciona, por
lo que se prueban moléculas similares que posean anillos fendlicos, otras con grupos amino
que se pueden acoplar con los grupos carboxilo, que presentan los CdS en su superficie,
ademas de algunas otras que pueden estar presentes junto con los flavonoides en muestras

reales como por ejemplo el acido ascorbico.
9.2.4 Inhibicidn de Fluorescencia

La figura 9.11 muestra espectros de fluorescencia de los CdS solos y en presencia de varios
compuestos. En el primer experimento de prueba que se hace casi al azar, utilizando algunas
sustancias con propiedades similares, o muy diferentes que se encuentran en el laboratorio, y
otras que podian interferir. Como por ejemplo el acido ascorbico puede ser un interferente ya
qgue se encuentra en las frutas, donde estan presenten los flavonoides. Se observa que solo la
parabenzoquinona hace que aumente la fluorescencia, mientras que el resto de las moléculas

no provoca ningun cambio, excepto la Curcumina que la inhibe de igual forma que la

Quercetina.
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Figura 9.11. Espectros de CdS con algunos posibles interferentes a la misma concentracion
5x10°M
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Para hacer un estudio mas profundo, analizar la selectividad del método mas a fondo y
encontrar una explicacién al porqué de la inhibicién de fluorescencia, se desarrolla una nueva
estrategia para explicar lo que ocurre en la Quercetina y la Curcumina, y el resto de las
moléculas probadas, y solo existe algo en comun que comparte la Quercetina y la Curcumina,
y es que son compuestos fendlicos conjugados con dos anillos. Considerando este resultado
se analizan el resto de los flavonoles objetivo de este trabajo (Miricetina, Kaempferol y Morina)
y otra serie de antioxidantes y compuestos fendlicos bajo la hipdtesis de que solo los
compuestos fendlicos conjugados completamente con dos o0 mas anillos son capaces de inhibir

la fluorescencia.

Se prueban ademas flavonoides que no estan conjugados completamente como la catequina
y la hesperetina, y un compuesto totalmente conjugado de tamafio similar pero que no presenta
grupos OH como es la Xantona, de esta manera se eliminan variables para llegar a una
conclusién. También otros antioxidantes conjugados pero con un solo anillo fendlico, (ya que
se vio anteriormente que el catecol no inhibe la emisién) como el acido caféico, vanilico y
galico.

La tabla 9.1 resume la estructura de las moléculas que se probaron y si inhiben o no la

fluorescencia de los puntos cuanticos.

Tabla 9.1. Resumen de la inhibicion de fluorescencia de los compuestos probados y estructura

de las moléculas.

Compuesto Inhibicién de fluorescencia Estructura
Parabenzoquinona NO
Quercetina Sl
Catecol NO
Hidroquinona NO
Fenol NO
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Acido Ascorbico NO " h,
HO ~ o}
HO H
Dopamina NO HOD/\/NHZ
HO
Ibuprofeno NO T o
CHy
H;C ©
Amoxicilina NO MH y
HO s
o :J:,!:X
0}~0H
Hesperetina NO o~
| o™
CH O
Catequina NO o
q HO o _.\\©:0H
OH
QH
Curcumina SI o Joe o
O Z A O OCH;
o 0O
B-Caroteno NO o
Genisteina NO
Cianidina Si
Morina Si
Miricetina Si
Kaempferol S
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Mangiferina Sl M o 0 OH
e U
HO oR OH
OH O

Xantona NO D
S8s
Acido Galico NO Ox-CH
HO OH
OH

Acido Caféico NO 0
HO.
HOY 5 S
e . . H
Acido rosmarinico NO Oofj@/w
"0
HO
OH
Q. OH

Acido Vanilico NO
_CHs
(8]
OH
DCPI S| pero se recupera 4 2 »
totalmente en el tiempo y se
decolora |

.,

Se observa en la tabla que sistemas como Quercetina, Curcumina, Miricetina, Kaempferol,
Morina, Cianidina y Mangiferina inhiben la fluorescencia mientras que el resto no lo hace. Hasta
ahora parece que el sistema funciona conforme a la hipdtesis planteada. Ya que los
flavonoides como Catequina y Hesperetina que no estdn conjugados no inhiben la
fluorescencia ni tampoco los otros compuestos conjugados mas pequefios. Pero ¢ qué ocurre
con la Genisteina? Este cumple con los requisitos fijados al inicio, tiene total conjugacion y dos
anillos fendlicos. Pero si se observa bien tiene el anillo B en la posicién 3 y no en la 2 como el
resto de los flavonoides, de hecho es una isoflavona y carece por consiguiente del grupo OH
en la posicién 3, lo que hace que este compuesto no tenga las propiedades del resto. Esto
hace que los resultados sean aun mas favorables. Al parecer el sistema solo es selectivo a
flavonoides y/o compuestos con gran actividad antioxidante totalmente conjugados con dos o

mas anillos fendlicos.

58



El caso de la DCPI donde hay una disminucion temporal en la fluorescencia ayuda a elucidar
el posible mecanismo de reaccion y por otro lado no provoca ningun cambio en la hipotesis.

Esto se discute en la seccidon de mecanismo de reaccion mas adelante.

Esta técnica puede ser una forma viable y econémica de determinar este tipo de compuestos
e incluso proponerla para la determinacion de flavonoides totales en muestras reales de
alimentos de nuestra dieta como vino, frutas, Te, etc. ;Pero tendra alguna relacion la

disminucién de la fluorescencia con la actividad antioxidante de estos compuestos?
9.2.5 Relacion de inhibicién con la estructura

Al observar las curvas de calibracion hay cambios en las pendientes lo cual indica que la
fluorescencia no se inhibe de igual forma en los diferentes compuestos. De hecho la pendiente
ya establece un orden de inhibicidn, pero para entenderlo mejor e incluir, la mangiferina,
cianidina y curcumina con fines comparativos se hizo un estudio cuantitativo a la misma

concentracion de cada compuesto y a un valor de pH fijo de 7.4.

Para descartar errores se mide la fluorescencia intrinseca de cada sustancia por triplicado
excitando a la misma longitud de onda en ausencia de CdS. La figura 9.12 muestra los

resultados.
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Figura 9.12. Resultados de fluorescencia de cada compuesto inhibidor a una concentracion

5%x10° M a un valor de pH 7.4 en ausencia de puntos cuanticos.

59



Se puede ver que la mangiferina es el mas fluorescente de todos seguido de la cianidina y la
Morina, también se observan las diferentes formas de los espectros de emision y que coinciden
con la longitud de onda de emisién de las nanoparticulas. El resto no presenta fluorescencia

practicamente bajo las condiciones estudiadas.

La figura 9.13 muestra los resultados cuantitativos obtenidos. En la figura estan promediados
los valores del experimento realizado por triplicado y restada la fluorescencia intrinseca de
cada uno de ellos. En el anexo 5 se incluye la figura A4 sin restar estos espectros, en ésta hay
un cambio claro de la forma del espectro de emisioén lo cual es consecuencia de la suma de la
contribucion de la fluorescencia intrinseca de los compuestos. Se asume que no ocurre ningun
cambio en la fluorescencia intrinseca de los compuestos de interés después de realizar la

mezcla Es por ello que se decide restar esta contribucion.

NOTA: La tendencia es la misma para los flavonoides si no se resta la fluorescencia intrinseca.
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Figura 9.13. Espectros de emision de los CdS en presencia de varios compuestos a una

misma concentracién (5x10-°M).
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Finalmente para visualizar mejor esta tendencia en la grafica 9.14 se puede ver el porcentaje
de inhibicion de fluorescencia ordenado de manera decreciente. Si relacionamos esto
directamente con la actividad antioxidante, el compuesto mas activo segun la hipotesis seria
la Morina seguida de la Cinanidina, Mangiferina, Miricetina, Quercetina, Curcumina y por ultimo

el Kaempferol.

En los compuestos de interés de este trabajo el orden de inhibicion de fluorescencia y el
numero de OH en el anillo B seria: Morina 2 >Miricetina 3 >Quercetina 2>Kaempferol 1. Es un
orden que va de acuerdo a la cantidad de grupos fendlico en el anillo B, excepto para la Morina
la cual tiene la misma cantidad de grupos OH que la Quercetina de manera general en el anillo

B y uno menos que la Miricetina.

Hay que sefalar que la posicidn del OH en el anillo B es diferente en la Morina, lo que hace
que tenga el pKa mas bajo y en las condiciones estudiadas es el mas iénico de todos, donde
contribuyen mayoritariamente el anién y el dianién. En la siguiente seccion se analiza la
actividad antioxidante de estos compuestos mediante el conocido método del DPPH vy
posteriormente se analiza la termodinamica de reaccion y la cinética de forma tedrica de estos
compuestos frente al radical hidroperoxilo por todos los caminos de reaccidn posibles y se

podran comparar con los resultados obtenidos con esta técnica para ver si hay alguna relacion
con la actividad antioxidante.
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Figura 9.14. Porcentaje de inhibicion relativo para cada compuesto estudiado
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9.2.6 Mecanismo de reaccion

Varios autores argumentan que la disminucion de la fluorescencia de los CdS se debe a una
transferencia electronica de los CdS al compuesto que se conjuga con ellos, y en efecto sucede
de esa manera. Pero particularmente este caso no es asi ya que un antioxidante no deberia
quitarle electrones a los CdS y mucho menos con la tendencia que se encuentra. Por otro lado
se sabe que los flavonoides forman complejos con metales y uno de ellos es el Cadmio,'% por
lo que se asume que la formacioén de este complejo con el Cd de los CdS es lo que produce

que se compartan electrones en todo el sistema y se inhiba en parte la fluorescencia.

En base a esto llama la atencién lo que ocurre con la DCPI, ya que se observa que inhibe la
fluorescencia pero al poco tiempo se vuelve a recuperar a los valores iniciales de fluorescencia.
Mientras que la DCPI pasa de color azul a transparente, de hecho la DCPI es un oxidante, en
solucion acuosa se encuentra en su forma oxidada y tiene un color azul a valores de pH
mayores de 6. Se utiliza en la determinacion de acido ascorbico, esa reaccidon se sigue
espectrofotométricamente, cuando la DCPI se reduce en presencia de AA pierde el color. Para
analizar lo que ocurre en este caso se hace otra prueba mezclando MAA con el pH ajustado a
7.4 con DCPI y se observa que poco a poco se vuelve trasparente. Con esto queda un poco
mas claro lo que esta ocurriendo. La DCPI se conjuga con los CdS mediante un enlace
peptidico y puede haber una transferencia electrénica, o la formacién de un complejo con el
mismo cadmio, perdiendo asi la fluorescencia mientras que una reaccion mas lenta con el MAA
en exceso en la solucion de CdS provoca la reduccion de la DCPI y con esto la pérdida de
color. Al reducirse la DCPI se pierde el complejo con el cadmio o bien los CdS recuperan
electrones, recuperando asi la fluorescencia. Esto indica ademas, que todo este proceso de

disminucién de la fluorescencia de los CdS es reversible.
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10 Capacidad Antioxidante con DPPH

Otra técnica que se emplea para la determinacion de la actividad antioxidante es la que se
basa en la reaccion del radical estable 2,2-diphenyl-1-picrylhnydrazyl (DPPH) con la especie
antioxidante. Este método tiene la ventaja de obtener rapida y econdmicamente la informacion
de la capacidad de la especie antioxidante al eliminar el radical (DPPH), la sefal del radical se
sigue espectrofotométricamente, ya que absorbe a una longitud de onda de 509 nm, y
conforme disminuye la concentracion del radical por efecto de la especie antioxidante la sefal
del radical disminuye.'® Pero tiene el inconveniente de que se trata de una molécula muy
grande con alto impedimento estérico por lo que el mecanismo de reaccién frente a un polifenol
seria mayoritariamente por transferencia electronica.'®” Esto puede no simular el mecanismo
frente a radicales altamente reactivos y pequefios como el hidroxilo, peroxilo, etc. que podrian
reaccionar por trasferencia de hidrogeno. Y son realmente los responsables de causar el estrés

oxidativo.

