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RESUMEN 

 

El presente trabajo tuvo por objetivo determinar la capacidad antioxidante de los 

derivados del ácido hidroxicinámico, los que se estudiaron en este trabajo fueron 

el ácido t-cinámico, el ácido p-cumárico (y sus isómeros meta- y orto-) y el ácido 

cafeíco. 

Se utilizaron dos metodologías experimentales para la determinación de la 

capacidad antioxidante utilizando Trolox como antioxidante; el ensayo con DPPH y 

el uso de biosensores amperométricos con Lacasa y Tirosinasa. 

Una tercer metodología teórica fue utilizada  para calcular las constantes de 

velocidad en dos medios (acuoso y lipídico) con tres mecanismos de reacción, el 

de transferencia de hidrogeno, transferencia de electrones y la formación de 

aducto radicálico. Con el cálculo de estas constantes se obtuvo el valor relativo a 

Trolox que permitió la comparación con los valores de TEAC experimentales. 

Los resultados muestran en las tres metodologías que el ácido cafeíco es un 

eficiente antioxidante primario, y que la posición del OH e el anillo aromático en el 

caso de los ácidos cumáricos afecta la reactividad, y esto se ve reflejado en la 

capacidad para atrapar radicales libres, el ácido t-cinámico no es un buen 

antioxidante dado que solo posee un OH del ácido carboxílico. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Introducción 

Los compuestos con capacidad antioxidante son cada vez de mayor interés debido a su 

importante papel en el control del estrés oxidativo (EO). El EO es un estrés químico 

causado por el desbalance entre la producción y el consumo de radicales libres (RL). Desde 

el punto de vista químico los RL son especies con al menos un electrón desapareado lo que 

los hace particularmente reactivos. Diversos estudios han mostrado que los RL contribuyen 

al desarrollo de enfermedades degenerativas tales como cáncer, enfermedades 

cardiovasculares y otras asociadas con el sistema inmune [1]. El daño en los sistemas 

biológicos puede ser acumulativo cuando la concentración de RL y antioxidantes no están 

en equilibrio [2].  

Un antioxidante se refiere a una sustancia que al estar presente en concentraciones bajas 

con respecto al sustrato oxidable, retrasa significativamente la oxidación de este. Como 

sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas orgánicas o inorgánicas que 

se encuentran en las células vivas, como proteínas, lípidos, hidratos de carbono y las 

moléculas del ácido desoxirribonucleico (ADN) [3]. 

Los antioxidantes son capaces de neutralizar o atrapar los radicales libres por medio de la 

transferencia de hidrógeno, la transferencia de electrón, o la formación de aductos. Por lo 

tanto son vitales para la salud [4]. Entre los compuestos que han mostrado tener una alta 

capacidad antioxidante se encuentran las especies que en su estructura tienen un OH unido 

al anillo aromático. 

En este grupo se encuentran los ácidos fenólicos tales como los  ácidos hidroxicinámicos  

(C9H8O2) que han sido de mucho interés en los últimos años debido a los beneficios 

potenciales para la salud. Estos ácidos han demostrado que tienen propiedades 

antibacterianas, antivirales, anticancerígenas así como anti-inflamatorias, vasodilatadoras y 

antioxidantes [5-7]. 

Los derivados del ácido hidroxicinámico (DAHC) constituyen un subgrupo importante de 

compuestos fenólicos [8,9]. Están ampliamente distribuidos en cereales, frutas, hierbas, 
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verduras y otras plantas comestibles [10,11]. Los más comunes son los ácidos cafeico, p-

cumárico [12-14].  

Debido a que estos compuestos presentan equilibrios ácido-base su forma dominante puede 

ser neutra o aniónica dependiendo del pH del medio. La actividad antioxidante de las 

diferentes formas puede ser diferente. De hecho se ha propuesto que la presencia del anión 

fenóxido incrementa la actividad antioxidante de este tipo de compuestos [15]. Es por ello 

que es de suma importancia conocer tanto sus valores de pKa como su orden de 

desprotonación.  

1.2 DAHC 

Los DAHC son metabolitos fenólicos secundarios bien conocidos que se encuentran en las 

plantas y que presentan alta capacidad antioxidante [16], además protegen a las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) y presentan efectos neuroprotectores y actividad 

antialergénica [17].  

Entre los DAHC se encuentran el ácido cafeico y el ácido p-cumárico [18]. En este trabajo 

se estudian el ácido cafeico (C9H8O4), el ácido p-cumárico (C9H8O3) y sus isómeros (los 

ácidos o-cumárico y m-cumárico), así como el ácido t-cinámico (C9H8O2) para investigar la 

importancia del efecto de la posición del OH fenólico sobre la actividad antioxidante. 

1.2.1 Ácido t-cinámico 

El ácido 3-fenil 2-propenoico (HCnm) (Figura 1), también conocido como ácido cinámico 

y sus derivados están ampliamente distribuidos en varias frutas, vegetales y flores, tienen 

propiedades farmacológicas tales como antioxidantes, muestran actividad antimicrobial y es 

un agente antidiabético [19-21]. 

 

Figura 1. Estructura química del ácido t-cinámico 
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1.2.2 Ácidos cumáricos 

Los ácidos cumáricos son compuestos DAHC. El ácido cumárico presenta tres isómeros: 

los ácidos p-cumárico H2(p-Cmc), ácido m-cumárico H2(m-Cmc), y o-cumárico H2(o-Cmc), 

que difieren por la sustitución del grupo hidroxil en el grupo fenil como se muestra en la 

Figura 2. 

Los ácidos cumáricos exhiben propiedades antioxidantes y también muestran una gran 

variedad de propiedades farmacológicas, anticancerígenas y antimutagénicos [22]. Estos 

ácidos funcionan como agentes quimiprotectores, agentes nitrosantes en varios 

compartimentos biológicos, incluyendo fluidos salivales y gástricos [23].   

 

 

Figura 2. Ácidos cumáricos según el sitio de sustitución: p-cumárico, m-cumárico y o-cumárico. 

 

1.2.1 Ácido cafeico 

El ácido cafeico, H3Cf (ácido 3, 4-dihidroxicinámico), es uno de los compuestos fenólicos 

naturales ampliamente distribuido en plantas, vegetales, frutas, café y té [24]. Este ácido 

posee propiedades antioxidantes ya que neutraliza diferentes especies reactivas, incluyendo 

el radical libre DPPH [25], los radicales peroxilo [26] e hidroxilo [27], el anión superóxido, 

peroxinitrito y compuestos mutagénicos tales como nitrosaminas [28]. Estudios 

farmacológicos muestran que ejerce efectos protectores sobre la neurodegeneración 

inducida por glutamato en neuronas corticales primarias cultivadas [29]. 
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Figura 3. Estructura química del ácido cafeico 

1.3 Constantes de acidez 

Hay una gran cantidad de  sustancias que se comportan como ácidos o bases de Bronsted en 

solución acuosa. Los equilibrios de transferencia de protones son muy importantes para una 

gran variedad de compuestos químicos de importancia biológica, que con frecuencia son 

ácidos o bases débiles [30]. Las constantes de disociación ácida (Ka) no solo caracterizan la 

acidez de esos compuestos sino también tienen influencia en su reactividad. Estas 

constantes son comúnmente reportadas como pKa y sus valores están relacionados con 

numerosas propiedades tales como solubilidad y velocidad de absorción [31]. Por lo tanto 

el conocimiento de los valores de pKa es de vital importancia para el entendimiento del 

comportamiento de estas sustancias bajo diferentes condiciones. 

El valor de pKa es la medida más común de acidez termodinámica, y se define por la 

siguiente ecuación: 

𝑝𝐾𝑎 = −log⁡(𝐾𝑎)                                                                                                           (1) 

Donde 𝐾𝑎 es la constante  de equilibrio para la desprotonación del ácido [32]. 

Varios métodos han sido utilizados para la determinación de constantes de acidez 

incluyendo valoración potenciométrica, espectrofotometría y electroforesis capilar. Los 

métodos espectroscópicos son sensibles y apropiados para la determinación de la constante 

de acidez especialmente cuando todos los componentes que participan en el equilibrio 

químico tienen espectros distintos. 

Sin embargo, la determinación espectrofotométrica directa de las constantes de acidez en 

un sistema en el que algunos de los componentes tienen espectro similar es difícil, si no 

imposible [33]. Por lo tanto, para superar este problema los métodos gráficos y 

computacionales se pueden utilizar. En este trabajo se hace uso del programa 
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computacional SQUAD [34] (Anexo A) utilizado para para el refinamiento de las 

constantes de acidez y el paquete computacional Gaussian 09 [35] para los cálculos de 

estructura electrónica. 

1.3.1 Constantes de acidez de ácidos polipróticos 

Los ácidos polipróticos son sistemas de fórmula general HnA que se disocian de acuerdo a 

equilibrios sucesivos, y cada uno presenta su constante de equilibrio como se muestra en las 

ecuaciones 2, 3 y 4. 

𝐻𝑛𝐴 ↔ 𝐻𝑛−1𝐴
− +𝐻+                        ;                        𝐾𝑎1 =

[𝐻𝑛−1𝐴
−]+[𝐻+]

[𝐻𝑛𝐴]
                   (2) 

𝐻𝑛−1𝐴
− +𝐻+ ↔ 𝐻𝑛−2𝐴

2− + 𝐻+       ;                       𝐾𝑎2 =
[𝐻𝑛−2𝐴

2−]+[𝐻+]

[𝐻𝑛−1𝐴
−]+[𝐻+]

                  (3) 

𝐻𝑛−2𝐴
2− +𝐻+ ↔ ⋯⁡𝐴−𝑛 +𝐻+        ;                        𝐾𝑎𝑛 =

[𝐻𝑛−2𝐴
2−]+[𝐻+]

[𝐴−𝑛+𝐻+]
                  (4) 

Las constantes de disociación son diferentes para cada fase (𝐾𝑎1, 𝐾𝑎2,...,⁡𝐾𝑎𝑛). Cada protón 

sucesivo se libera con mayor dificultad que el anterior, ya que queda más fuertemente 

atraído por el anión formado [36]. 

Los cálculos de las constantes de equilibrio para ácidos polipróticos son complejos porque 

las concentraciones de las distintas especies presentes están determinadas por los 

equilibrios sucesivos. La resolución requiere hacer aproximaciones. El programa 

computacional SQUAD realiza el cálculo de las concentraciones de cada especie formada 

por medio del método numérico de Gauss-Newton. 

El significado de estas constantes es análogo al que tiene 𝐾𝑎 en ácidos monopróticos, los 

valores de pKa demarcan zonas de existencia predominante de cada una de las especies 

originadas a partir del ácido no disociado. 