En la actualidad, se han publicado numerosos trabajos utilizando al DPPH como indicador de
la actividad antioxidante de compuestos polifendlicos, con cierto énfasis en la Quercetina por
ser el mas abundante en nuestra dieta,'®® pero a la vez es objeto de polémicas y controversias
respecto al mecanismo de accién del DPPH, el efecto del solvente, disefio del experimento,
entre otras.'® Por ejemplo en algunos casos se utiliza el radical en exceso y en otros el
polifenol en exceso mediante el seguimiento del radical a 520nm aproximadamente por
espectrofotometria UV-VIS, dichos resultados no deben ser comparables, otro ejemplo es el
uso de solventes, que pueden estar reportados en etanol o metanol indistintamente o mezclas
de estos con agua. Y se debe prestar una especial atencion a esto ya que podria haber o no
especies idnicas, o mezclas de las mismas en el sistema lo que cambia totalmente el
comportamiento de la reaccion. Debido a lo anterior se propone obtener resultados propios

utilizando esta metodologia para llegar a una conclusion.

10.1 Metodologia

Para los resultados definitivos que se muestran en esta seccidn se preparan soluciones madre

de DPPH y de los compuestos a estudiar en metanol, aproximadamente 5 mg en 5 mL de cada
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una de ellos. En una celda de cuarzo de longitud de paso o6ptico de 1 cm se agregan las
correspondientes cantidades de DPPH, metanol y agua para tener una mezcla de
metanol/agua 80/20 y una concentracién de DPPH 1.1x104 M. Posteriormente se agregan
diferentes cantidades para cada experimento del compuesto de interés y se miden los
espectros de absorcién en un espectrofotémetro lambda 920 marca Perkin EImer de 210 a
680 nm de forma continua. En otro experimento se sigue la sefal del DPPH en el tiempo a 519
nm (maximo de absorcion del DPPH).

10.2 Resultadosy discusion

El estudio con el DPPH se lleva a cabo bajo diferentes condiciones, primero se simula un pH
fisiologico en una mezcla metanol:agua 80:20 con amortiguador de fosfatos a pH 7.4 y asi
permitir el predominio de las especies anionicas de los flavonoides estudiados.
Lamentablemente no es posible seguir espectrofotométricamente el DPPH ya que algunos de
los productos de reaccion absorben a la misma longitud de onda (520 nm). En el anexo 6
Figura A5 se muestran los resultados obtenidos mediante esta metodologia. Se llega a esta
conclusién ya que en los reactivos no hay solapamiento de bandas espectrales (anexo 7 figura
AB)

Se utiliza para los experimentos definitivos una mezcla de metanol agua 80:20 que si bien no
simula el pH fisiolégico se acerca a un pH donde se tiene una fraccion de estas moléculas
desprotonada.’®” En el anexo 8 figuras A7, A8 y A9 también se muestran experimentos con
etanol, metanol y mezclas de estos con agua, donde se aprecia que el metanol y su mezcla

80:20 es la mas eficiente en la reaccion de los flavonoides con el DPPH.

Se estudia la interaccion del DPPH con los 4 flavonoles de interés mas la Curcumina, la
Mangiferina, y el Trolox como referencia. En las figuras 10.1 y 10.2 se observan los resultados
obtenidos, a una concentracion fija de DPPH 1.11 uM y a diferentes concentraciones de
antioxidante una vez estabilizado el sistema, o a los 4 min de reaccién; a la derecha los
espectros de absorcion de 210 a 680 nm y a la izquierda la curva de calibracion
correspondiente sobre el maximo de absorcion en el visible a 519 nm. Los resultados de

Mangiferina y Curcumina se encuentran en el Anexo 9 figuras A10 y A11
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1.4

17 & A =-33641[Trolox] + 1.2437
. RZ - 1
1 .
-
<0.8
e,
0.6 ..
‘@
0.4
0.2
0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05
[Trolox]/M a)
1.4
12 @ A =-50866[Mir] + 1.2124
. ) R?=0.9992
.
0.8
<
0.6 ..
0.4 .
o,
0.2 e
o
0
0.00E+00 5.00E-06 1.00E-0O5 1.50E-05 2.00E-05 2.50E-05
[Miricetina]/M b
1.3
15 c
1.1 ‘ A=-21481[K] + 1.238
1 e, R2=1
0.9 ...
<o.8 e
0.7 T
| J
0.6
0.5
0.4
0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05
[Kaempferol]/M c

Miricetina (b) y Kaempferol (c) mas la curva de calibracién correspondiente.

65



. . 1.
25 [Quercetina]/M 4
5 —0 ——5.78E-06 12 ¢ A=-45269[Qct] + 1.2223
1.15E-05 1.73E-05 1 e R%=0.9999
——2.30E-05
1.5 /\ 0.8
< e.
< 06 -
1
0.4 ®.
05 02 "...
0
0 0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05 3.00E-05
206 306 406 506 606 ,
A/nm [Quercetinal/M d
2.5 [Morina]/M 1.3
—0 T OA5E06 12 $. A=-22715[Mor] +1.2394
5 1.09E-05 1.63E-05 5
——2.17E-05 11 ‘0., R*=10.9999
15 1 ...
< ..
< 0.9 ..
! 0.8 )
o
0.7
0.5
0.6
0 0.5
208 308 408 508 608 0.00E+00 1.00E-05 2.00E-05
A/nm [Morina]/M

e

Figura 10.2. Espectros de absorcion de DPPH a varias concentraciones de Quercetina (d) y

Morina (e) mas la curva de calibracidén correspondiente.

En general para cada flavonoide se observa un descenso en la absorbancia del DPPH en 519
nm lo cual es de esperarse, pero en el UV el DPPH tiene un maximo a 330 nm
aproximadamente. Si se observa detenidamente las graficas correspondientes a la Quercetina
y la Miricetina hay un incremento en esta banda con un ligero desplazamiento a la derecha y
permanece casi constante para Morina y Kaempferol. Es el mismo comportamiento en esta
longitud de onda que en las graficas de la seccion de estabilidad. En la descomposicion de la
Miricetina y Quercetina a pH basico se observa esta banda que se le atribuye a la oxidacion
de este compuesto. Dicho de otra forma la banda correspondiente a la oxidacién del grupo

Catecol que no se observa en Kaempferol y Morina.
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Para las curvas de calibracion se observa una excelente correlacion con una dependencia
lineal con la concentracion para cada flavonoide. Las pendientes de cada curva proporcionan
la relacién que existe de cada compuesto con la antioxidante. Esto se discutird a detalle
después de analizar la siguiente grafica de Absorbancia en funcién del tiempo a 519 nm

siguiendo el DPPH a una concentracion de 5x10° M de cada compuesto (figura10.3).

1.4

1.2 Kaempferol Miricetina Quercetina Mangiferina

Morina Trolox Curcumina

0.8
0.6
0.4

0.2

t/min

Figura 10.3. Cinética del DPPH 1.1x10*M seguida a 519 nm con los diferentes compuestos

estudiados a una concentracion fija de 5x10-5 M.

Resulta interesante examinar esta grafica con detenimiento, considerando que todas las
especies se encuentran a la misma concentracion, primero como Morina y Kaempferol
presentan una reaccidn casi instantanea con el DPPH, después de 3s que es el tiempo minimo
que se puede medir, permanece practicamente constante hasta los 3 min. Algo que no ocurre
con el resto. A los mismos 3 segundos se encuentra que la Miricetina y Quercetina disminuyen
mas la sefal del DPPH que los dos anteriores, pero presentan una cinética adicional. Es decir,
se esta hablando de una primera reaccion rapida, del DPPH con el flavonol por transferencia
electronica lo que tiene mucho sentido ya que esta reaccidon efectivamente es muy rapida. Y

una segunda reaccién, con una cinética mucho mas lenta. Algunos autores este
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comportamiento se lo atribuyen a una segunda reaccion de productos oxidados para el caso
de la Quercetina con otros productos del DPPH, argumentando también que hay absorcion de
estos productos en la misma longitud de onda que el DPPH.*® Hay que tener en cuenta que
este estudio lo hacen diferente, en este experimento se trabaja con un exceso de DPPH y ellos
con un exceso de Quercetina. Trabajando solamente con Quercetina, quizas resulta légico
llegar a esta conclusion, pero al hacer el mismo experimento con este conjunto de sustancias
es dificil de creer porque hay un comportamiento tan diferente entre Morina y Quercetina por
ejemplo. Ambos tienen la misma cantidad de hidroxilos totales, la misma cantidad en el anillo
B y el primer pKa de la Morina es considerablemente mas bajo que el de la Quercetina. Se
esperaria que la reaccion de DPPH con Morina fuera mas eficiente o al menos similar a la de
la Quercetina, sin embargo ocurre todo lo contrario. Para analizarlo hay que mirar bien las
estructuras de los compuestos, si se observa la Quercetina, Mangiferina y Miricetina, las tres
que tienen una cinética diferente, comparten en su estructura una caracteristica que el resto
no presenta, el grupo catecol. La presencia de este grupo hace posible la regeneracién de la

molécula en el solvente en el que se esta trabajando y asi volver a reaccionar con el DPPH. 10

La tabla contiene los compuestos estudiados en orden de efectividad con DPPH, el valor de
la concentracion del antioxidante donde el DPPH es reducido a la mitad (IC50), y con fines
comparativos, caracteristicas importantes como el valor del primer pKa, numero de grupos OH

y si presenta o no grupo catecol.

Tabla 10.1. Valor del IC50 de los diferentes compuestos estudiados a una concentracion de
DPPH de 1,11uM.

Compuesto 1C50/M ler pKa No Grupos Grupo
OH Catecol
Miricetina 1.18E-05 6.33 6 Si
Quercetina 1.35E-05 6.18 5 Si
Mangiferina 1.48E-05 6.57 4 Si
Trolox 1.85E-05 3.89 1 No
Morina 2.73E-05 4,98 5 No
Curcumina 2.76E-05 8.38 2 No
Kaempferol 2.88E-05 7.22 4 No
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Se puede apreciar similitudes en los pKa de los tres primeros compuestos, todos presentan
grupo catecol, pero se diferencian en el numero de OH, y consecuentemente con el
experimento se rige el IC50 en efectividad con el numero de grupos hidroxilo, la Mangiferina
no es un flavonoide pero se usa como referencia por tener el grupo catecol. Del subgrupo que
no tiene el grupo catecol le sigue la Morina y por ultimo el Kaempferol, donde esta vez coincide
la hipétesis por el numero de OH y por el valor de pKa. El orden global decreciente en actividad
antioxidante por transferencia electronica frente al radical DPPH quedaria de la siguiente

forma:
Miricetina>Quercetina>Morina>Kaempferol

La actividad antioxidante va de acuerdo al numero de grupos hidroxilo, a pesar de ser igual en
Morina y Quercetina. La posicion en el anillo B hace la diferencia gracias al grupo catecol que

tiene la posibilidad de regenerarse en este solvente.
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11 Estimacion de la actividad antioxidante mediante calculos tedricos.

Debido a la dificultad y la controversia que existe para estimar la actividad antioxidante,
utilizando los métodos experimentales, considerando que las reacciones de los antioxidantes
con los radicales libres pueden ocurrir por diferentes mecanismos, se aprovechan los recursos
y los métodos computacionales actuales para estimar la actividad antioxidante de estos

compuestos utilizando calculos tedricos.

Los métodos computacionales mas usados para determinar la actividad antioxidante consisten
en evaluar indices de reactividad basados en el calculo de energias de ionizacion (El) y el
calculo de las energias de disociacion de enlace (EDE)."? EI método de El se utiliza para
evaluar la actividad antioxidante mediante el mecanismo de transferencia electronica, mientras
que el EDE se usa para el mecanismo de transferencia de hidrogeno. Estos métodos tienen la
desventaja de que solo permiten calcular los indices de reactividad por un mecanismo u otro
por lo que no posible predecir el mecanismo predominante por el cual reacciona un radical libre
con un antioxidante. Ademas de que no se consideran las fracciones molares de las especies

involucradas en el sistema a un determinado pH

Es por ello que se utiliza una metodologia recientemente propuesta conocida como Quantum
Mechanics-based test for Overall free Radical Scavenging Activity (QM-ORSA)."*3 que permite
obtener datos cineticos para reacciones quimicas en solucién con exactitud similar a la
experimental. Donde se propone un estudio sistematico con el funcional de la densidad
parametrizado M052X, el modelo continuo de solvente SMD teniendo en cuenta los posibles
mecanismos de reaccion, las fracciones molares de las especies a un determinado pH. El
método QM-ORSA establece una correlacion entre las constantes de velocidad
experimentales de 16 compuestos y las tedricas con un R?=0.99, una pendiente de 0.99 casi
1 y ordenada al origen 0.06 lo cual lo hace muy atractivo para estimar la actividad antioxidante
de los compuestos de interés en este trabajo. Ademas recomiendan para este estudio el uso
del radical hidroperoxilo, el cual no tiene un tiempo de vida media muy pequefio y puede ser
facilmente interceptado por compuestos fendlicos.''* Ademas de que es el mas simple de los
radicales peroxilo y se encuentra dentro de los de interés bioldgico que puede ser interceptado

a tiempo para evitar el estrés oxidativo.'"®
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11.1 Metodologia (Calculos termodinamicos y cinéticos)

Las optimizaciones de geometrias y los calculos de frecuencia se llevan a cabo usando el
funcional M05-2X y el conjunto de funciones de bases 6-31+G(d). Se identifican los minimos
locales y estados de transicion por el numero de frecuencias imaginarias 0 o 1,

respectivamente.

Todos los calculos se desarrollan con el paquete computacional Gaussian 09. Las
contribuciones termodinamicas, a una temperatura de 298.15 K, se incluyen en el calculo de
energias relativas. Los efectos del solvente se modeladan mediante calculos con el modelo

continuo SMD en medio acuoso.

Se incluyen los efectos de caja del solvente de acuerdo a las correcciones propuestas por

Okuno,''® teniendo en cuenta la teoria del volumen libre propuesta por Benson.'"”

Las constantes de velocidad (k) se calculan usando la Teoria del Estado de Transicion

(TST)"8-120 y g estado estandar 1 M como:

k = ok k;T o (AC7)RT (11.1)

donde ks y h son las constantes de Boltzman y Planck, o es la degeneracion de caminos de
reaccion de acuerdo al numero de trayectorias de reaccion equivalentes, k la correccion de
tunelaje y AG* es la energia libre de activaciéon de Gibbs. En el caso particular de las

transferencias electrénicas, AG” se calcula utilizando la Teoria de Marcus'?'.122.123 como:

AGL. :%(HAC;T—ESJ , (11.2)

donde A es la energia de reorganizacion, es decir, la energia que se requiere para
‘reorganizar” la estructura del sistema desde las coordenadas iniciales a las finales, sin

cambiar el estado electrénico, y se define como:

A= AETES(verticaI) _AG?ES(adiabatica) ) (11.3)
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donde AE, es la diferencia de energias electronicas verticales entre productos y reactivos, y

AG/., es la energia libre de Gibbs de reaccién estandar adiabatica.

Las correcciones de tunelaje se calculan usando las correcciones de tunelaje de curvatura cero
(ZCT).1%4

Algunas de las constantes de velocidad (k) calculadas se encuentran cercanas al limite por
difusion. Por lo tanto, la constante de velocidad aparente (kspp) Nno puede ser obtenida
directamente de los calculos de TST. Para incluir este efecto en el presente trabajo se utiliza

la teoria de Collins-Kimball:12°

kaact
=——) (11.4)
e kD + kact
donde kact €s la constante de velocidad obtenida a partir de calculos TST (ecuacion 11.1), y ko
es la constante de difusién segln la aproximacion de Smoluchowski'?® para una reaccion

bimolecular irreversible controlada por difusion:
ky =47RDN,, (11.5)

donde R denota la distancia de reaccion, es decir, en el caso de la transferencias electrénicas
simples corresponde a la suma de los radios de los reactivos, Na es el numero de Avogadro, y
Dag es el coeficiente de difusién mutua de los reactivos A (radical) y B (antioxidante). Das se
calcula a partir de la suma entre Da y Dg de acuerdo a la referencia '?’. Da 'y Dg se estiman a
partir de la aproximacién de Stokes—Einstein:128.12°

KgT

D= ,
6zna

(11.6)

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, n denota la viscosidad del
disolvente, en este caso agua (n=8.91 x 10 Pa s), y a es el radio del soluto que se obtiene

para cada especie a partir de su volumen calculado.
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11.2 Resultados y Discusion
11.2.1 Calculos Termodindmicos

Se realiza el estudio termodinamico de la reaccién de Quercetina con el radical hidroperoxilo
por todos los caminos de reaccion posibles. Los cuales son; adicion, transferencia de
hidrégeno, y trasferencia electronica para todas las especies involucradas en el sistema. A un
pH de 7.4 de acuerdo a los pKas de la Quercetina y el diagrama de distribucion se tienen 3
especies, la neutra, monoanionica y dianionica con fracciones molares de 0.03, 0.51 y 0.46

respectivamente A continuacion en la tabla 11.1 se muestran estos resultados.
Esquemas de reaccion:
Adiciéon H,Ph + R = [H,Ph —R]
Transferencia de Hidrogeno H,Ph+ R = H,_;Ph'+ HR
Transferencia Electronica Simple H,Ph + R" = H,Ph'" + R~

Tabla 11.1 Energias AG de reaccion de los 3 mecanismos estudiados de las diferentes

especies de la Quercetina con el radical hidroperoxilo.

Posicién Neutro Monoanién Dianién
AG (kcal/mol) AG (kcal/mol) AG (kcal/mol)
Adicion
a5 16.78 16.83 18.82
ab 20.89 20.78 16.25
a7 22.47 19.29 25.43
a8 19.51 19.35 15.52
bl 26.06 22.56 ------—--
b2 16.80 15.78 17.43
b3 16.23 11.57 11.10
b4 11.38 14.53 14.17
b5 19.46 16.00 15.62
b6 14.20 14.64 14.52
cl 3.56 5.18 3.30
c2 8.29 7.65 5.46
c3 22.41 7.69 12.70
4 e e e
c9 24.83 2432 -
Abstraccion
5a 7.85 -1.11 2.76
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7a 7.96 -5.02  ------

3a’ -2.21 -9.13 -9.97
43’ -3.75 - e
3a -3.77 -11.91 -12.86
Transferencia
28.65 6.83 4.44

Como se aprecia en la tabla, no hay ninguna reaccion exergoénica para el mecanismo de
adicién en ninguna de las especies. Para el mecanismo de transferencia de hidrégeno hay 3
posiciones termodinamicamente viables para la especie neutra, 4 para el anion y 2 para el
dianion. Las energias por transferencia electrénica podrian ser relevantes para el aniéon y en

dianién a pesar de ser endergonicas.

También se hicieron los célculos termodinamicos para la Morina (tabla 11.2), pero esta vez se
omiten todas las reacciones correspondientes al mecanismo de adicion ya que se vio que un
sistema similar como la Quercetina no tenia ningun producto viable termodinamicamente.
Ademas esta demostrado en varios trabajos previos que los compuestos polifendlicos no
reaccionan por adicion.”® Para la Morina a pH 7.4 predomina el Monoanion y el Dianion con

fracciones molares de 0.68 y 0.32 respectivamente.

Tabla 11.2. Valores de AG de reaccion de las diferentes especies de la Morina con el radical

hidroperoxilo. Por el mecanismo de Transferencia de H y Transferencia electrénica.

Posicion Monoanidn Dianion
Abstraccion H DG (kcal/mol DG (kcal/mol
3a 4.10 1.24
4’ -4.21 -6.69
5a 3.35 4.64
7a -1.67

Transferencia E 11.13 6.71

Ademas se incluyen los calculos de transferencia electrénica de la Miricetina y Kaempferol
(tabla 11.3) donde predominan a pH fisiolégico la especia neutra, el monoanion, el dianién para
el Kaempferol con fracciones molares de 0.39, 0.59 y 0.03 respectivamente y el monoanién y

el dianién para la Miricetina con fracciones molares de 0.53 y 0.45 respectivamente.
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Tabla 11.3 Valores de AG de reaccion de las diferentes especies de la Miricetina y el

Kaempferol con el radical peroxilo por el mecanismo de Transferencia electrénica.