1.4  Antioxidantes 

Los antioxidantes retrasan significativamente la oxidación de un sustrato oxidable. Como 

sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas orgánicas o inorgánicas que 

se encuentran en las células vivas, como proteínas, lípidos, hidratos de carbono y las 

moléculas de ADN [3]. 
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 Los antioxidantes pueden actuar de las siguientes formas: 

1. Disminuyendo la concentración de oxidantes. 

2. Evitando la iniciación de la reacción en cadena al “barrer” (atrapar o detener una 

reactividad química muy alta), los primeros RL que se forman. 

3. Uniéndose a iones metálicos para evitar la formación de especies reactivas. 

4. Transformando los peróxidos en productos menos reactivos. 

Entre estos antioxidantes se incluyen proteínas como las enzimas derivadas del sistema 

citocromo-oxidasa, las superóxido dismutasas, las catalasas y peroxidasas como la 

glutatión-peroxidasa y la glutatión-reductasa. Así como sistemas no proteícos, como las 

vitaminas A, C, E, ácido úrico, aminoácidos como, glicina y taurina, y el tripéptido 

glutatión, compuestos fenólicos, como ácido gálico, ferúlico, cafeico y ácidos cumáricos a 

los que se denominan atrapadores (scavengers) de RL. 

En general los RL son electrófilos (que aceptan electrones), causando la producción de otro 

RL menos reactivo y todavía inestable que reacciona con otra molécula para producir otro 

RL. 

Los atrapadores pueden definirse como aquellas sustancias que donan electrones a otras 

especies, reduciéndolas y haciéndolas menos reactivas [37, 38]. 
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CAPÍTULO 2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos 

2.1.1 Objetivo general 

Determinar las constantes de acidez y la capacidad antioxidante de algunos DAHC 

2.1.2 Objetivos particulares 

1.- Determinar espectroscópicamente (UV-Vis) las constantes de acidez de los DAHC en 

medio acuoso. 

2.- Estudiar los espectros de absorción teóricos UV-Vis de los DAHC para identificar las 

transiciones involucradas en las diferentes bandas. 

3.- Determinar el orden de desprotonación de los DAHC mediante teoría de los funcionales 

de la densidad. 

4.- Determinar experimentalmente la capacidad antioxidante de los ácidos; t-cinámico,   p-

cumárico y cafeico mediante su reacción con DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo). 

5.- Determinar teóricamente la capacidad antioxidante de los compuestos DAHC con el 

radical HOO
•
, en base a consideraciones termodinámicas y cinéticas. 

6.- Comprender la importancia de los mecanismos de reacción, la influencia del medio 

(polaridad y pH) y la actividad relativa de las formas neutras y aniónicas de los diferentes 

compuestos. 
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CAPÍTULO 3. MARCO TEÓRICO 

3.1 Marco Teórico 

3.1.1 Espectroscopía de absorción 

La Espectrofotometría de absorción en las regiones ultravioleta y visible del espectro 

electromagnético es una técnica instrumental de amplio uso. Se basa en la absorción de 

radiación ultravioleta y visible por el analito, como consecuencia se produce un espectro de 

absorción que proporciona información fundamental para la determinación de la 

composición química, la estructura y propiedades de la materia [39]. 

El proceso de absorción de las radiaciones ultravioleta y visible provoca la excitación de 

electrones a niveles de energía superiores. 

3.1.2 Leyes de absorción de la radiación 

Cuando un haz de radiación monocromática atraviesa un sistema de una especie 

absorbente, la intensidad del haz incidente 𝐼0 se atenúa disminuyendo hasta  𝐼. 

La fracción de radiación incidente que consigue atravesar la muestra se define como 

Transmitancia y está dada por la siguiente relación: 

𝑇 =
𝐼

𝐼0
                                                                                                                               (5) 

Un parámetro de mayor utilidad es la absorbancia que es definida como: 

𝐴 = − log𝑇 = 𝑙𝑜𝑔
𝐼0

𝐼
                                                                                                       (6) 

Según la ley de Beer, la absorbancia 𝐴 es directamente proporcional a la concentración de 

la especie absorbente 𝐶 y a la longitud de paso óptico 𝑙 del medio de absorción 

𝐴 = 𝑙𝑜𝑔
𝐼0

𝐼
= 𝜀𝑙𝐶                                                                                                             (7) 

Donde  

𝐼0: Intensidad de la luz incidente 

𝐼 : Intensidad de la luz trasmitida a través de la muestra 
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𝜀: Coeficiente de absortividad 

3.1.3  Absorbancia en espectrofotometría 

La forma común de la espectrofotometría requiere de la combinación de la ley de Beer y de 

las leyes de aditividad (ecuación 9) para la absorbancia por la existencia de especies 

químicas. Así que la absorbancia del sistema, dada una longitud de onda, y una longitud de 

paso óptico, está descrita por la siguiente ecuación [40]: 

                                                                                           

  ( ) ( ) ( ) ( )... ...
nL HL jL H LA A A A A

                                                                                      (8)   
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Z ZZ Z
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Donde [𝐿´] representa la suma de las concentraciones de las especies de los componentes 𝐿 

en el sistema. 

Esta ecuación demuestra que la absorbancia o el coeficiente de absortividad molar pueden 

estar escritos en función de las fracciones molares de todas las especies en el sistema. 

Puesto que, a partir de las absorbancias se pueden obtener las concentraciones de las 

especies, entonces se puede establecer una relación entre las fracciones y las 

concentraciones de dichas especies y así obtener el valor de pKa como función de las 

absorbancias. 

3.1.4 Métodos de determinación de la capacidad antioxidante 

En la actualidad no existe un método universal para medir la capacidad antioxidante, en 

parte debido a la disparidad de condiciones en las cuales se desarrollan estas metodologías, 

además de la complejidad de los sistemas y de la diversidad de las matrices que necesitan 

ser evaluadas. 
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En general, existen varias aproximaciones para la clasificación de métodos para medir la 

actividad antioxidante. Una de ellas se basa en clasificar los métodos como directos e 

indirectos [41], mientras que otra los clasifica de acuerdo con el mecanismo mediante el 

cual sucede el proceso antioxidante. 

En los métodos indirectos se estudia la habilidad del antioxidante para estabilizar algún 

radical libre, de hecho, se han usado algunos RL metaestables, coloreados, con fuerte 

absorción en el espectro visible,  para determinar actividad estabilizadora de RL. 

Los métodos directos están basados en el estudio del efecto de un antioxidante sobre la 

degradación oxidativa de un sistema, de los cuales los más usados han sido: proteínas, 

ácidos nucleicos, plasma sanguíneo, grasas, lipoproteínas, membranas biológicas, entre 

otros, los lípidos constituyen el sistema más frecuente debido a la importancia de su 

oxidación en el desarrollo de enfermedades: así como el deterioro de la calidad de los 

alimentos. 

Existe otra clasificación que describe los métodos para medir la capacidad antioxidante 

según sea su mecanismo de reacción, pues se conoce que los antioxidantes pueden 

estabilizar RL siguiendo al menos dos mecanismos, el de transferencia de átomos de 

hidrógeno (por sus siglas en inglés HT) y el mecanismo de transferencia de electrones (por 

sus siglas en inglés SET). Estos pueden ocurrir de forma paralela y ambos dan como 

resultado la estabilización del radical libre. Sin embargo el mecanismo que predomine para 

cada sistema será determinado por la estructura química del antioxidante, su solubilidad, 

coeficiente de partición, energía de disociación del enlace, potencial de disociación y 

condiciones del medio de reacción como el pH. Los métodos más comunes para determinar 

capacidad antioxidante se corresponden principalmente a procesos HT o SET. 

Como se muestra en la siguiente ecuación, un sustrato oxidable (𝐿𝐻) es atacado por un 

radical libre (𝑋 ∙) generando una especie no radicalaria y un nuevo radical libre (𝐿).  

 X LH XH L                                                                                                          (10) 

La reactividad relativa de un antioxidante en un método SET, se basa, fundamentalmente, 

en la desprotonación y es dominada por el potencial de ionización (PI) [42]. 
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Algunos métodos ampliamente usados como el ABTS (catión radical del ácido 2,2´-azino-

bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)  y el DPPH se fundamentan en la estabilización de 

RL sintéticos metaestables, vía SET, cuya reacción con un antioxidante genera un cambio 

que puede ser detectado instrumentalmente. Sin embargo, se ha mostrado que estos 

radicales pueden estar estabilizados por diferentes mecanismos [43].  

3.1.4.1 Método de DPPH 

Este ensayo fue propuesto originalmente por Brand-Williams [44] y utiliza el radical DPPH 

como radical libre. 

El DPPH (Figura 4) es uno de los pocos radicales orgánicos estables, presenta una fuerte 

coloración violeta, es comercialmente disponible y no tiene que ser generado en situ. El 

ensayo se fundamenta en la medición de la capacidad antioxidante para estabilizar el 

radical DPPH. Esta medición se realiza espectrofotométricamente siguiendo el decaimiento 

de la absorbancia a una longitud de onda de 514 nm [45]. La reacción de estabilización se 

considera que transcurre principalmente mediante un mecanismo SET, y un pequeño aporte 

de HT [46]. Esta hipótesis se basa en el alto impedimento estérico que presenta el DPPH en 

su centro radicálico. Entre las ventajas de este método están su simplicidad y el bajo 

requerimiento instrumental. 

 

Figura 4. Estructura química del radical libre metaestable DPPH 

Aunque existen varias formas de expresar los resultados, una de las más comunes es el 

índice TEAC (capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox) en el cual la capacidad 

antioxidante de una sustancia dada es comparada a la del compuesto estándar Trolox (ácido 

6-hidroxi-2, 5, 7,8 tetrametil croman-2-carboxílico, C14H18O4)  un análogo hidrosoluble de 

la vitamina E. 
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La reacción del radical DPPH es un método popular para evaluar la fuerza de un 

antioxidante. Se han investigado aspectos cinéticos de esta reacción con el análogo 

hidrosoluble de la vitamina E comúnmente usado como estándar. 

El DPPH comienza como un radical libre (Figura 5), el paso inicial de la reacción con 

Trolox permite la formación de una forma oxidada de Trolox (TrO
•
)  [47]. 

El radical  TrO
•
 reacciona con otra molécula de DPPH (línea b) estabilizando a este radical 

y formándose un producto de oxidación Trolox [48]. 