Mecanismo de trasferencia E

Kaempferol AG (kcal/mol)

Neutro 29.72
Monoanion 18.20
Dianién 491
Miricetina AG (kcal/mol)

Monoanidén 4.24
Dianién 2.04

11.2.2 Calculos Cinéticos

Para la Quercetina se encontraron dos estados de transicion (ET) que corresponden al anion,
son los dos mas energéticos segun la termodinamica por las posiciones 3a’ y 3a. En la figura

11.1 se muestran los ET.

Figura 11.1. Geometria optimizada de los estados de transicion de la Quercetina del

Monoanion.
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No es posible calcular los ET del dianion porque no existen, es decir no tienen barrera por lo

que para el dianidn la constante de velocidad se establece por el limite de difusién.

Para la Morina ocurre lo mismo que con el dianion de la Quercetina, se demuestra que no
existe barrera o ET haciendo un barrido de la energia potencial variando la distancia del
Hidrogeno de la posicion 4a’ de la Morina desde los reactivos y acercandolo al radical sobre la
coordenada de reaccion hasta los productos observando asi como en todo momento la energia
baja. Ver Figura 11.2.

-10
-12
-14
-16

-18

Energia electrdnica, relativa/Kcal/mol

-20
0.98 1.08 1.18 1.28 1.38 1.48 1.58 1.68 1.78
Distancia /A
Figura 11.2. Energia Electronica relativa del sistema en funcion de la distancia del H sobre la

coordenada de reaccion.

A continuacion en la Tabla 11.4 se resumen las constantes de velocidad calculadas para la
Quercetina y Morina por los mecanismos de transferencia de H y transferencia electronica

ademas de las de la Miricetina y Kaempferol por este ultimo mecanismo.

Tabla 11.4. Constantes de velocidad de reaccion para cada especie de los compuestos de

interés por los mecanismos estudiados.

Neutra  Monoanidn Dianidn Global
k Transferencia de Hidrégeno (M1s?)
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Quercetina 1.36E+03 3.13E+08 1.26E+09 1.57E+09

Morina 1.85E+09 8.65E+08  2.72E+09
k Transferencia Electrénica (Ms!)

Quercetina 5.13e+06  7.12E+07  7.63E+07

Morina 2.07E+04  2.85E+05 3.05E+05

Kaempferol 1.82E-11 1.02E-01 2.18E+06  2.18E+06

Miricetina 9.49E+07 4.90E+08 5.85E+08

Se observa en la tabla una tendencia general en todos los compuestos, a medida que se
desprotonan aumenta considerablemente la constante de velocidad. Esto se debe a que
aumenta el caracter electrodonador de los atomos de oxigeno que perdieron el proton. Y en
general la molécula puede donar mas facil un electrén o transferir un atomo de hidrégeno.
También se puede apreciar que la constante de velocidad global por transferencia de H de la
Morina es casi el doble de la de la Quercetina y muy rapidas ambas del orden de 10° muy
cercanas al limite por difusion. Ambos compuestos con la misma cantidad de grupos OH en el
anillo B pero con un cambio en la posicion de 3’ en la Quercetina a 2’ en la Morina hace que
esta ultima sea mas reactiva mediante este mecanismo. Esto podria atribuirse a que en la
Quercetina a diferencia de la Morina (aniodnica o dianiénica) se forma un puente de hidrégeno
entre el oxigeno en la posicién 4’ y el hidrégeno enlazado al oxigeno de la posicion 3’

fortaleciendo la salida del H en esa posicion.

En el mecanismo de transferencia electronica se encuentra que la mas rapida es la Miricetina,
seguida de la Quercetina, el Kaempferol y la Morina. Se establece un orden para los 3 primeros
de acuerdo al numero de grupos OH en el anillo B. La Morina de alguna forma con el cambio

de posicidn no esta favorecida por la transferencia electrénica.

Cabe aclarar que el mecanismo de transferencia electronica no es el que rige esta reaccion.
El radical hidroperoxilo nunca reaccionaria con estos compuestos por este mecanismo como

se aprecia en la tabla por lo que el orden que se establece es solo con fines comparativos.

Uno de los aspectos importantes de seguir esta metodologia es tener en cuenta las fracciones
molares de cada especie lo que se evidencia en todos los casos. Por ejemplo en el Kaempferol
donde mayoritariamente se encuentran las especies neutra y monoanionica, no aportan nada

a la constante de velocidad, la especie dianidnica con solo el 3% de abundancia relativa decide
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completamente la velocidad de reaccion. Esto también demuestra la importancia de conocer

de forma precisa las constantes de acidez.
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12 Comparacion de los métodos para la actividad antioxidante

Los resultados obtenidos mediante los tres métodos se resumen en orden de actividad

antioxidante en la tabla 12.1

Tabla 12.1 Orden de actividad antioxidante de los métodos empleados para los 4 compuestos

estudiados.
DPPH Puntos Cuanticos Computacional
Transferencia E | Transferencia de H
1 Miricetina Morina Miricetina Morina
2 Quercetina Miricetina Quercetina Quercetina
3 Morina Quercetina Kaempferol -
4 Kaempferol Kaempferol Morina s

El orden obtenido con el método del DPPH coincide con el obtenido mediante el mecanismo
de transferencia electrénica estudiado en esta seccién excepto por la Morina, no se pueden
esperar resultados idénticos ya que se emplean radicales muy diferentes. No obstante las
constantes de velocidad para Morina y Kaempferol son muy parecidas entre ellas al igual que
el IC50 obtenido con el DPPH.

Respecto a los CdS si se relaciona el porcentaje de inhibicidon con la actividad antioxidante,
coincide con el resultado obtenido hasta el momento mediante el mecanismo de abstraccion
de H, que ubica a la Morina como la mas reactiva. Se necesita completar el trabajo haciendo
el estudio tedrico completo con la Miricetina y el Kaempferol, no obstante ya que la Morina no
presenta barrera, la Miricetina no podria ser mas reactiva porque el limite esta establecido por
difusidén. Es de esperar también que la Miricetina sea mas reactiva que la Quercetina ya que
tiene los grupos hidroxilo en la misma posicion que la Quercetina, mas uno extra en la posiciéon
5’. El Kaempferol de acuerdo a todos los criterios permaneceria en ultimo lugar. Considerando
esta informacion los CdS estarian funcionando como indicadores de actividad antioxidante de

flavonoles gracias ademas a su gran selectividad.
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13 Conclusiones

Se determinaron las constantes de acidez de forma espectrofotométrica usando UV-VIS y el
programa computacional SQUAD de los compuestos de interés. Se encontré que la Quercetina
y la Miricetina son inestables a pHs altos y se propone un método para corregir los espectros
de absorcién de la cinética de descomposicidén de estos compuestos y asi obtener valores de

pKa confiables a pH basico.

Se propone que un intermediario radicalico es el causante de la alta inestabilidad de la
Miricetina a pH basico, al cual se asocia una banda en los 600nm aproximadamente, que no

presenta el resto de los compuestos.

Se obtuvo el orden de desprotonacion de los 4 flavonoles siguiendo el criterio de afinidades
protonicas, con métodos de la Quimica Computacional, lo que completa la informacién acerca
de los equilibrios de acidez de los compuestos estudiados y permite identificar de manera

inequivoca las especies predominantes a cada pH.

Para la Miricetina no es posible medir experimentalmente los 3 pKas mas altos. Por este motivo
se estimaron estos valores a partir de una correlacion entre los pKa experimentales y los AG
calculados, utilizando todos los datos disponibles para todos los compuestos estudiados. Esto

permitié proponer por primera vez el conjunto completo de pKas para la Miricetina.

Se realizaron varias sintesis de puntos cuanticos en soluciéon acuosa, variando diferentes
parametros (pH, concentraciones, temperatura) y se analizo el efecto de estos cambios en el
rendimiento. Con esta informacién fue posible proponer una técnica 6ptima para lograr puntos
cuanticos de alta fluorescencia. Al caracterizarlos con TEM, se observaron nanoparticulas de

varios tamanos y en ocasiones agregados esféricos.

Estas nanoparticulas de CdS se utilizaron para determinaciones cuantitativas de los
compuestos de interés en este trabajo, por inhibicion de fluorescencia. Ademas se propone
que existe una correlacion entre este fenomeno y la capacidad antioxidante de los flavonoles
estudiados. Se espera que este método muestre selectividad a compuestos fendlicos de dos

0 mas anillos conjugados.

Se aplicé el método de DPPH para cuantificar la capacidad antioxidante. Se encontré una

eficiencia maxima con mezclas metanol/agua 80/20. Se observé una relacion directa entre el
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nuamero de grupos fendlicos en el anillo B y la facilidad de inhibir la senal del DPPH, o lo que
es lo mismo la eficiencia de la reaccion por transferencia electronica con este radical. También
se evidencio la regeneracion del grupo catecol en este solvente, lo que aumenta la eficiencia

antioxidante por de compuestos como la Miricetina y Quercetina frente al DPPH.

El estudio tedrico de la actividad antioxidante, frente al radical hidroperoxilo, también permitid
establecer un orden en la reactividad. A diferencia del ensayo con DPPH, en este caso se pudo
identificar la dependencia de la capacidad antioxidante con el mecanismo de reaccion. Para
este tipo de estudios es de alta importancia considerar los diferentes mecanismos posibles y
la distribucién de especies a un pH determinado, para lo cual es imprescindible conocer de

manera confiable los pKas de los compuestos de interés.

Para los compuestos estudiados se propone la siguiente tendencia en cuanto a capacidad
antioxidante: Morina>Miricetina>Quercetina>Kaempferol (por transferencia de H). y
Miricetina>Quercetina>Kaempferol>Morina (por transferencia electrénica). En general a
medida que aumenta el numero de grupos hidroxilo en el anillo B, aumenta la actividad
antioxidante si estos se encuentran en posiciones vecinas. En los aniones de la Morina al no
tener puente de hidrégeno en el anillo se favorece la transferencia de H al radical haciendo
que sea la mas activa de todas por transferencia de hidrégeno, lo que demuestra la importancia

de la posicion de los grupos hidroxilo.
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14 Perspectivas

1-

Hacer un estudio de CdS con muestras reales, como vino, Te, frutas, etc, para
determinar flavonoides totales y comparar con valores en la literatura para comprobar

la eficiencia del método.

Utilizar un método electroquimico, especificamente cronoamperometria de DPPH con
Quercetina y Morina, para poder medir desde tiempo cero siguiendo la sefial de DPPH,
ademas de eliminar la absorciones inespecificas que ocurren por traslape de bandas en

el método espectrofotométrico. Comparar resultados.