 

Figura 5. Esquema de reacción propuesto entre el radical DPPH y Trolox [49] 

3.1.4.1 Método de biosensores amperométricos 

La aparición durante la segunda mitad del siglo XX del primer biosensor, capaz de medir la 

presión de oxígeno en sangre [50], se considera fruto de la búsqueda de herramientas 

analíticas rápidas, sensibles y precisas, capaces de simplificar los procesos analíticos y la 

instrumentación de elevado costo que a menudo se requiere para la detección de analitos de 

interés. A partir de este momento, se inició el desarrollo de numerosos biosensores con el 

objetivo de detectar, cuantificar y monitorear ciertos analitos. 
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La unión internacional de química aplicada y pura (IUPAC) define biosensor como un 

dispositivo autónomo, integrado, capaz de proporcionar información analítica cuantitativa o 

semicuantitativa, gracias a un elemento de reconocimiento (receptor biológico) que se 

encuentra en contacto directo con el sistema de transducción [51]. Por tanto el elemento de 

reconocimiento biológico debe estar en contacto íntimo con un transductor, que permite 

procesar la señal producida por el biomaterial y el analito. La señal obtenida se relaciona 

con la concentración del analito. 

Los biosensores amperométricos son los más utilizados. En este caso se trabaja a un 

potencial fijo respecto al electrodo de referencia. Se mide el flujo de corriente que se genera 

en la superficie del electrodo de trabajo cuando tiene lugar la oxidación o reducción de 

alguna de las especies implicadas en la reacción enzimática, y la señal dada se puede 

correlacionar con la concentración del sustrato. En estos electrodos bien el sustrato o bien 

el producto deben ser especies electroatractivas y la velocidad de la reacción enzimática se 

controla por el registro directo de la corriente (transferencia de electrones) producida [52]. 

3.1.6 Teoría de los funcionales de la densidad 

La Química Computacional ha demostrado ser una poderosa herramienta para el estudio de 

las reacciones químicas relacionadas con el estrés oxidativo. Si bien existen numerosas 

metodologías disponibles, los métodos que han probado ser la mejor opción son los 

desarrollados en el marco de la Teoría de Funcionales de la Densidad (DFT). Esto se debe 

al excelente compromiso calidad-tiempo de cómputo que los caracterizan.  

Ha sido empleada para elucidar el mecanismo antioxidante [53], para identificar el sitio más 

probable de daño oxidativo [54] para estudiar la acción antioxidante relativa de los 

carotenoides ante diferentes RL [55, 56], entre otros. 

El funcional empleado en el desarrollo de este trabajo tanto para los cálculos 

termodinámicos como cinéticos es el M05-2X [57]. El funcional M05-2X es un funcional, 

con un 56% de intercambio no local (2X) que fue parametrizado principalmente para no 

metales. 
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CAPÍTULO 4. EXPERIMENTACIÓN 

4.1 Desarrollo experimental 

4.1.1 Reactivos 

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada 18 MΩ cm. Las soluciones del 

ácido: t-cinámico, m-cumárico, o-cumárico y p-cumárico se realizaron con reactivos 

analíticos Sigma (98.0 %) y metanol (grado cromatográfico Merck). DPPH, Ácido (S)-(-)-

6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxílico o Trolox (97%). Se trabajó con ácido 

clorhídrico (Merck 1.19 g/mL, 37%) e hidróxido de sodio (Merck 99 %). 

Para los de biosensores se utilizaron las enzimas Lacasa (Laccase from Trametes 

Versicolor, Sigma EC1.10.3.2, 120 unit/mg sólido)  y Tirosinasa (Tyrosinase from 

mushrooms, Sigma, EC 1.14.18.1, 3900 unit/mg sólido)  

4.1.2 Equipo 

Se usó un espectrofotómetro UV-Vis (Perkin Elmer Lambda 20). El pH de las disoluciones 

fue ajustado empleando un pH-metro Mettler Toledo MP230.  

Las mediciones amperométricas se realizaron en una celda termoregulada bajo agitación 

constante, con un amperímetro BAS amperometric detector LC-4C conectado a una PC, la 

recopilación de datos se realiza mediante el software especializado DAYSY LAB 6.0. 

4.2.3 Metodología 

4.2.3.1 Computacional 

Las optimizaciones de geometrías y los cálculos de frecuencia se llevaron a cabo utilizando 

el funcional M05-2X y el conjunto de funciones de bases 6-311++G(d,p). El funcional 

M05-2X ha sido recomendado para los cálculos cinéticos por sus desarrolladores y también 

se ha utilizado con éxito por autores independientes [58]. Es también uno de los funcionales 

con mejor desempeño para el cálculo de energías de reacción que involucran RL. Los 

cálculos se realizaron con el paquete de programas Gaussian 09, las correcciones 

termodinámicas fueron incluidas en el cálculo de las energías relativas. Los efectos de 

solvente fueron incluidos usando el modelo de solvatación continuo SMD a nivel M05-

2X/6-311++G(d, p), utilizando el agua como solvente. 
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Para los cálculos de constantes de velocidad se utilizó la teoría convencional del estado de 

transición (TST)  [59]. 

  / RT
B

Gk T
k e

h


 
                                                                                                      (11) 

donde kB y h son las constantes de Boltzman y Planck, ΔG
≠
 es la energía libre de 

activación, σ es la degeneración de caminos de reacción y κ la corrección de tunelaje.  

Para la correcta identificación de estados de transición se realizaron cálculos de 

coordenadas intrínsecas de reacción (IRC), además de una inspección visual del vector de 

transición. 

En el caso de los mecanismos que involucran transferencias electrónicas se utilizó la teoría 

de Marcus [60]. En esta teoría la barrera de activación  ETG  se obtiene como: 
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1
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ET
ET

G
G





  
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 
                                                                                                    (12) 

donde 0

ETG  es la energía libre de reacción y λ la energía de reorganización nuclear. 

Los cálculos de los espectros UV-Vis se realizaron a un nivel de teoría CAM-B3LYP/6-

311++G(d,p), utilizando el modelo de solvente SMD. 

4.2.3.2 Experimental 

 Estabilidad  

Se preparó una solución 0.1 M de HCl en 25 mL y otra de la misma concentración de 

NaOH en 50 mL, y se preparó una solución de ácido (ácido cafeico, p-cumárico o t-

cinámico) en 10 mL. 

Una vez teniendo las soluciones, en una celda se colocan 5 mL de HCl 0.1 M a la que se le 

añade un pequeño volumen de ácido propuesto y se colocan 2.5 mL en la celda de cuarzo 

para tomar lectura en el equipo de UV-vis. Para el NaOH se realizó el mismo 

procedimiento y se toma lectura del espectro cada hora. 

Cálculo de las constantes de acidez 

En una celda adaptada para mantener la temperatura a 25 °C se colocaron 5 mL de HCl 0.1 

M + 50 μL  del DAHC, a esta solución se le agrega NaOH 0.1 M con el DAHC, con el fin 
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de variar el pH en intervalos de aproximadamente 0.3 unidades, desde pH 1.50 hasta 12.00. 

A cada medición de pH se le toma lectura del espectro de absorción. 

Una vez obtenidos los espectros de absorción se utiliza el programa computacional 

SQUAD  para el refinamiento de las constantes de acidez. 

Estimación de la capacidad antioxidante por el ensayo DPPH 

Se preparó una solución de DPPH 10
-3

 M en etanol, es decir, 9.9 mg de DDPH en 25 mL de 

etanol, se guarda en un frasco obscuro y se mantiene a 4 °C, También se preparó una 

solución de Trolox de la misma concentración, 6.5 mg. en 25 mL de etanol y se mantiene 

en las mismas condiciones que la solución de DPPH. 

Se realizaron diluciones de la solución madre de Trolox (10
-3

 M) con etanol  para realizar 

una curva de calibración en función de la absorbancia de DPPH. Se agregaron diferentes 

volúmenes de la solución diluida de Trolox ajustando con etanol a 1 mL y se registra la 

absorbancia a 514 nm (Tabla 1). 

Tabla 1. Volumen de Trolox a diferentes concentraciones para la construcción de la curva 

de calibración 

En esas condiciones, la absorbancia  del  blanco (solución sin Trolox) debe de ser 1.05 ± 

5%.   

Usando la solución de DDPH (manteniendo la concentración de 10
-3

 M), se toma lectura de 

los espectros de absorción a 514 nm, de la mezcla Trolox-DPPH después de 5 minutos de 

haber iniciado la reacción. 

[Trolox]final 

(µM) 

VDPPH at 10
-3

M 

(µL) 

Vetanol 

(µL) 

VTrolox at 10
-5

M 

(µL) 

VTrolox at 10
-

4
M 

(µL) 

Absorbancia 

a 514 nm 

después de 5 

min 

0 100 900 0 0  

1 100 800 100 0  

5 100 400 500 0  

10 100 800 0 100  

20 100 700 0 200  

40 100 500 0 400  

50 100 400 0 500  
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Para las muestras se ajusta con etanol y con la solución de DPPH (10
-3

 M), se toma la 

absorbancia hasta que la reacción se estabiliza, esto se observa cuando la absorbancia se 

mantiene constante respecto al tiempo. 

Se toman dos puntos de la curva Trolox y se obtiene una pendiente, se realiza lo mismo 

para la muestra se toman dos puntos de la parte lineal de la curva y se divide entre la 

concentración.  

Para el cálculo del índice TEAC se divide la pendiente de la muestra entre la pendiente de 

la curva con Trolox. 

Estimación de la capacidad antioxidante por medio de biosensores enzimáticos 

En este método, la enzima se deposita sobre el electrodo de trabajo en una mezcla formada 

por una solución de Tirosinasa o Lacasa 5 mg/mL 10 mg/mL respectivamente. Una vez 

mezclados los componentes se debe agitar hasta que la mezcla es homogénea, entonces se 

depositan 3.0 μL sobre el electrodo de trabajo. Los biosensores se colocan bajo una lámpara 

de luz UV (8W) por un intervalo de 3 horas con el fin de permitir la polimerización. 

Después de este tiempo se almacenan a 4°C al vacío hasta su uso.  

En una celda termoregulada a 30 °C bajo agitación se colocan 10 mL de buffer de fosfatos 

0.1 M  y pH=7.00 y se sumerge el biosensor, se aplica un potencial en el cual se espera que 

la señal sea estable, cuando se establece la línea base se realizan adiciones consecutivas del 

sustrato y se mide el cambio de la corriente en función de la concentración. 

Una curva de calibración se construye graficando la concentración total del sustrato en la 

celda en función del cambio total registrado en la corriente. La parte lineal de la curva de 

calibración indica el rango de respuesta mientras que la pendiente corresponde a la 

sensibilidad del sensor expresada en unidades de nA/ μM. 

El cociente entre cada sustrato y Trolox corresponde al valor de capacidad antioxidante 

equivalente a Trolox. 
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Ácido t-cinámico 

5.1.1 Estabilidad 

En la Figura 6 se muestran los espectros de absorción del ácido t-cinámico (5.76x10
-5

 M) 

en medio ácido (HCl 0.1 M) y medio básico (NaOH 0.1 M) en un intervalo de 7 horas 

después de su preparación, con el fin de observar que no haya descomposición del 

compuesto en alguno de los medios. 

  

 
Figura 6. Espectros de absorción del ácido t-cinámico en medio a) ácido y b) básico 

 

Se puede observar que en ambos medios hay ligeras variaciones en los espectros de 

absorción esto puede atribuirse al cambio de pH en la solución. 

5.1.2 Espectros de absorción UV-Vis 

La Figura 7 muestra los espectros de absorción del ácido t-cinámico a fuerza iónica 0.1. Se 

puede observar que en medio ácido el máximo de absorción se encuentra en 

aproximadamente a λmax=277 nm y a medida que el pH aumenta, la banda se absorción se 

va recorriendo observándose una absorción máxima en aproximadamente λmax=267 nm y 

un punto isosbéstico en aproximadamente 274 nm.  
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Figura 7. Espectros de absorción del ácido t-cinámico (5.40X10
-5 

M) en un intervalo de 2.14 < pH < 6.19 

5.1.3 Constante de acidez 

Las constantes de acidez de los DAHC se determinaron en solución acuosa dado que en 

este medio los sistemas vivos constituyen un 70 % del peso de la mayoría de los 

organismos, es el medio de transporte de los nutrientes celulares y el medio de reacción en 

el que tiene lugar la inmensa mayoría de las reacciones químicas. 

Con los datos de absorbancia en función del pH y un modelo químico propuesto se 

introducen al programa computacional SQUAD para el refinamiento de las constantes de 

acidez. 

Se alimentaron 13 espectros en el intervalo de longitud de onda de 215-325 nm 

obteniéndose un valor de pKa de 4.400 con una desviación estándar sobre las constantes de 

0.006 como se muestra en la Tabla 2. 

Tabla 2. Valor de pKa del ácido t-cinámico (5.400x10
-5

 M) con datos de longitud de onda de 215 a 325 nm, 

calculado con el programa computacional SQUAD. 

 

Otro de los parámetros calculados por SQUAD son los coeficientes de absortividad molar 

para la especie neutra y la especie desprotonada como se muestra en la Figura 8. 

Se observa que para la especie neutra tiene un coeficiente de absortividad molar de 22300 

M
-1

cm
-1

 a una longitud de onda de 276 nm y para la especie desprotonada el coeficiente es 

de 22500 M
-1

cm
-1

 a 274 nm, observándose un punto isosbéstico en 274 nm. 
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Figura 8. Coeficientes de absortividad molar del ácido t-cinámico de la especie protonada (azul) y la especie 

desprotonada (rojo) y sus desviaciones estándar 

A partir del valor de pKa calculado por SQUAD se calculan las fracciones de las especies 

en función del pH. 

En la Figura 9 se muestra el diagrama de distribución de especies para el ácido t-cinámico 

en su forma neutra se observa que a valores de pH ácidos la especie que predomina 

corresponde a la especie neutra y a partir de un poco más de 4 unidades de pH la especie 

aniónica comienza a predominar. 

 

Figura 9. Diagrama de distribución de especies del ácido t-cinámico 

A partir de los coeficientes de absortividad molar dados por SQUAD se calcularon los 

espectros para ambas especies. Como se observa en la Figura 10 los espectros 

experimentales y los simulados por SQUAD se superponen. 
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Figura 10. Espectro de absorción del ácido t-cinámico 5.400x10
-5

 M, el espectro calculado por SQUAD está 

representado con líneas y el experimental con puntos 

5.2 Ácido p-cumárico 

5.2.1  Estabilidad 

En la Figura 11 se muestran los espectros de absorción del ácido p-cumárico (7.84x10
-5

 M) 

en medio ácido (HCl 0.1 M) y medio básico (NaOH 0.1 M) en un intervalo de 7 horas 

después de su preparación, con el fin de observar que no haya descomposición del 

compuesto en alguno de los medios. 

 
Figura 11. Espectros de absorción del ácido p-cumárico en medio a) ácido y b) básico 

 

Se puede observar que en medio ácido hay pequeñas fluctuaciones en el máximo de 

absorción  y en medio básico se observa una caída de la banda de absorción en 230 nm al 

pasar el tiempo, sin embargo se mantiene estable durante el intervalo de 7 horas. 
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5.2.2 Espectros de absorción experimentales 

En la Figura 12 se muestra el conjunto de espectros de absorción para el ácido p-cumárico, 

se observan tres máximos de absorción, a valores de pH ácidos el máximo de absorción se 

localiza en 308 nm, a medida que aumenta el valor de pH a básicos la banda de absorción 

se recorre a 285 nm y a pH mayores de 8 el máximo de absorción se encuentra a 333 nm. 

 

 

 

 

Figura 12. Espectros de absorción del ácido p-cumárico (6.353X10
-5 

M) en un intervalo de 2.53 < pH < 10.88 

5.2.3 Cálculo del valor de pKa experimental 

Con los datos de absorbancia en función de la longitud de onda y de la concentración a 

diferentes valores de pH además de un modelo químico propuesto se alimentan el programa 

computacional SQUAD para el refinamiento de las constantes de acidez. 

Los valores de pKa dados por SQUAD se muestran en la Tabla 3 en donde se observa que 

el primer pKa es de 4.687±0.002 y el segundo corresponde a 9.397±0.001. 

Tabla 3. Valores de pKa del ácido p-cumárico (6.353x10
-5

 M) con datos de longitud de onda de 210 a 400 nm 

calculados con el programa computacional SQUAD. 

 

Los coeficientes de absortividad molar para la especie neutra y sus formas aniónicas se 

muestran en la Figura 13 en donde se observan tres máximos de absorción en 305 para la 

especie neutra 284 y 335 nm para las especies aniónica y dianiónica respectivamente. 
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Figura 13. Coeficientes de absortividad molar del ácido p-cumárico y sus desviaciones estándar 

Con los valores de pKa calculados por SQUAD se obtienen las fracciones molares para 

cada especie en relación al pH como se muestra en la Figura 14. El ácido p-cumárico 

predomina a valores de pH ácidos  pero a partir de pH=4.5 comienza a predominar la 

especie desprotonada  y de pH=9 aproximadamente la especie dianiónica predomina. 

 

Figura 14.  Diagrama de distribución de especies del ácido p-cumárico 

A partir de los coeficientes de absortividad molar dados por SQUAD se calcularon los 

espectros las tres especies. Como se observa en la Figura 15 los espectros experimentales a 

diferentes valores de pH  y los simulados por SQUAD se superponen. 
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Figura 15. Espectros del ácido p-cumárico 6.353x10

-5
 M a diferentes valores de pH, el espectro calculado por 

SQUAD está representado con líneas y el experimental con puntos 

5.3 Ácido o-cumárico 

5.3.1 Estabilidad 

Se realizó un estudio de estabilidad en medio ácido (HCl 0.1 M) y en medio básico (NaOH 

0.1 M) del ácido o-cumárico (8.51x10
-5

 M) en un  intervalo de 7 horas después de su 

preparación, con el fin de observar que no haya descomposición del compuesto en alguno 

de los medios. 

En la Figura 16 se observa que los espectros de absorción ácido y básico al pasar el tiempo  

se mantienen sin mucho cambio, por lo que este compuesto es estable durante el intervalo 

de tiempo establecido. 

 
Figura 16. Espectros de absorción del ácido o-cumárico en medio a) ácido y b) básico 

5.3.2 Espectros de absorción experimentales 

Los espectros de absorción  del ácido o-cumárico a diferentes valores de pH se muestran en 

la Figura 17. Se hacen notar la presencia de dos máximos de absorción  en 272 y 318 nm a 
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valores de pH ácido, al aumentar el valor de pH las bandas de absorción se recorren a 

valores de longitud de onda menores. 

 
Figura 17. Conjunto de espectros de absorción del ácido o-cumárico (7.231x10

-5
 M) en un intervalo de 1.99 < 

pH < 10.99 

5.3.3 Cálculo del valor de pKa experimental 

Las absorbancias a diferentes longitudes de onda se alimentan al programa computacional 

SQUAD para el cálculo de los valores de pKa, estos valores se muestran en la Tabla 4 así 

como los valores de la suma de mínimos cuadrados y la desviación estándar sobre los datos 

de absorbancia. 

Tabla 4. Valores de pKa del ácido o-cumárico (7.231x10
-5

 M) con datos de longitud de onda de 220 a 370 nm, 

calculados con el programa computacional SQUAD 

 

Los coeficientes de absortividad molar en función de la longitud de onda calculados por 

SQUAD se presentan en la Figura 18. Se observa que a medida que se da la desprotonación 

del ácido o-cumárico los máximos de absorción se van desplazando a longitudes de onda 

menores y la especie dianiónica (o-Cmc
2-

) presenta tres máximos de absorción en 228,  272 

y 355 nm. 
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Figura 18. Coeficientes de absortividad molar del ácido o-cumárico de la especie neutra (azul), la especie 

aniónica (rojo) y dianiónica (verde) y sus desviaciones estándar 

 

Los valores de pKa se utilizan para el cálculo de las fracciones molares en función del pH 

para obtener un diagrama de distribución de especies tal como se muestra en la Figura 19. 

Se observa que la especie desprotonada H(o-Cmc)
-
 es la que predomina  sobre la especie 

neutra y dianiónica. 

 
Figura 19.  Diagrama de distribución de especies del ácido o-cumárico 

 

En la Figura 20 se realizó un ajuste entre los espectros calculados por SQUAD a diferentes 

valores de pH y los obtenidos experimentalmente y se observa que el comportamiento 

espectral es similar ya que las bandas se superponen. 
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Figura 20. Espectros del ácido o-cumárico 1.452x10

-4
 M a diferentes valores de pH, el espectro calculado por 

SQUAD está representado con líneas y el experimental con puntos. 

5.4 Ácido m-cumárico 

5.4.1 Estabilidad 

En la Figura 21 se muestra la estabilidad del ácido m-cumárico (9.36x10
-5 

M) en medio 

ácido (HCl 0.1 M) y medio básico (NaOH 0.1 M) durante un intervalo de 7 horas después 

de su preparación. 

 

Figura 21. Espectros de absorción del ácido m-cumárico en medio a) ácido y b) básico 

5.4.2 Espectros de absorción experimentales 

En la Figura 22 se muestra el conjunto de espectros de absorción del sistema no 

amortiguado del ácido m-cumárico a diferentes valores de pH. Se hacen notar la presencia 

de tres máximos de absorción  en 277,  270 y 212 nm, al aumentar el valor de pH las 

bandas de absorción se recorren a valores de longitud de onda menores. 
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Figura 22.  Espectros de absorción del ácido m-cumárico (8.378x10

-5
 M) en un intervalo de 2.67 < pH < 10.07 

5.4.3 Cálculo de los valores de pKa experimentales 

Los datos de absorbancia a diferentes valores de longitud de onda, la concentración y un 

modelo químico propuesto se introducen a SQUAD en donde como datos salida da los 

valores de pKa, la suma de mínimos cuadrados, la desviación estándar sobre los datos de 

absorbancia como se muestra en la Tabla 5. 