Realizar el estudio termodinamico y cinético para Kaempferol y Miricetina utilizando la

misma metodologia con los calculos computacionales para completar los 4 flavonoles.
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16 Anexos

Anexo 1 Reactivos

Todas las sustancias utilizadas son de grado analitico, Quercetina, Kaempferol,
Morina, Miricetina, Mangiferina, Curcumina, DPPH, Fosfato de Sodio (monobasico
y dibasico) Acido Acético, Acido Fosférico, Acido Bérico, Hidréxido de Sodio,
Metanol, Parabenzoquinona, Acido Vanilico, Acido Galico, DCPI, Acido Ascérbico,
Acido Mercaptoacetico, Sulfuro de Sodio, Cloruro de Cadmio, Fenol, Catequina,
Genisteina, Hesperetina, Acido Rosmarinico, Catecol, Beta Caroteno, Xantona,
Ibuprofeno, Amoxicilina, Dopamina, Hidroquinona, obtenidas en Sigma-Aldrich. Se
utilizé agua desionizada 18 MQ con un equipo Milli-Q Millipore para todas las

soluciones
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Anexo 2 SQUAD

Para llevar a cabo la determinacion de las constantes de formacién de cada una de
las especies quimicas, se ha desarrollado una serie de programas computacionales,
los cuales requieren una propiedad que se mide experimentalmente. Un ejemplo de
ello es el programa computacional SQUAD (Stability Quotients from Absorbance
Data).

SQUAD es un programa creado por Legget escrito en lenguaje FORTRAN. Esta
disefiado para refinar constantes de equilibrio a partir de un modelo quimico
propuesto (puede ser dependiente o independiente del pH), a partir de datos de
absorbancia obtenidos a diferentes longitudes de onda y a diferentes composiciones

quimicas del sistema.

Para el calculo de las constantes, el programa emplea una aproximacion de

minimos cuadrados, mediante el algoritmo de Gauss-Newton:
J

U =Z 3 (ATi,k —AEi,k)2

1=1

Donde:
| = todas las soluciones.

NW = todas las longitudes de onda.

ATk = absorbancia calculadas por SQUAD en la i-ésima solucion a la k-ésima
longitud de onda.
AFix = absorbancia experimental en la i-ésima solucién a la k-ésima longitud de

onda.
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Para conocer los valores de absorbancia se necesita resolver la ecuacion de Beer,
para lo cual SQUAD propone los coeficientes de absortividad molar (¢) por especie
presente y determina la concentracién de cada uno empleando el algoritmo de

Newton-Raphson.

Los parametros estadisticos que emplea SQUAD para determinar si el modelo
quimico propuesto reproduce la informacién experimental alimentada son los

siguientes:

% Parametro de correlacion.
% Desviacion estandar sobre los datos de absorbancia (cdats) y del as

constantes (octe).

*>

+ Desviacion estandar por espectro (cesp).

L)

+ Desviacion estandar de sobre los coeficientes de absortividad molar (ccoef).

Odatos €S UN indicativo de la validez del modelo quimico propuesto, por lo que para
obtener datos confiables se espera que esta desviacion este dentro del intervalo de
10.0001 a £0.0004.

Cabe considerar que el analisis estadistico depende en gran medida de la precisiéon
del equipo empleado, la cantidad de datos alimentados al programa y sobre todo de

la complejidad del sistema que se estudia.

El proceso de seleccion del mejor modelo quimico no se basa solamente en la
obtenciéon de los mejores parametros estadisticos, también se debe verificar la
consistencia del mismo. Es decir, que los coeficientes de absortividad molar
calculados para cada una de las especies sean congruentes con el comportamiento
experimental y que las especies refinadas puedan predominar bajo las condiciones

experimentales trabajadas.

Aunque comunmente se utiliza la palabra “refinar” para referirse a un modelo que
converge bien en SQUAD, en realidad la cantidad de trabajo que existe detras de
esta palabra es mayor a la que aparenta. Esto se debe a que el experimentador

debe cambiar el modelo quimico propuesto para refinar cada uno de ellos y analizar
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la consistencia de los refinamientos obtenidos con los resultados experimentales.
Asi, un “refinamiento” de la especiacion de un sistema implica cientos de corridas

diferentes del programa.
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Anexo 3. Correccion de Valores de pH

Los valores de pH obtenidos experimentalmente fueron corregidos por medio de la

eficiencia de la celda de acuerdo con la ecuacion A1

pHcorr = pHex +|: pHcaI R pHeX:|*Ef
pH

cal
Donde pH corr representa el valor de pH corregido, pH ex es el valor de pH medido

experimentalmente, pH cal es el pH de calibracién del electrodo de vidrio y Ef es el
factor de eficiencia de celda.

A continuacioén se muestra un ejemplo de la correccion obtenida para el Kaempferol.
Como se puede observar en la grafica al corregir por la eficiencia de la celda se
obtiene una pendiente nerstiana.

300
T E=-59.16pH + 397.56

200 R2 = 0.99980
100 -+

> 0o -
= I
E -100 ¢ pHcorr

-200 —+ —— Linear (pHcorr)

-300 -+

400 +—+———+—+——+—F—+—F——+—
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Anexo 4 Curvas de calibracion de Miricetina, Morina y Kaempferol en presencia
de CdS
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Figura A1. Espectros de emision de la Miricetina a varias concentraciones en
presencia de CdS (a) curva de calibracion exponencial de 0 a 5.24x10-5 M de
Miricetina (b) y curva de calibracion lineal de 0 a 2.96 x 10-5 M (c).
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Figura A2 Espectros de emision del Kaempferol a varias concentraciones en
presencia de CdS (a) curva de calibracion exponencial de 0 a 8.57x10-5 M de
Kaempferol (b) y curva de calibracién lineal de 0 a 4.36 x 10-5 M (c)
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Figura A3 Espectros de emision de la Morina a varias concentraciones en presencia
de CdS (a) curva de calibracién exponencial de 0 a 9.17x10-5 M de Morina (b) y
curva de calibracion lineal de 0 a 4.14 x 10-5 M (c)
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Anexo 5 Inhibicién de CdS en presencia de varios compuestos sin restar la
fluorescencia intrinseca.
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Figura A4. Espectros de emision de los CdS en presencia de los compuestos que
inhiben la fluorescencia, sin restar la fluorescencia intrinseca.
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Anexo 6. Comportamiento del DPPH con Morina en metanol/Buffer de fosfatos
80/20.

1.8
1.6
1.4

1.2
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0.2

280 330 380 430 480 530 580 630 680
A/nm

Figura A5. Grafica del DPPH con Morina a diferentes concentraciones en
Metanol/agua 80/20 con Buffer de Fosfatos 0.05M a ph 7.4

En la figura A5 se observa el comportamiento en buffer de fosfatos para la reaccidn
del DPPH con la Morina, se puede ver como a diferencia de las que no contienen el
buffer deja de existir una disminucién en la absorbancia del DPPH después de cierto
numero de adiciones. Tambien se observa un incremento en la absorbancia a
400nm aprox correspondiente con la sefhal de Morina a ese pH. Lo cual indica que
se termin6é el DPPH y la sefal en 520nm se debe a otros productos mas la
interaccion de ellos con el buffer o llega un momento en el cual ya no hay reaccién

entre la Morina y el DPPH. Lo mismo ocurre en el caso de la Quercetina.
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Anexo 7. Separacion en las bandas espectrales de los reactivos para el DPPH y la

Morina.

Se puede apreciar en la Figura A6 como no hay un solapamiento de sefales a
520nm a ese pH en presencia del buffer cuando las sustancias no estan mezcladas,

se observa en Naranja la sefial de la Morina y en Azul el DPPH por separado.
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0.2

280 330 380 430 480 530 580 630 680
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Figura A6. Espectro del DPPH en azul y espectro de Quercetina en Naranja
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Anexo 8. Pruebas de solvente del método del DPPH

DPPH + Quercetina Buffer Fosfatos Metanol/agua
80/20

0.8

0.75
0.7
0.65
0.6

< 0.55
0.5
0.45
0.4
0.35
0.3

t/min

= DPPH 5 10 15

Figura A7. Cinética de DPPH con Quercetina en Buffer de fosfatos a diferentes
concenctraciones de Quercetina.

Se realizaron experimentos en etanol y metanol y mezclas con agua para determinar
cual combinacién es mas eficiente, a continuacion se muestra una grafica que revela

que el metanol es mejor solvente para la reaccion de la Quercetina con el DPPH.
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Figura A8. Cinética de DPPH y Quercetina en etanol, etanol/agua 80/20, metanol

y metanol/agua 80/20.

Se muestra ademas otra grafica cambiando las proporciones de la mezcla: 100%
metanol Metanol agua 80/20, Metanol Agua 70/30, para la reaccion de la Quercetina

con el DPPH. Se observa como la mezcla 70/20 comienza a perder eficiencia.

1.4
1.2
1
< 0.8
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0.4
0.2
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
t/min
= DPPH DPPH+ QUER MET ——DPPH+ QUER MET 80/20 ——DPPH+ QUER MET 70/30

Figura A9. Cinética de DPPH con Quercetina en mezclas Metanol/Agua a

diferentes proporciones
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Lo mismo ocurre con la Morina y el DPPH solo que en el caso del etanol, no hay

cambios si se hace una mezcla con agua. Figura A10

1.4
1.3
1.2
< 1.1
\
1
N —
0.9
0.8
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
t/min
e DPPH e DPPH+ MOR MET DPPH+ MOR MET 80/20
DPPH+ MOR ET 80/20 ——DPPH+ MORET

Figura A10. Cinética de DPPH y Quercetina en etanol, etanol/agua 80/20, metanol

y metanol/agua 80/20.
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Anexo 9. Curvas de Calibracion de DPPH con Mangiferina y Curcumina
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Figura A11. Espectros de absorcion de DPPH a varias concentraciones de

Mangiferina y la curva de calibracién correspondiente.
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Figura A12. Espectros de absorcion de DPPH a varias concentraciones de
Curcumina y la curva de calibracion correspondiente.
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Anexo 10. Cinética de reaccion de Quercetina con DPPH de 0 a 35min

La figura A13 muestra el comportamiento de la reaccion de Quercetina con DPPH
durante 35 min, se observa que todavia a este tiempo, la reaccion continua

evolucionando.

DPPH+QUER METANOL AGUA 80/20
0.9
0.8
0.7

0.6

0.4
0.3
0.2

0.1

t/min

Figura A13. Cinética DPPH y Quercetina en mezcla metanol/agua 80/20 de 0 a 35

min.
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ABSTRACT: Four flavonols, namely quercetin, morin, kaempferol,
and myricetin, were studied using spectrophotometry (UV—vis) in
aqueous solution. The study was performed varying the pH to
analyze the stability of these compounds, and to estimate their
acidity constants. In addition, the deprotonation mechanisms
were studied using computational chemistry within the density
functional theory framework. The calculations were performed
in aqueous solution using the SMD continuum model, and the
results are reported as deprotonation energies. Our results
show that both quercetin and myricetin are highly unstable at
basic pH. Kaempferol, on the other hand, is much more stable,
and morin is the only one among the studied compounds that
was not affected by pH. In spite of this inconvenience, their

14.0
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pKa exp

o pKaexp=0.3AGcalc+4.31
4.0 4 R2=0.95
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acidity constants were estimated through analysis of their decomposition kinetics, correcting the spectra accordingly, and
obtaining a correlation of values between the experimentally observed pK, and the calculated AG of successive

deprotonations.

B INTRODUCTION

Polyphenols are versatile, ubiquitous substances frequently
consumed in the human diet through a wide variety of foods
and beverages, such as fruits, vegetables, wine, coffee, tea, beer,
and so forth."” These compounds have been identified to play
multiple biological roles,>* including cardioprotectives_8 effects
and anti-inflammatory,”'® antimicrobial, and antiviral'' activ-
ities. They are also used to prevent and treat cancer'>'® and
neurodegenerative diseases'*'® and to prevent skin damagelé
and osteoporosis.'” They are also reported to have excellent
antioxidant activities.'® >

Due to the presence of several OH phenolic groups in their
structures, polyphenols are also expected to have several acidity
constants in aqueous solution, which are most frequently
expressed as pK, values. This means that depending on the pH
of the environment, their preponderant acid—base form can
change, and consequently, their chemical properties would also
be different. For example, there are previous studies demonstrat-
ing that pH influences the antioxidant activity of different
chemical compounds because of the relative abundance of their
acid—base forms.”*7>° The pH varies from 1.5 to 8 within human
body; for instance, it is 1.5 in the stomach, 5.3 in the intestine, 6.4
in the saliva, and 7.4 in the bloodstream.>" Thus, as the case is for
any other compounds involved in acid—base equilibria, it is vital
to accurately know the population of the different forms to
properly understand their activity. This is particularly important
for drugs because although the ionic forms increase the solubility

-4 ACS Publications  ©2013 American Chemical Society

in the aqueous phase, the neutral forms are susceptible to passive
transfer through the biological membranes.*”

There are several experimental techniques that have been
proven to be successful to measure pK,s. Among these, the ones
most frequently used to that purpose are potentiometry,>
spectrophotometry,**** capillary electrophoresis (CE),*® and
nuclear magnetic resonance (NMR).>” Their relative efficiency
for determining pK,s depends on the chemical nature of the
compounds studied, their solubility, and also the stability of the
species involved under the experimental conditions, although in
the case of chemical species containing a catechol group, a low
stability has been observed at basic pH, as in the case of
dopamine.*® Therefore, it is crucial to perform previous studies
on these aspects before choosing one of these techniques. In
general, the experiments based on potentiometry, CE, and NMR
take a relatively long time; thus, they are not recommended for
species with low stability. In such cases,the UV—vis spectropho-
tometry technique, if properly designed, can be the best option.
In addition, the results obtained that way can be refined with
computational codes such as Stability Quotients from
Absorbance Data (SQUAD).>>*

The latter technique was used in the present work to deter-
mine the pK, values of four flavonols. This family of compounds
has been chosen because flavonols are the most abundant dietary
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polyphenols. Among them, quercetin (H;Qct, Scheme 1) is
probably the most widely studied so far, having two OH groups

Scheme 1. Structure and Numbering of the Flavonols Studied
in This Work

3a'

kaempferol

in the B ring. However, it is important to note that the chemical
behavior and biological activities of this kind of compounds have
been related to the number and position of the OH groups
present in the B ring.‘”_48 Accordingly, the other flavonols
chosen for the present study, namely morin (HsMor), myricetin
(H¢Myr), and kaempferol (H,Kmp) (Scheme 1), differ from
quercetin in the number and location of the OH groups in the
B ring.

On the basis only of their structures, in particular on the
number of phenolic OH groups, the existence of at least four pK,
values for kaempferol, five pK, values for quercetin and morin,
and six pK, values for myricetin can be hypothesized. However,
not all of them have been identified yet. Tyukavkina and
Pogodaeva reported two pK, values for kaempferol,*’ whereas
Herrero-Martinez et al.>® measured three pK, values for this
compound when using CE and proposed four values using
SPARC computational code (see Table 1). The latter data seem

Table 1. pK, Values from Literature

flavonol pPK,, pK,» pK,; pK.4 method” ref
kaempferol 82 9.5 31=01 49
7.0 9.04 11.04 21=0 S0

7.11 9.09 11.33 13.26 41=0 S0

morin 3.46 8.1 3 S1
4.99 8.23 10.34 11=0 52

5.06 8.64 10.62 21=0 NU

6.93 8.32 9.98 11.98 41=0 50

quercetin 7.3 8.4 31=0.1 49
6.62 9.7 1 53

7.19 9.36 11.56 21=0 50

6.74 9.02 11.55 3 S1

7.71 9.44 11.46 11=0 52

7.59 9.33 11.56 I=0 52

7.04 8.55 11.26 13.06 41=0 S0

“1 = potentiometry, 2 = CE, 3 = spectrophotometry, 4 = SPARC,
I = ionic strength.

to be complete because it comprises as many pK.s as there are
phenolic OHs are in kaempferol. The largest discrepancy is for

pK,, equal to 1.15 pK, units, which is unusually large; however,
this has not been explained so far.

Four sets of pK,s have been previously reported for morin.
Slobodan et al.>" reported two pK,s values, whereas Herrero-
Martinez et al. have found three>>** and four values® depending
on the technique used. In this case, the largest discrepancies also
corresponded to pK, ;; however, they are even larger than in the
case of kaempferol, ranging from 1.53 to 3.47 pK, units. Such
dispersion of values definitely deserves an explanation. For this
particular compound, there are no previous reports that account
for all the possible deprotonations of the phenolic OH groups
(five).

This is also the case for quercetin, regardless of the large
number of works dealing with its acidity constants. This com-
pound has five phenolic OHs; accordingly, it is expected to have
five pK, values. However, in previous work, sets of only two,**>
three,*~>* and four>® pK, values have been reported. For these
compounds, the discrepancies among the reported data are
smaller than those for kaempferol and morin; however, in some
cases they are larger than 1 pK, unit.

In view of the fact that myricetin has been recently reported as
one of the best flavonoids for scavenging free radicals®* and
because there are no pK, values reported so far, it would seem to
be an important issue to address such a lack.

When all the information gathered thus far is considered, it is
evident that there is still important data missing on the acid—base
equilibria of the aforementioned flavonols. The most relevant
relate to the missing pK, values and on feasible explanations of
the discrepancies among the data reported. Over and above,
further investigation is also needed regarding the deprotonation
order. Even though some efforts have been made in this
direction, there is no systematic and detailed study that considers
all possible acid forms. There are no demonstrations, either, on
the proposed mechanisms of deprotonation, which are assumed
to be incomplete for quercetin and morin and are missing for
myricetin. In addition, most of the reported pK,s were obtained
using alcohol/water mixtures; thus, there is scarce information
on pK, values obtained in aqueous solution. Accordingly, it is the
main goal of the present study to provide as much information as
possible regarding these aspects. For such a purpose, a combined
experimental—theoretical study has been performed that
considers all the possible deprotonation processes.

B EXPERIMENTAL SECTION

Reagents. All substances used were analytical grade reagents.
Quercetin, kaempferol, morin, myricetin, acetic acid, phosphoric
acid, boric acid, sodium hydroxide, and methanol were purchased
from Sigma-Aldrich (HPLC grade). Deionized water with
18 M resistivity from Milli-Q Millipore equipment was used
to prepare all solutions.

Spectrophotometric Study. Solutions Preparation. Stock
solutions of quercetin, myricetin, kaempferol, and morin were
prepared by dissolving 10 mg of each of these compounds in
10 mL of methanol. The desired amount of Britton Robinson
buffer solution, 0.02 M with the pH adjusted previously, was
added. All measurements were performed under a nitrogen
atmosphere. The final amount of methanol in the solution was
0.7%. The pK, determination in this work was done at variable
ionic strength in the range 0.03 to 0.15.

pH Measurements. pH values were measured with a
radiometer potentiometer PHM210 equipped with a CORN-
ING G-P Combo w/Rj Cat. No. 476086.
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Figure 1. Time evolution of the absorption spectra of myricetin at 5.8 X 10~° M at different pH values.

Stability Tests. The information from the decomposition of
the compounds was obtained using the spectrophotometric data
by analyzing changes in the absorption spectra at different times
and pH values.

Conditions for the Absorption Spectra Acquisition.
Absorption spectrum for each solution was achieved with a
Perkin-Elmer Lambda 950 spectrophotometer, using 1 cm path
length quartz cells, at 25 °C.

Determination of Equilibrium Constants. The SQUAD***
program was used in order to obtain the formation constants by
fitting UV absorption spectra with the pH and chemical
composition of the solutions.

Computational Details. Geometry optimizations and
frequency calculations have been carried out using the B3LYP
functional and the 6-31+G(d) basis set. Geometry optimizations
and frequency calculations have been carried out in solution
using the SMD continuum model®® and water as the solvent.
SMD is considered a universal solvation model, due to its
applicability to any charged or uncharged solute in any solvent or
liquid medium for which a few key descriptors are known.>® This
approach has been selected after comparisons with experiments
(see following section). Conformational searches were con-
ducted for the orientation of the B ring (Scheme 1) and for the H
atom in the phenolic groups. All the electronic calculations were
performed with the Gaussian 09 package of programs.*®
Thermodynamic corrections at 298.15 K were included in the
calculation of relative energies, which have been computed for
the 1 M standard state.

The Gibbs free energies of reaction, corresponding to all the
deprotonation processes, have been calculated using the Gibbs
free energy in aqueous solution derived from experiments for the
proton. This approach is based on the knowledge that
computational methods poorly reproduce the solvation energies
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of H', and it has been previously used with successful
results.”” "% It should be noted, however, that there are several
values reported for the H' solvation energy. In this work, we have
used AG,,(H") = —265.89 kcal/mol, on the basis of the
recommendation of Camaioni and Schwerdtfeger.64

B RESULTS AND DISCUSSION

Stability. In order to obtain reliable results, it is important to
consider the physical integrity of the molecules studied during
the whole experiment and the stability at different pH values in
which the first study was performed, which meant keeping the
systems under nitrogen atmosphere and precluded from light
incidence.

It was found that morin, at 5.0 X 107> M, is stable within the
1.8—13.4 pH range for at least 4 min. It is important to notice that
the experiments were conducted for shorter times. For
kaempferol, at 3.73 X 107> M, the stability study was performed
within the 1.8—11.6 pH range. It was found that in a S min period
at the highest pH, more than 98% of these compounds remain
unaltered. The two other compounds are less stable, especially as
the pH increases; thus, their stability assays will be described in
more detail.