Tabla 5. Valores de pKa del ácido m-cumárico (8.3377x10
-5

 M) con datos de longitud de onda de 210 a 370 

nm, calculados con el programa computacional SQUAD 

 

Otro de los parámetros calculado por SQUAD son los coeficientes de absortividad molar en 

función de la longitud de onda y sus respectivas desviaciones estándar de la especie neutra 

y aniónica como se muestra en Figura 23. 
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Figura 23. Coeficientes de absortividad molar del ácido m-cumárico de las especies: neutra (azul) aniónica 

(rojo) y dianiónica (verde) y sus desviaciones estándar 

 

Con los valores de pKa calculados por SQUAD se realiza un diagrama que indica que 

especie predomina en un intervalo de pH, se le denomina diagrama de distribución de 

especies y se muestra en la Figura 24. Se puede observar que a valores de 4.30 y 9.70 la 

especie predominante es el anfolito H(m-Cmc)
-
 y valores de pH más básicos la especie 

aniónica predomina. 

 
Figura 24.  Diagrama de distribución de especies del ácido m-cumárico 

 

Los valores de pKa y los coeficientes de absortividad molar se utilizan para calcular los 

espectros dados por SQUAD que de acuerdo a la Figura 25 están representados por líneas y 

son ajustados con los espectros experimentales determinados de manera 

espectrofotométrica. Se observa que a diferentes valores de pH ambos espectros se 

superponen. 
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Figura 25. Espectros de absorción del ácido m-cumárico 8.378x10

-5
 M a diferentes valores de pH, el espectro 

calculado por SQUAD está representado con líneas y el experimental con puntos. 

5.5 Ácido cafeico 

5.5.1 Cálculo de los valores de pKa experimentales 

En un estudio realizado por la alumna del proyecto terminal  Rebeca Cervantes Trujillo de 

la licenciatura en química de la UAM-I se reportan las constantes de acidez por medio del 

programa computacional SQUAD, los resultados de estas constantes de equilibrio se 

reportan en la Tabla 6, así como sus respectivas desviaciones estándar y la concentración 

del ácido cafeico. 

Se observa que la desviación estándar sobre los datos de absorbancia es del orden de 10
-2

 lo 

que implica que el ácido es muy inestable y tiende a oxidarse, aunado a esto, el valor de la 

suma de los mínimos cuadrados calculados es mayor a la unidad esto se debe a la cantidad 

de datos que se tomaron en cuenta para realizar los cálculos de los valores de pKa. 

Tabla 6. Constantes de acidez del ácido cafeico (5.653x10
-5

 M) con datos de longitud de onda de 220 a 400 

nm, calculadas con SQUAD a fuerza iónica constante (0.1) 
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5.6 Determinación de la capacidad antioxidante 

5.6.1 Ensayo con DPPH 

 

Este método evalúa el TEAC, el cual se basa se basa en la reducción del radical DPPH al 

interactuar con el antioxidante observándose una decoloración de violeta a amarillo a 514 

nm. 

La Figura 26 muestra el descenso de la absorbancia DPPH 100 μM en etanol a diferentes 

concentraciones de Trolox en etanol en función del tiempo. 

 

Figura 26. Absorbancia del radical DPPH en función del tiempo a diferentes concentraciones de Trolox μM 

Con estos datos se construye una curva de calibración la cual se muestra en la Figura 27.  

 

 

Figura 27. Curva de calibración para el sistema Trolox-DPPH en etanol 
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Para las muestras se mezclaron, 100 μL del radical DPPH 10
-3

 M con 500 μL de etanol y 

400 μL del ácido hidroxicinámico y se monitorea el descenso de la absorbancia en función 

del tiempo (Figura 28), posteriormente se toma la absorbancia máxima y la absorbancia 

después de 5 minutos de iniciada la reacción a 514 nm y se calculó la capacidad 

antioxidante equivalente a Trolox. 

Los resultados se expresan en TEAC relativo obtenidos a partir de la curva de calibración, 

tomando dos puntos de esta curva entre 0 y 20 µM en este caso, pues la absorbancia en este 

punto ha descendido a la mitad. Para la muestra se toman dos puntos la absorbancia inicial 

y la absorbancia después de 5 minutos, y se divide entre la concentración del DAHC en 

solución. 

 

Figura 28. Disminución de la absorbancia con respecto al tiempo de los DAHC 

Para obtener el valor de TEAC se realiza una relación de pendientes entre la muestra y 

Trolox. 

En la Tabla 7 se reporta el valor de TEAC de los DAHC observándose que el ácido t-

cinámico, el cual no presenta OH fenólico, tiene un valor pequeño de TEAC. La posición 

del OH fenólico favorece el valor TEAC en la posición para- como es el caso de los ácidos 

cumáricos. 
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Tabla 7. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) de los DAHC con ensayo DPPH 

DAHC Estructura química TEAC 

 

HCnm 

 

 

9.70x10
-5 ± 6.50x10-5

 

 

H2(o-Cmc) 

 

 

3.40x10
-4 ± 6.13x10-5

 

 

H2(m-Cmc) 

 

 

1.40x10
-4 ± 3.84x10-5

 

 

H2(p-Cmc) 

 

 

4.40x10
-4 ± 8.05x10-5

 

 

 

H3Cf 

 

 

 

1.08 ± 0.63 

 

5.6.2 Determinación amperométrica con biosensores 

La detección amperométrica de los compuestos fenólicos fue realizada con el método de 

adiciones. Con el biosensor inmerso en una celda termo regulada y bajo agitación que 

contiene 10 mL de buffer 0.1 M de fosfatos pH 7.0 a 25°C. Se aplica el potencial indicado 

y se espera hasta que la corriente sea estable. Cuando se alcanza esta línea  base se realizan 

adiciones consecutivas de pequeños volúmenes de la solución del compuesto. 

Se construye una curva de calibración graficando la concentración total del sustrato en la 

celda en función del cambio total registrado en la corriente. La parte lineal de la curva de 

calibración indica el rango de respuesta mientras que la pendiente corresponde a la 

sensibilidad del sensor. Esta determinación se realizó utilizando dos enzimas: Lacasa y 

Tirosinasa, la primera enzima cataliza la oxidación de sustratos fenólicos, actuando  sobre 

p-difenoles y o-fenoles, mientras que la Tirosinasa actúa sobre los monofenoles  y bifenoles 

en posición orto. 
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5.6.2.1 Lacasa 

En la Figura 29 se muestra la corriente en función de la concentración total de Trolox.

 
Figura 29. Curva de calibración amperométrica para Trolox 

Utilizando Lacasa en el biosensor el ácido t-cinámico y el ácido m-cumárico no presentan 

cambio en la señal de la corriente. 

 

La Figura 30 muestra las curvas de calibración para los ácidos p-cumárico y o-cumárico 

(1x10
-2 

M). 

 
Figura 30. Curvas de calibración del ácido p-cumárico (puntos azules)  y el ácido o-cumárico (puntos rojos) 

 

Se realizaron adiciones de 10 μL de H3Cf  0.025 M a una celda (que regula la temperatura a 

25 °C) con 10 mL de buffer de acetatos, se registra el cambio de corriente con respecto a la 

concentración como se muestra en la Figura 31. 
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Figura 31. Curva de calibración del ácido cafeico 

 

En la Tabla 8 se muestra la estructura química y el valor de la capacidad antioxidante en 

equivalentes Trolox determinado con Lacasa. 

 

Tabla 8. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) con biosensores de Lacasa 

DAHC Estructura química TEAC 

 

HCnm 

 

 

-------- 

 

H2(o-Cmc) 

 

 

0.015 ± 0.001 

 

H2(m-Cmc) 

 

 

-------- 

 

H2(p-Cmc) 

 

 

0.023 ± 0.002 

 

 

H3Cf 

 

 

 

3.783 ± 0.071 
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La detección amperométrica con la enzima Lacasa no muestra actividad para el ácido t-

cinámico, no muestra actividad con la posición meta- del ácido cumárico, muestra mayor 

actividad en la posición para seguida de la posición orto-, el valor de TEAC es mayor para 

el ácido cafeico que posee en su estructura un grupo catecol. 

5.6.2.2 Tirosinasa 

En la Figura 32 se muestra la curva de calibración realizada con Trolox.  

 

 

 
Figura 32. Curva de calibración con Trolox 

 

El ácido t-cinámico no muestra cambio de la corriente con respecto a la concentración. Las 

curvas de calibración correspondientes a los ácidos cumáricos se muestran en la Figura 33, 

la pendiente para el ácido p-cumárico (triángulos) es de 0.088, la del ácido o-cumárico 

(representado por cuadros) es de 0.045 y la del ácido m-cumárico (rombos) es de 0.022. 
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Figura 33. Curvas de calibración para los ácidos: p-cumárico (triángulos), o-cumárico (cuadros), m-cumárico 

(rombos) 

 

En la Figura 34 se muestra el cambio de la corriente con respecto a la concentración del 

ácido cafeico. 

 
Figura 34. Curva de calibración del ácido cafeico 

 

El valor de TEAC se obtiene dividendo la pendiente de Trolox entre la pendiente de cada 

DAHC, estos valores se reportan en la Tabla 9. 
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Tabla 9. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) con biosensores de Tirosinasa 

DAHC Estructura química TEAC 

 

HCnm 

 

 

-------- 

 

H2(o-Cmc) 

 

 

1.176 ± 0.189 

 

H2(m-Cmc) 

 

 

0.576 ± 0.131 

 

H2(p-Cmc) 

 

 

1.554 ± 0.107 

 

 

H3Cf 

 

 

 

3.966 ± 0.238 

 

 

La detección amperométrica con Tirosinasa y Lacasa no muestran actividad para el ácido t-

cinámico, se observa que hay un valor mayor de TEAC del ácido p-cumárico con respecto 

al ácido o-cumárico y al m-cumárico esta tendencia también se observa con el ensayo con 

DPPH y la detección amperométrica con Lacasa y Tirosinasa muestran un mayor valor de 

TEAC para el ácido cafeico. 

Puesto que en el ensayo con DPPH y las determinaciones amperométrica con Lacasa y 

Tirosinasa el ácido cafeico muestra un mayor valor de TEAC que se le atribuye al grupo 

catecol y dado que la posición meta- del ácido cumárico con la determinación 

amperométrica con Lacasa muestra valores menores de TEAC con respecto a sus isómeros 

para- y orto- se utilizó ácido gálico para observar el efecto de la posición de los OH´s 

fenólicos sobre la capacidad antioxidante. Este ácido posee un OH fenólico en posición 

meta- un grupo catecol y un OH del ácido carboxílico (Figura 35).  
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Figura 35. Estructura química del ácido gálico 

 

Se determinó la capacidad antioxidante del ácido gálico (10
-4

 M) en equivalentes Trolox 

con el ensayo DPPH observándose un valor mayor de TEAC que el ácido cafeico, la 

determinación amperométrica con el biosensor de Lacasa muestra un valor mayor de TEAC 

para el ácido cafeico, por lo que se utilizó un biosensor de Tirosinasa este muestra un 

mayor valor de TEAC para el ácido cafeico, por lo que  la actividad de la enzima Lacasa se 

ve limitada en la posición meta de los compuestos fenólicos. 

En la Tabla 10 se reportan los valores de TEAC para el ensayo con DPPH y las 

determinaciones amperométricas con Lacasa y Tirosinasa. 

Tabla 10. Valor de TEAC del ácido gálico con el ensayo con DPPH y determinaciones amperométricas con 

Lacasa y Tirosinasa 

Método TEAC 

 Ensayo con radical DPPH 1.249 ± 0.678 

Determinación con biosensor de Lacasa 1.618 ± 0.055 

Determinación con biosensor de Tirosinasa 7.191 ± 0.804 

 

La discrepancia entre los valores obtenidos de TEAC entre los diferentes métodos se debe a 

que en las determinaciones amperométricas con las enzimas Lacasa y Tirosinasa actúan 

sobre estructuras diferentes, el ensayo con DPPH muestra un valor mayor de TEAC para 

compuestos difenólicos y trifenólicos. 

En los dos métodos, el ensayo con DPPH y la determinación amperométrica, se observa  

que en la posición meta- del ácido cumárico el valor de TEAC es menor que la posición 

orto- y para- pues el grupo hidroxilo enlazado al anillo aromático es un orientador de las 

posiciones orto- y para-, estas posiciones suministran electrones y se convierten en centros 

de densidad electrónica negativa alta que activan el anillo aromático. 
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5.7 Estudio teórico  

5.7.1 Orden de desprotonación 

 

El ácido t-cinámico solo posee un grupo ácido en su estructura, el carboxílico. Los ácidos 

cumáricos poseen dos protones ácidos, el del ácido carboxílico y el del OH fenólico. El 

ácido cafeico posee tres posibles sitios de desprotonación, uno carboxílico y dos fenólicos, 

como se observa en la Figura 36. 

 

 
Figura 36. DAHC de acuerdo a su grupo OH sustituyente 

 

De acuerdo a las energías libres de Gibbs calculadas en kcal/mol el orden de 

desprotonación para los ácidos cumáricos corresponde al sitio 9 seguido del OH unido al 

anillo aromático como era de esperarse, para el ácido cafeico se observa que se desprotona 

el sitio 9, después el sitio 3 y por último el sitio 4, esto se debe a que los OH´s fenólicos 

están más estabilizados por el anillo aromático y el enlace es más fuerte comparado con un 

OH del ácido carboxílico de la cadena lateral. En la Tabla 11 se muestran las energías libres 

de Gibbs para cada camino de desprotonación de cada ácido. 

Tabla 11. Energías libres de Gibbs estándar de desprotonación sucesivas (kcal/mol) 
DAHC Sitio 1ª desprotonación 2ª desprotonación 3ª desprotonación 

HCnm 9 6.62   

 

H2(o-Cmc) 

2 13.69 16.57  

9 7.34   

 

H2(m-Cmc) 

3 16.76 18.43  

9 6.69   
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H2(p-Cmc) 

4 

 

14.31 17.24  

9 7.30   

 

H3Cf 

3 16.47 13.39  

4 10.83 17.77 26.43 

9 7.75   

 

5.7.2 Espectros de absorción UV-Vis 

Se calcularon los espectros de absorción de las especies neutra y aniónicas de los DAHC 

con el funcional CAM-B3LYP y el conjunto de base 6-311++ G (d, p) y el modelo de 

solvente SMD. 

Con los valores de pKa obtenidos experimentalmente se calcularon las fracciones molares 

de cada especie a diferentes valores de pH y se multiplicó por la absorbancia de las especies 

neutras y  aniónicas y estas contribuciones se suman para obtener la absorbancia observada 

en función de la longitud de onda a diferentes valores de pH. 

En la Figura 37 se observan tres máximos de absorción en 284, 278 y 269 nm. A medida 

que el pH aumenta la banda del máximo de absorción se recorre observándose un 

desplazamiento hipsocrómico, el mismo comportamiento lo muestran los espectros de 

absorción experimentales, sus máximos de absorción se encuentran en 277 y 267 nm. 

 
Figura 37. Espectros de absorción teóricos del ácido t-cinámico calculados con el funcional CAM-B3LYP  a 

diferentes valores de pH 

 

La Figura 38 muestra el conjunto de espectros a diferentes valores de pH donde se pueden 

apreciar 2 máximos de absorción en aproximadamente 312, 292 nm. A medida que 
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aumenta el pH hay un desplazamiento a longitudes de onda menores. En los espectros 

experimentales se hacen notar la presencia de dos máximos de absorción en 317 y 272 nm a 

valores de pH ácido, al aumentar el valor de pH las bandas  se recorren como en los 

espectros teóricos. 

 
Figura 38. Espectros de absorción del ácido o-cumárico obtenidos con el funcional CAM-B3LYP a diferentes 

valores de pH 

 

En la Figura 39 se observa que a medida que el pH aumenta las bandas de absorción se 

recorren hacia longitudes de onda menores, a pH =2.50 se muestran 2 máximos de 

absorción en 275 y 293 nm y a pH básicos solo muestra un máximo de absorción en 273 

nm. Este desplazamiento de las bandas lo presentan también los espectros de absorción 

experimentales en ellos aparecen tres máximos de absorción en 277, 270 y 212 nm. 

 
Figura 39. Espectros de absorción teóricos del ácido m-cumárico calculados con el funcional CAM-B3LYP a 

diferentes valores de pH 
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La Figura 40 muestra un conjunto de espectros de absorción a diferentes valores de pH 

donde se pueden apreciar 3 máximos de absorción en aproximadamente 301, 303 y 320 nm, 

y se observan unos hombros en aproximadamente en 219 nm a medida que aumenta el pH 

hay un desplazamiento batocrómico de la banda de absorción. En los espectros 

experimentales se observan tres máximos de absorción, a valores de pH ácidos el máximo 

de absorción se localiza en 285 nm, a medida que aumenta el valor de pH a básicos la 

banda de absorción se recorre a 309 nm y a pH mayores de 8 el máximo de absorción se 

encuentra a 333 nm. 

 
Figura 40. Espectros de absorción teóricos del ácido p-cumárico calculados con el funcional CAM-B3LYP  a 

diferentes valores de pH 

 

Se calcularon los espectros de absorción teóricos con 6 estados electrónicos excitados a 

diferentes valores de pH como se observa en la Figura 28. A valores de pH ácidos se 

muestran dos bandas de absorción máxima en 310 y 225 nm y un hombro en 269 nm, al 

pasar a valores de pH básicos aparecen tres bandas de absorción máximas en 324, 276 y 

224 nm. 
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Figura 41. Espectros de absorción teóricos calculados con el funcional CAM-B3LYP del ácido cafeico a 

diferentes valores de pH 

 

Los espectros teóricos y experimentales de los ácidos cumáricos muestran un efecto 

hipsocrómico para la desprotonación del ácido carboxílico, al formarse el anión fenóxido se 

observa un efecto batocrómico en el isómero para- puesto que está más estabilizado por 

medio de resonancia con el anillo aromático y hay un aumento en la conjugación en este 

isómero con respecto a las posiciones orto- y meta-. 

5.7.3 Cálculo de valores de pKa 

 

Para hacer una comparación del valor de pKa obtenido experimentalmente se calculó el 

valor de pKa con tres esquemas de reacción estudiados por Ho y Coote [32], el esquema A 

(esquema directo) el D (esquema de intercambio protónico) y E1 [61] (esquema de cúmulo 

continuo) (Anexo B). Estos esquemas permiten la maximización de la cancelación de los 

errores, algunos de ellos conservan el mismo número y tipo de especies cargadas en ambos 

lados de la ecuación química lo que permite realizar buenas estimaciones de valores de 

pKa. 

En la Tabla 12 se reportan los esquemas de reacción con sus expresiones de cálculo de 

valores de pKa. 

Tabla 12. Esquemas de reacción, equilibrios y las expresiones correspondientes para el cálculo de pKa. 

Esquema Equilibrio pKa= 

A 𝐻𝐴 ↔ 𝐻+ + 𝐴− ∆𝐺𝑠
𝑅𝑇𝑙𝑛(10)
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D 𝐻𝐴 + 𝑅𝑒𝑓− ↔ 𝐴− + 𝐻𝑅𝑒𝑓 ∆𝐺𝑠
𝑅𝑇𝑙𝑛(10)

+ 𝑝𝐾𝑎(𝐻𝑟𝑒𝑓) 

E1 𝐻𝐴 + 𝑂𝐻−(3𝐻2𝑂) ↔ 𝐴−(𝐻2𝑂) + 3𝐻2𝑂 ∆𝐺𝑠
𝑅𝑇𝑙𝑛(10)

+ 14 + 3log⁡[𝐻2𝑂] 

 

En donde ∆𝐺𝑠 es la energía libre de Gibbs en solución. El 𝐻𝑟𝑒𝑓 que se utilizó fue el ácido 

butanoíco con valor de pKa de 4.82 [62] para el ácido t-cinámico, para los ácidos 

cumáricos se utilizó el ácido butanoíco y fenol y para el ácido cafeico ácido butanoíco, 

fenol y catecol. 

En la Tabla 13 se muestran los valores del cálculo del valor de pKa para cada ácido con los 

esquemas de reacción antes mencionados, se compararon con los valores de pKa 

experimentales y se obtuvo el error absoluto y por último el promedio general de cada 

esquema mostrando que el esquema D no pasa de las dos unidades y el esquema E1 no pasa 

de la unidad lo que indica que la estimación de pKa con el esquema E1 es bueno para los 

DAHC. 