In the case of myricetin, at 5.8 X 107° M, the stability study was
performed within the 1.8 to 11.6 pH range; at pHs from 1.85 to
8.55, this compound is stable for at least 4 min. At higher pH
values, the absorption bands decrease with time (Figure 1). After
4.5 min at pH = 9.38, the intensity of the bands at 420 and 280
nm decrease by 10%, the band at 320 nm becomes more intense,
and a new band appears at 650 nm. In a shorter period (3.45 min)
at higher pHs, the same trends are observed, but the intensity
changes are larger. When the pH was increased to 11, the band at
420 nm disappeared completely after 3.45 min, and the general
shape of the spectrum changed dramatically. On the basis of
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these results, it can be stated that the estimation of the acidity
constants for myricetin cannot be performed using potentiom-
etry in the usual way (continuous titration with NaOH).
However, this technique can be still employed, provided that the
proper precautions are taken, as will be explained later.

A new plot was created (Figure 2) to estimate the absorption at
time zero, the first step of which is to prove that in short periods,

pH
—9.60

—10.21
—11.00
¢ 9.60
m 10.21

A 11.00

t/min

Figure 2. Plots of the absorbance vs time at different pH values for of
myricetin at 5.8 X 107> M. The black dots correspond to time zero
obtained by extrapolation.

there is a linear behavior of absorbance vs time, despite the fact
that the molecule is decomposing. The solid lines were obtained
through recording the absorbance as a function of elapsed time at
specific wavelengths, depending on the pH (P"=¢ = 407 nm,
JPHEI021 — 417 nm, and APP10 = 430 nm), and the points
correspond to the spectral data obtained from continuous
measurements throughout the UV spectra (Figure 1). The
agreement between the data obtained in these two different
pathways is a requirement to extrapolate to time zero, which was
fulfilled as shown in the figure. Thereafter, using linear
extrapolation, the two points corresponding to the shortest
times were used to obtain the absorbance values at time zero.
This process is then carried out for each wavelength, which
allows us to obtain the whole spectrum at time zero. This
extrapolation is important because it is impossible to directly
obtain such information because recording the spectra is
unavoidably a time-consuming process. This laborious work is
vital for accurate pK, value determinations from spectroscopic
techniques due to the instability of the molecules studied.

The spectral behavior of quercetin, at 2.46 X 10 M, at
pH = 11.31 is shown in Figure 3. Initially, two maxima were
observed, at 280 nm and 425 nm. However, their intensity
decreases as time passes. In addition, a decomposition product,
which absorbs at 315 nm, appears. It has been associated with the
oxidation of quercetin.’® It was found that this compound
behaves similarly to myricetin, but with less instability and
without the appearance of the band at 650 nm. At pH values
between 1 and 9.78, there were no significant changes. However,
at pHs > 9.78, the absorbance decreases, with a loss of 2.3% in
2 min for the absorption maximum. As the pH increases, so does
the decomposition rate (Figure 4).

In summary, the stability of the studied compounds was found
to have the following trend: myricetin < quercetin << kaempferol
< morin.

Acidity Constants. The acid/base behavior analysis was
performed using UV—vis spectrophotometry. The absorption
spectra of quercetin (2.46 X 10~ M), morin (5.0 X 10™ M),

0.6

0.5 +

0.4 + t/s

03 + —12

0.2 +

0 t t t +
200 250 300 350 400 450 500

A/nm

Figure 3. Time evolution of the absorption spectra of quercetin at
2.46 X 107° M and pH = 11.31.
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Figure 4. Plots of the absorbance vs time at different pH values for
quercetin at 2.46 X10™° M. The black dots correspond to time zero
obtained by extrapolation.

myricetin (5.8 X 107> M), and kaempferol (3.73 X 107> M),
recorded at different pH values, are shown in Figure 5. The shifts
caused by the pH increase were found to be similar in direction
and magnitude for the entire studied compound. It seems
important to insist on the fact that to avoid instability issues, the
measurements were carried out with fresh solutions, at fixed pHs,
as described above.

The SQUAD program was fed the data acquired to calculate
the global formation constants (f), from which the pK, values
were obtained (see Table 2). For myricetin only three of the
possible six constants were found when its stability in basic media
was considered.

From the formation constants and the absorption coefficients
at each wavelength obtained from SQUAD, it is possible to
obtain the calculated spectra. They are compared with those
recorded directly for quercetin, morin, myricetin, and kaempferol
at each pH in Figure 6. An excellent agreement is observed, which
supports the reliability of the constant models.

Thermodynamic pK, Values. When the ionic strength is
not constant during the experiment, the best way to calculate pK,
values is to incorporate the activity coeflicients in the pK,
expression; therefore, in Table 3 are reported all the corrected
pK.s shown in Table 2 when the respective ionic strengths are
considered. It is important to mention that this correction was
done from the calculation of the activity coeflicients using the
Bates—Guggenheim approximation; see eq 1.3.38 in Koryta
et al.% It is important to stress that the required ionic radii were
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Figure S. Absorption spectra of quercetin (a), morin (b), myricetin (c), and kaempferol (d) at different pH values.

Table 2. Global Formation Constants (f), pK, Values, and Their Standard Deviations (&)

quercetin morin myricetin kaempferol
log f c pK, log f c pK. log f 4 pK, log f o pK,
HL 13.04 0.05 13.0 13.22 0.005 13.22 11.63 0.04 11.63
(I=0.15) (I=0.15) (1=0.1)
H,L 24.50 0.05 11.46 24.60 0.01 11.38 22.03 0.03 10.40
(I=0.1) (1=0.1) (I=0.09)
H;L 34.18 0.0 9.68 34.12 0.02 9.52 30.73 0.03 8.71
(I=0.09) (I=0.09) (I=0.08)
H,L 41.62 0.05 7.44 41.85 0.02 7.73 9.65 0.03 9.65 37.95 0.04 722
(I=0.06) (I=0.06) (I=0.09) (I=0.06)
H,L 47.80 0.06 6.18 46.83 0.02 4.98 17.22 0.02 7.57
(I=0.04) (I=0.03) (I1=0.06)
H,L 23.28 0.01 6.33
(I=004)

theoretically calculated as follows: quercetin (0.527 nm), morin
(0.521 nm), myricetin (0.499 nm), and kaempferol (0.498 nm).

One useful application of knowing the set of pK, values for a
compound with several acid groups is to construct the
distribution diagram. This kind of plot leads to obtaining the
molar fraction of the different species at any desired pH (see
Figure 7). This becomes particularly relevant for compounds that
are present in the human diet or that are consumed as drugs or
food supplies. It is predicted that the different forms of quercetin,
morin, myricetin, and kaempferol at physiological pH (7.4) are
distributed in three species.
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The set of constants reported in this work is the most
complete, so far, for morin and quercetin. In addition, there are
no previously reported values of pK_s for myricetin. Despite the
large number of pK, values reported for morin, quercetin, and
kaempferol, some of them are quite divergent, in particular those
that have been identified as corresponding to the first
deprotonation. These discrepancies can be explained on the
basis of our findings that the first pK_s are very close (about 1 unit
of pK,). Therefore, we recommend the use of the methodology
proposed in this work to address such difficulties.

Theoretical Study on the Deprotonation Mechanisms.
Choosing the Methodology. The methodology was chosen after
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Figure 6. Experimental spectra (dots) and those generated by SQUAD (lines) at different pHs for quercetin (a), morin (b), myricetin (c), and

kaempferol (d).

Table 3. Thermodynamic pK,

quercetin pK,  morin pK,  myricetin pK,  kaempferol pK,
HL 1291 12.94 11.69
H,L 11.53 11.45 10.90
H;L 10.19 10.03 9.12
H,L 7.81 8.11 10.16 7.49
H,L 6.41 S.18 7.94
HL 6.56

testing the performance of different approaches for the
calculation of the first pK, of quercetin. Even though accurate
predictions on the pK.s of flavonols are not in the scope of
the computational portion of this work, it is a good criteria to test
the reliability of the methodology used for obtaining the Gibbs
free energies of reaction associated with the acid—base equilibria

HX!=2H, XI'+H" (A)

There are some aspects regarding pK, calculations that are
worth mentioning before discussing the results from the different
approaches. First of all, estimating accurate pK,s using
computational methodologies remains a very challenging
task.”” In fact, it is currently accepted that mean absolute
deviations smaller than 2 units of pK, are reasonably accurate.’”
The main errors seem to arise from modeling solvation. In
particular, dielectric continuum models (DCM), which are
currently the most widely used for calculating pK,s in aqueous
solution, are frequently not good enough for systems where the
short-range solute—solvent interactions are important. One way
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to overcome this issue, without making the calculations com-
putationally prohibitive, is to include a few solvent molecules in
close proximity to the solute in addition to using a DCM. Aside
from using reaction schemes that maximize systematic error
cancellations, this has been shown to significantly improve the
accuracy of calculated pK,s.°*%**® The number of possible
reaction schemes that can be used to obtain pK, values is
hug<e.62’63”67 The one we are interested in, because of the main
goal of the investigation, is known as the direct reaction scheme
(A). It has the disadvantage of not conserving the number of
charged species on both sides of the equilibrium. Therefore,
there is no cancelation of errors when computing energies of
reaction, which frequently leads to relatively large errors for
phenolic pK;s, especially when using thermodynamic cycles.%
These cycles are based on performing geometry optimizations
and frequency calculations in a vacuum, and the solvent effects
are included a posteriori using the Gibbs energies of solvation
obtained from single point (SP) calculations, usually with the
PCM continuum model.

When all of this information is taken into account, we have
tested different approaches to assess the importance of the
computational strategy on the quality of the results. We have
used different basis sets for geometry optimizations and
frequency calculations (opt+freq in Table 4) as well as for
improving the energy values via single point (SP) calculations.
Further, thermodynamic cycles (approaches I to V) in
conjunction with the PCM model were also used, which is the
most frequently used strategy in this case. In addition, one or five
explicit water molecules have been included in the vicinity of the
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Figure 7. Distribution diagram of species for quercetin, morin, myricetin, and kaempferol constructed from the pK, values reported in Table 3

Table 4. Different Approaches Tested for the Prediction of the First pK, of Quercetin

opt+freq energy solvent effects

EWM* basis set solvent basis set method type error
1 0 6-31G(d) No 6-31G(d) PCM Sp 9.00
i 0 6-31G(d) No 6-311++G(d,p) PCM SP 406
I 0 6-31+G(d) No 6-311++G(d,p) PCM Sp 3.85
v 1 6-31+G(d) No 6-311++G(d,p) PCM SP 3.50
v 5 6-31+G(d) No 6-311++G(d,p) PCM SP 445
VI 0 6-31+G(d) Yes 6-31+G(d) PCM all 474
VIa 0 6-31+G(d) No 6-31+G(d) PCM Sp 2.94
VI 0 6-31+G(d) Yes 6-31+G(d) SMD all 0.42
Vila 0 6-31+G(d) No 6-31+G(d) SMD SP 224

“EWM = number of explicit water molecules.