 

Tabla 13. Cálculo del valor teórico de pKa de los ácidos hidroxicinámicos con diferentes esquemas de 

reacción 

  Esquemas Error absoluto 

Ácido A D E1 A D E1 

t-cinámico 2.67 3.25 3.47 2.67 1.15 0.93 

o-cumárico 11.51 9.89 3.86 6.96 5.34 0.69 

18.53 14.80 10.27 9.01 5.28 0.75 

m-cumárico 5.19 3.57 3.56 0.91 0.71 0.72 

13.55 9.82 10.54 3.84 0.11 0.85 

p-cumárico 5.37 3.75 4.21 0.68 0.94 0.48 

12.68 8.95 9.81 3.28 0.45 0.41 

  5.72 4.08 3.67 1.18 0.46 0.87 

Cafeico 13.07 8.07 8.28 7.02 2.02 2.23 

  16.23 10.90 10.92 4.83 0.50 0.48 

error promedio        4.04 1.70 0.84 

 

Como se puede observar en los ácidos cumáricos el valor del primer pKa es mayor para el 

ácido p-cumárico, seguido del ácido o-cumárico y por último el ácido m-cumárico, este 

orden se invierte con el segundo valor de pKa.  

El esquema D1 y E1 realizan una buena estimación para el ácido cafeico en el primer y el 

tercer valor de pKa, esto se ve reflejado en el error absoluto, el segundo valor de pKa 

calculado con estos esquemas difieren de 2 unidades con respecto al valor experimental. 
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5.7.4 Estudio termodinámico 

Se realizó un estudio termodinámico siguiendo la metodología la cual es referida como una 

evaluación basada en la química cuántica para la capacidad captadora de RL (QM-ORSA) 

[63]. 

La primera etapa de esta metodología consiste en investigar la viabilidad termodinámica de 

los diferentes caminos de reacción posibles. Los caminos de reacción que resultan ser 

exergónicos (valores de ∆𝐺 < 0) se toman en cuenta para los cálculos cinéticos. 

El estudio termodinámico se realizó en dos medios: medio polar (acuoso), a pH fisiológico, 

y medio no polar (lipídico). En ambos casos se estudiaron las reacciones con el radical 

•
OOH. 

Se utilizó esta especie radicalaria dado que la metodología QM-ORSA propone el uso del 

radical. Las razones de la elección de este radical en esta metodología es que es el más 

simple de los radicales peroxilo (𝑅𝑂𝑂∙) de moderada reactividad,  se encuentra en sistemas 

biológicos de relevancia que puede ser efectivamente capturados para retardar el estrés 

oxidativo [64]. Esto es porque no tienen tiempo de vida media cortos, lo cual es requerido 

para la intercepción eficiente de compuestos fenólicos [65] u otros captadores. 

Los radicales peroxilo están involucrados en la oxidación de lipoproteínas y membranas 

biológicas y han sido responsables del daño micro muscular [66].  

En el particular caso de 𝑅𝑂𝑂∙ se ha sugerido que es fundamental a los efectos secundarios 

de la respiración aerobia. Otra característica es que  el radical 
•
OOH puede reaccionar por 

diferentes mecanismos de  tales como HT, SET y formación del aducto radicálico (RAF). 

Se estudiaron tres mecanismos de reacción con los RL ( R )  HOO
•
 en solución acuosa. 

Estos son: 

Formación de Aducto Radicálico (RAF):    HA R HA R       

Transferencia de Hidrógeno (HT):             HA R A HR      

Transferencia Electrónica (SET):              HA R HA R      

 

León-Carmona y colaboradores [67] realizaron esta evaluación para el ácido cafeico y el 

ácido p-cumárico en medio acuoso y lipídico (pentiletanoato) con el radical HOO
•
. Los 



  RESULTADOS Y DISCUSIÓN         

53 
 

valores de ΔG se muestran en la Tabla 13 en kcal/mol para los DAHC. Se observa que los 

valores de ΔG negativos corresponden al sitio 8 del proceso RAF para los ácidos p-

cumárico y cafeico en ambos medios. 

El ácido cafeico muestra valores de ΔG negativos con el mecanismo HT en ambos medios 

en los sitios 3 y 4, el ácido p-cumárico solo muestra un camino exergónico en medio 

acuoso para el anión. 

El ácido o-cumárico muestra un camino exergónico con el proceso SET-2 al igual que el 

ácido cafeico. 

Tabla 14. Energías de Gibbs (kcal/mol) para los DAHC en medio acuoso y en pentiletanoato con el radical 

HOO
•
. 

Mecanismo HCnm 

(II) 

Cnm
-
 

(I) 

H2(o-Cmc) 

(II) 

H(o-Cmc)
-
 

(I) 

H2(m-Cmc) 

(II) 

H(m-Cmc)
-
 

(I) 

H2(p-Cmc) 

(II) 

H(p-Cmc)
-
 

(I) 

H3Cf 

(II) 

HCf
-
 

(I) 

SET-1  32.84  25.68  29.19  27.30  24.95 

SET-2    -0.48  0.09  1.59  -0.05 

HT           

Sitio 2   7.04 1.71       

Sitio 3     9.45 4.13   -4.27 -5.75 

Sitio 4       0.12 -3.53 -6.24 -8.27 

Sitio 9 32.91  31.41  33.64  37.90 37.69   

RAF           

8 0.87 -6.00 0.24 -6.87 1.45 -6.10 -0.29 -5.53 -0.73 -5.84 

(I) medio acuoso, (II) pentiletanoato 

5.7.5 Estudio cinético 

Las constantes de velocidad se calcularon utilizando la teoría del estado de transición, 

tomando en cuenta todos los caminos de reacción. En la Tabla 15 se reportan estos valores 

y como las constantes de velocidad global (kglobal), a pH fisiológico. 

Tabla 15. Constantes de velocidad totales y globales (M
-1

s
-1

) para los DAHC en medio acuoso y en 

pentiletanoato con el radical HOO
•
. 

Mecanismo HCnm 

(II) 

Cnm
-
 

(I) 

H2(o-Cmc) 

(II) 

H(o-Cmc)
-
 

(I) 

H2(m-Cmc) 

(II) 

H(m-Cmc)
-
 

(I) 

H2(p-Cmc) 

(II) 

H(p-Cmc)
-
 

(I) 

H3Cf (II) HCf
-
 

(I) 

SET-2    2.24x106  1.99x105  8.51x107  2.69x108 

HT           

Sitio 2   6.34x104 1.45x106       

Sitio 3     1.29x104
 1.19x105   2.53x104 1.51x104 
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Sitio 4       4.34x103 2.58x103 1.40x104
 2.58x104

 

RAF           

Sitio 8 3.68x10-2 1.64x102 3.07x10-1 2.51x102 1.60x10-1 1.41x102 8.25 5.17x102 7.36 2.57x103 

kglobal 3.68x10
-2

 1.64x10
2
 6.34x10

4
 3.69x10

6
 1.29x10

4 
3.18x10

5
 4.35x10

3
 8.51x10

7
 3.93x10

4
 2.69x10

8
 

(I) medio acuoso, (II) pentiletanoato 

 

Los valores de las contantes globales fueron calculados como la suma de las constantes de 

cada camino de reacción tomando en cuenta las fracciones molares de las especies reactivas 

en el caso del medio acuoso. En la Tabla 16 se muestran los valores de  pKa experimentales 

para los DAHC y se reportan las fracciones molares de cada especie a pH fisiológico.  

Tabla 16. Fracciones molares de las especies de los DAHC a pH=7.4 

DAHC pKa1 pKa2 pKa 3 mf(H3X) mf(H2X
-
) mf(HX

2-
) mf(X

3-
) 

H3Cf 4.547 6.046 11.399 ----- 0.042 0.957 ----- 

H2(p-Cmc) 4.687 9.397   0.002 0.988 0.010 

H2(o-Cmc) 4.550 9.517   0.002 0.989 0.010 

H2(m-Cmc) 4.282 9.707   0.001 0.994 0.005 

 

En solución acuosa los procesos que resultaron ser más rápidos corresponden a la 

transferencia electrónica para los dianiones (SET-2). Por otra parte en pentiletanoato estos 

procesos no tienen lugar porque no producen la solvatación necesaria para la formación de 

intermediarios iónicos y los procesos más rápidos corresponden a los procesos HT para los 

ácidos cumáricos y cafeico y para el ácido t-cinámico el proceso RAF en el sitio 8. 

De acuerdo a los valores de (kglobal) en solución acuosa el orden de reactividad de los 

compuestos estudiados con el radical 
•
OOH es: H3Cf > H2(p-Cmc) > H2(o-Cmc) > H2(m-

Cmc) > HCnm. 

En medio lipídico el orden cambia a: H2(o-Cmc) > H3Cf > H2(m-Cmc) > H2(p-Cmc) > 

HCnm. 

5.7.6 Valor relativo a Trolox 

Se realizó una comparación entre las constantes de velocidad de los ácidos 

hidroxicinámicos y el valor de la constante de Trolox en medio acuoso y lipídico de 

acuerdo a la relación: 

𝑟𝑇 =
𝑘𝑔𝑙𝑜𝑏𝑎𝑙

𝑘𝑔𝑙𝑜𝑏𝑎𝑙
𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥                                                                                                           (13)                                                                
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En la Tabla 17 se reportan los valores de 𝑟𝑇 en medio polar y no polar, tomando en cuenta 

que el valor de la constante en medio lipídico es de 3.40x10
3
 y en medio acuoso es de 

8.96x10
4 
M

-1
 s

-1
. 

Se observa que el valor de la constante de velocidad calculado para el ácido cafeico es 

mucho mayor al de los ácidos cumáricos esto se debe a la presencia de un grupo catecol en 

su estructura que al ser comparado con Trolox, este sólo posee en su estructura un OH 

fenólico.  

La estructura de Trolox es similar a la de los ácidos cumáricos puesto que poseen un OH 

del ácido carboxílico y un OH fenólico, el valor de TEAC es mayor para estos compuestos 

dado que los ácidos cumáricos tienen un efecto en la conjugación de carácter electrofílico 

en la cadena lateral, en el caso de Trolox no hay esta cadena lateral que contenga enlaces 

pi. 

 

Tabla 17. Valores relativos a Trolox en medio acuoso y lipídico con el radical 
•
OOH 

Relativo a 

Trolox 

HCnm 

(II) 

Cnm-  

(I) 

H2oCmc 

(II) 

HoCmc- 

(I) 

H2mCmc 

(II) 

HmCmc- 

(I) 

H2pCmc 

(II) 

HpCmc- 

(I) 

H2Cf  

(II) 

HCf- 

(I) 

𝑟𝑇 
1.08x10-5 1.83 18.65 41.18 3.79 3.55 1.28 950 11.55 3002.23 

 

De acuerdo a los valores relativos a Trolox el ácido cafeico y los ácidos cumáricos resultan 

ser eficientes como captadores de RL en medio acuoso con el radical 
•
OOH de la misma 

forma para medio lipídico. 
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES 

Se determinaron las constantes de acidez en solución acuosa de los DAHC puesto que en 

este medio se llevan a cabo muchas reacciones químicas de los sistemas biológicos. Con los 

valores de pKa se calculó la fracción molar de cada una de las especies de los DAHC a pH 

fisiológico para incluirlos dentro de los cálculos de la constante de velocidad. 