OH groups. Within approach IV, one water molecule is next to
the deprotonation site; within approach V, five explicit water
molecules were included, one per OH group in quercetin. We
also tested “all in solution” strategies with PCM (VI) and SMD
(VII) methods for the bulk solvent effects, which means that all
the calculations, including geometry optimizations and fre-
quency calculations, were performed in solution. In order to
establish the possible importance of performing geometry
optimizations in solution, we also report the results arising
from PCM and SMD single point calculations using the gas phase
geometries (VIa and VIIa) and the same basis sets for
approaches VI and VIL

The five possible deprotonation sites were taken into account
for this test. The values reported in Table 4 are those
corresponding to the deprotonation site leading to the lowest
Gibbs free energy of reaction because such a deprotonation path
is expected to be the one contributing the most to the first acid—
base equilibrium of quercetin. All the approaches used predicted
4a’ as the most favorable deprotonation site (i.e., as the one
involved in the first quercetin pK,). This strongly supports the
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reliability of theoretical calculations for assessing the deproto-
nation order for compounds with more than one acid—base
equilibrium, which is in fact the main goal of the calculations
performed in this work.

Approach T leads to the largest errors because no diffuse
functions are included in the basis set (Table 4). Diffuse
functions, which have small exponents, improve the description
of the wave functions far from the nuclei; therefore, they are
crucial to properly describing anions, which have large electron
density distributions. Including this kind of functions in the basis
set, at least by SP calculations to improve the energy values,
reduced the errors significantly with respect to the experiment. It
is enough to include diffuse functions for the non-hydrogen
atoms because these would be those carrying the negative charge.
This is important in the present work because the size of the
studied compounds is large, and the calculations are numerous;
thus, finding the optimum strategy to warrant reliable results at
reasonable computational cost is essential.

The errors arising from using approaches II to VI are
intermediate and around 4 pK,, units, regardless of the number of
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Figure 8. Fully optimized geometries. The distances are reported in A.

@ 2297
DA = -16.85° ‘J f

2 252

Myricetin

DA--22 36° ‘/J "

Kaempferol

explicit water molecules and of the inclusion of the solvent during
geometry optimizations and frequency calculations. It is
common to all approaches from II to VI that the bulk solvent
effects have been modeled using the PCM method, which does
not seem to be good enough for calculating pK, when the direct
scheme is used, in agreement with previous reports.*>%>%
However, the pK, value arising from using the SMD method and
the same reaction scheme (i.e., without explicit water molecules)
is very close to the experimental value with an error of 0.4 pK,
units, which is significantly below the currently accepted accuracy
for pK, calculations. 7 In addition, the error of approach VII is
lower than that of approach VIIa. This indicates that, at least for
polyphenols, performing geometry optimizations with the SMD
model may help with improving the quality of the calculated pK,
values when no explicit water molecules are used. On the other
hand, geometry optimizations with PCM led to a poorer result
than the one obtained with the gas phase geometries.

On the basis of the above detailed analyses, approach VII has
been chosen for the calculations of the competing deprotonation
pathways for the flavonols studied. It should be noted, however,
that the absolute error for pK, values is expected to increase with
the degree of deprotonation (i.e., as the charge of the species
involved becomes more negative).

Structures. The conformational searches involving the
orientation of the H atom in the OH groups systematically
showed that those presenting hydrogen bond interactions (HB)
with the O atom in the neighbor OH are lowest in energy.
Therefore, they are the ones used in the present work. Regarding
the orientation of the B ring, scan calculations varying the
dihedral angle 6’-1’-2-3 (DA) were performed to obtain the
potential energy surface. The conformations identified as the

global minimum for each compound studied were fully
optimized, and their structures are shown in Figure 8, including
some relevant geometrical features. These are the structures used
for the fully protonated species, from which the consecutive
deprotonation steps have been modeled.

All the flavonols studied were found to be planar-like, with
deviations from planarity of 21.63°, 16.8°, 34.6°, and 22.4°, for
quercetin, myricetin, morin, and kaempferol, respectively.
Among the compounds studied, morin is the only one with
DA closer to an s-trans than to an s-cis orientation. This is because
it is the only one with an OH group in a site next to 1’, which
promotes a HB interaction between its H atom and the O in site
3a. This particular interaction was found to be the strongest
amonyg all those shown in Figure 8, with a HB distance equal to
1.735 A. This distinctive structural feature is expected to
influence the ease of deprotonation from site 2a’ in morin. The
HB interaction between the O atom in the carbonyl group and
the H in the OH group at site Sa was found to be systematically
stronger than that involving the H in the OH group at site 3a for
the neutral species. However, this trend might change for the
anions. For the above discussion, the relative strength of HB
interactions has been based on the HB length.

Deprotonations. The flavonols studied have several phenolic
OH groups, which might all be susceptible to deprotonation.
Kaempferol has four, quercetin and morin have five, and
myricetin has six. They have all been taken into account to assess
their deprotonation pathway. The strategy followed to establish
the deprotonation order consists of comparing the Gibbs free
energies of reaction (AG) corresponding to the different
competing deprotonation channels. That with the lowest AG,
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highlighted in bold letters in Table S, is identified as the most

likely channel and associated with each pK,.

Table S. Gibbs Free Energies (AG, in kcal/mol) of Reaction

for Each Possible Successive Deprotonation in Aqueous

Solution at 298.15 K

site quercetin myricetin morin kaempferol

First Deprotonation
3a 13.52 13.00 5.48 13.48
Sa 15.01 14.89 14.67 15.55
7a 9.94 9.93 9.81 10.11
2a $.33
3a 11.17 14.59
4a’ 9.00 9.42 12.17 12.15
Sa’ 12.03

Second Deprotonation

3a 16.99 16.00 24.92 15.70
Sa 16.86 16.91 19.26 21.31
7a 11.74 11.80 12.04
3a 23.40 23.18
4a’ 15.93 13.69
Sa’ 20.61

Third Deprotonation
3a 19.67 17.53 26.79 19.63
Sa 22.30 2225 24.69 22.84
3a 24.54 2441
4a’ 17.16
Sa’ 21.34

Fourth Deprotonation

3a 3115
Sa 26.86 27.80 26.23 2731
3a 26.09 27.37
Sa’ 25.09

Fifth Deprotonation
3a 28.16
Sa 28.53 28.18
3a 31.41

Sixth Deprotonation
3a’ 32.45

It is important to note that for the first deprotonation for
quercetin and myricetin, the Gibbs free energy value
corresponding to the desprotonation of the OH group from
position 7a differs no more than 1 kcal/mol from the one

obtained for the deprotonation in group 4a’. The same occurs
with morin, between AGs found in site 2a’ and 3a. This fact
indicates that for the first pK, value, the deprotonation of OH
group from both positions can be occurring simultaneously.
However, in this work, we will discuss solely the lower energy
pathway.

Among the flavonols studied, morin has the peculiarity of
presenting a significantly lower first pK, compared to those of the
other three compounds studied. This can be explained on the
basis of its structure. The intramolecular HB between the H (2a’)
and O (3a) weakens the O—H bond, lowering the energy
required to remove the proton. This is reflected in the AG values
associated with the first deprotonation of the compounds
studied. Although for quercetin, myricetin, and kaempferol AG
was found to be 9.00, 9.42, and 10.11 kcal/mol, respectively, for
morin this value becomes about 4 kcal/mol lower (5.33 kcal/mol).
Therefore, the presence of an OH group at site 2" explains the
lower pK, of morin. Similar behavior is expected for other
flavonols with OH groups at this site, or at the 6’ site, because
such a structural feature is required for the above-mentioned HB
interaction.

It was found that for flavonols with at least two OH groups in
ring B, the first deprotonation takes place from this ring (Table 4).
The only exception to this trend is kaempferol, which has only
one OH in ring B. In this case, the first deprotonation involves
site 7a. For quercetin, the deprotonation order was found to be
4a’,7a, 3a, 32’, and Sa (scheme 2). For morin and kaempferol, it
was found to be 2a’, 7a, 4a’, Sa, and 3a (scheme 3) and 7a, 4a’, 3a,
and Sa (scheme 4), respectively.

For these three flavonols, each deprotonation is associated
with an experimental pK, value. However, in the case of
myricetin, only three pK, values were detected, although this
compound has 6 phenolic OH groups. The AG value associated
with the sixth deprotonation of myricetin is larger than any of the
other calculated AGs, but the fifth is similar to those
corresponding to quercetin and morin. This indicates that the
sixth pK, of myricetin should be higher than 13.08 (i.e., larger
than the largest of the experimentally observed). The
deprotonation order for myricetin was found to be 4a’, 7a, 3a,
Sa’, Sa, and 3a’ (Scheme §). Thus, the pK,s associated with
deprotonations from sites Sa’ (pK,,), Sa (pK, ), and 3a’ (pK,4)
are those missing from the experimental data.

In order to provide an estimation of the possible fourth, fifth,
and sixth pK, values for myricetin, a correlation between the

Scheme 2. Deprotonation Pathway for Quercetin

pKa5
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Scheme 3. Deprotonation Pathway for Morin
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@

experimentally observed pK, values and the calculated AG values
has been obtained. The linear correlation is excellent (Figure 9),
with R* = 0.95. Using the expression from the linear fitting the
values of pK, 4, pK, 5, and pK, 4 for myricetin are estimated to be
11.84, 12.77, and 14.04, respectively. These values are all larger

than 11, and this compound is not stable enough at pH > 11. This
explains why only its first three pK, values were experimentally
detected. The correlation shown in Figure 9 also supports the
reliability of the calculated results and validates its applicability for
establishing the deprotonation order of the studied compounds.
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Figure 9. Correlation between the calculated AG values (kcal/mol) and
all of the experimentally observed thermodynamic pK, values.

The relative ease of deprotonation among the compounds
studied is supported by both experiment and theory. Let us
analyze, as examples, the first three deprotonations because they
are those that all the compounds studied have in common and
because these are the ones for which there are both experimental
and theoretical data. For the first deprotonation, the order in pK,
and AG values was found to be morin < quercetin < myricetin <
kaempferol. For the second deprotonation the ease order is as
follows: quercetin < myricetin < morin < kaempferol. For the
third deprotonation the order, on the basis of the experimental
pK, values, is morin < myricetin < quercetin < kaempferol. In this
particular case, the last two are inverted according to the
calculated A G values. However, the difference in AG is very small
(0.04 kcal/mol). Therefore, it is below the accuracy of
calculations and it is not possible to make definite distinctions
in this case.

B CONCLUSIONS

The acidity constant values were determined spectrophoto-
metrically through UV—vis applying SQUAD for the compounds
of interest in aqueous solution. For the quercetin and myricetin,
which are unstable at basic pH, the use of a method to correct the
absorption spectra following the decomposition kinetics of the
chemical species is suggested.

The deprotonation order was calculated following the
protonic affinities criterion, adding the information obtained
from the acidity constants.

From the correlation between the experimentally observed
pK, values and the calculated AG values, the values of pK, 4, pK, s,
and pK, ¢ for myricetin were obtained.
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