Se determinó el valor de TEAC usando tres metodologías: la determinación amperométrica 

el ensayo con DPPH y la metodología QM-ORSA. 

La capacidad antioxidante usando como estándar a Trolox con la detección amperométrica 

con biosensores de Lacasa y Tirosinasa además del ensayo con DPPH mostraron en las   

dos determinaciones la siguiente tendencia de acuerdo al valor de TEAC (de mayor a 

menor): H3Cf > H2(p-Cmc) > H2(o-Cmc) > H2(m-Cmc) > HCnm. 

Se calcularon las constantes de velocidad  teóricas en medio acuoso y lipídico tomando en 

cuenta los valores de las fracciones molares a pH fisiológico, observándose que el orden de 

la actividad antioxidante con el método QM-ORSA coincide con el orden del valor de 

TEAC obtenido con las determinaciones experimentales. 

Además se calcularon las constantes de velocidad en pentiletanoato para imitar el ambiente 

lipídico obteniendo  el siguiente orden: H2(o-Cmc) > H3Cf > H2(m-Cmc) > H2(p-Cmc) > 

HCnm. 

Con base a los estudios experimentales y teóricos realizados en este trabajo se concluye que 

la posición del OH sobre el anillo arómatico afecta en el valor de la capacidad captadora de 

RL y que en presencia de más grupos OH sustituidos en el anillo aromático, como el ácido 

cafeíco, aumentará la reactividad y así la capacidad antioxidante. 
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CAPÍTULO 7. ANEXOS 

ANEXO A. Descripción del programa computacional SQUAD 

SQUAD (Stability Quotients from Absorbance Data) es un programa  creado por Legget, 

que está diseñado para calcular los mejores valores de las constantes de equilibrio de un 

modelo químico propuesto,  a partir de datos de absorbancia a diferentes longitudes de 

onda, empleando el método de una relación no lineal de mínimos cuadrados.  

Para cada valor de Absorbancia  

𝐴𝑖,𝑗 = ∑[𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑒𝑠]𝑖,𝑗

𝐽

𝑙

∗ 𝜀𝑗,𝑘 

Donde [𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑒𝑠]𝑖,𝑗 es la concentración de la jth especie en la ith solución (espectro), 𝜀𝑗,𝑘 es 

la absortividad molar de la jth especie y kth longitud de onda. Los cálculos de SQUAD en 

los valores de las constantes de formación globales, la cual minimiza, la suma de los 

cuadrados entre los valores de las absorbancias observadas y calculadas. 

𝑈 =∑∑[𝐴𝑖,𝑘
𝑜𝑏𝑠 − 𝐴𝑖,𝑘

𝑐𝑎𝑙]2
𝐼

𝑙

𝐾

𝑙

 

La desviación estándar de los datos de absorbancia proporcionan una medida global de 

como ajusta el modelo a los datos de absorbancia, si tienen valores de 0.001 a 0.004 quiere 

decir que es un buen ajuste mientras si resultan valores de 0.01 quiere decir que el ajuste 

entre el modelo y los datos de absorbancia son pobres. 

Para conocer los valores de absorbancia se necesita resolver la ecuación de Beer; SQUAD 

propone los coeficientes de absortividad molar por especie, y determina la concentración de 

cada una empleando el algoritmo de Newton-Raphson. 

La convergencia se da si la diferencia en la minimización de un ciclo iterativo a otro 

difiere como máximo 0.001. Que el criterio anterior se cumpla no significa que se tiene el 

mejor refinamiento de las constantes, debido a que se puede caer en el caso de una 

convergencia en un mínimo relativo. 
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Los parámetros estadísticos que emplea SQUAD para determinar si el modelo químico 

propuesto explica la información experimental alimentada son los siguientes: 

 Parámetro de correlación (matriz) 

 La desviación estándar sobre los datos de absorbancia (σ datos), y de las constantes 

(σ ctes.). 

 La desviación estándar por espectro (σ espectro). 

 La desviación estándar sobre los coeficientes de absortividad molar (σ coef.) 

El análisis estadístico depende en gran medida de la precisión del equipo empleado, la 

cantidad de datos alimentados al programa y de la complejidad del sistema que se estudia. 
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ANEXO B. Esquemas de reacción para el cálculo de valores de pKa 

Existen diferentes técnicas experimentales que han sido aplicadas con éxito en la 

determinación de valores de pKa de manera confiable. Sin embargo a veces esto se 

convierte en un reto [68], por ejemplo, para intermediarios de vida corta y para ácidos o 

bases muy fuertes o muy débiles [69]. Es por ello que se han dedicado una gran cantidad de 

trabajos a obtener valores de pKa utilizando métodos teóricos [70,71]. Diferentes 

estrategias de cálculos y tendencias actuales han sido recientemente revisadas 

minuciosamente por Ho y Coote [72]. 

Los esquemas de reacción más comúnmente empleados hasta el momento para el 

equilibrio de deprotonación de un ácido hipotético HA, se conocen como esquema directo 

(A), esquema de intercambio protónico (D) y esquema cúmulo-continuo (E). En la 

aplicación de estos esquemas es importante recordar que los cálculos se realizan para 

estado estándar de 1atm y por tanto es necesario adicionar a los valores calculados en fase 

gas la corrección ΔnRTln(ŔT) para convertirlos a estado estándar 1M. En esta expresión los 

símbolos R y Ŕ representan la constante de los gases en unidades de J/mol K y L atm/mol 

K, respectivamente. El esquema A es el usado más frecuente, probablemente debido a su 

simplicidad. Sin embargo incluye un protón y se sabe que los métodos de cálculo 

reproducen mal las energías de solvatación de esta especie en particular. Por lo tanto 

Gg(H
+
) y Gsolv(H

+
) se obtuvieron a partir de los valores experimentales. Esto constituye la 

principal desventaja del uso de este esquema ya que los valores reportados experimentales 

para la energía libre de la solvatación del protón varían desde -259 hasta -264 Kcal/mol 

[80]. Esta variación es una importante fuente de error en el cálculo de valores de pKa, es 

decir, que sólo esta variación representa alrededor de 3 unidades de pKa. En este trabajo se 

ha utilizado Gg(H
+
) = -4.39 Kcal/mol y Gsolv(H

+
) = -265.89 kcal/mol con base en la 

recomendación de Camaioni and Schwerdtfeger [73].  

El esquema D, por el contrario, suele dar lugar a valores más fiables de pKa ya que 

el número y tipo de especies cargadas se conserva a ambos lados de la ecuación química. 

Este enfoque en particular se conoce como el método de intercambio protónico, el método 

isodésmico, o el método relativo para calcular  valores de pKa. La principal desventaja de 

este enfoque es que su resultado depende en gran medida de la elección del ácido de 



  ANEXOS             

62 
 

referencia (HRef). Por lo tanto la calidad de los resultados depende de la similitud 

estructural entre HRef y HA, y también de la exactitud del valor experimental de pKa de 

HRef.  

Desde el punto de vista teórico los esquemas A y D tienen el mismo inconveniente, 

que dependen directamente de datos experimentales. Esto debilita el carácter predictivo de 

una metodología de cálculo tanto para predecir  valores de pKa como para predecir 

cualquier otra propiedad química. Así los esquemas E y EN tienen la ventaja de ser 

independientes del experimento y al mismo tiempo conservar el número y tipo de especies 

cargadas a ambos lados del equilibrio. Las variaciones entre ellos (E1, E2, E3, EN1, EN2 y 

EN3) se diferencian en el número de moléculas de aguas explicitas y en la solvatación 

explicita de las diferentes especies involucradas en el equilibrio (ácido y base conjugada). 

Hay que hacer notar que para los esquemas de reacción que incluyen moléculas de 

agua explícitamente es necesario hacer la corrección para el estado estándar del agua 

líquida, es decir 55.55 mol/L. De hecho se ha demostrado previamente que no tener en 

cuenta esta corrección lleva a errores sistemáticos [74, 75].
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  ANEXOS             

63 
 

Estudio teórico y experimental de las constantes de acidez del ácido p-cumárico  (RESUMEN 

ENVIADO A CONGRESO DE LA SQM) 

Alma K. Rivas-Sánchez, Annia Galano, María T. Ramírez-Silva                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

Universidad Autónoma  Metropolitana, Unidad  Iztapalapa, Departamento de Química, Área de Química 

Analítica, San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina, México D.F.  09340, México. zafiro_ak@hotmail.com 

 

I. Introducción 

Las constantes de disociación ácida (Ka) caracterizan la acidez de los compuestos y son comúnmente 

reportadas como valores de pKa. Estos valores están relacionados con numerosas propiedades, tales como la 

solubilidad y la velocidad de absorción
1
, además de tener influencia sobre su reactividad. Por lo que su 

conocimiento es de suma importancia, así como para entender el comportamiento químico bajo diferentes 

condiciones. Además es importante predecir la forma en que se encontrarán en diferentes órganos, tejidos y 

fluidos del cuerpo humano
2
, dependiendo del pH. Existen diferentes técnicas experimentales que han sido 

aplicadas para la determinación experimental de los valores de pKa de manera confiable; pero también se han 

dedicado gran cantidad de trabajos al cálculo de los mismos utilizando métodos teóricos
3
. 

Los compuestos fenólicos son sustancias versátiles y están presentes en gran variedad de sistemas. Se ha 

identificado que cumplen con variadas funciones biológicas incluyendo la capacidad antioxidante, y 

propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y antivirales. Ya que sus efectos varían en función de su pKa, 

que regula las fracciones ácido-base bajo condiciones específicas, es de vital importancia conocer estos datos 

4-6
. Entre ellos se encuentra el ácido p-cumárico (trans-4-hidroxicinámico (Figura 1). Estudios previos han 

demostrado que tiene propiedades antioxidantes
7
, además reduce el riesgo de cáncer de estómago

8
. 

El ácido p-cumárico es de gran interés debido a sus propiedades quimiprotectoras y antioxidantes
9
. Se han 

reportado los valores de pKa calculados teóricamente: pKa1 = 4.36 y pKa2 = 8.98
10

. Sin embargo estos valores 

reportados fueron determinados en mezcla de metanol-agua por lo que en este trabajo se determinan en medio 

acuoso de forma experimental y teórica. 

 

Figura 1. Estructura química del ácido p-cumárico 

II. Materiales y Métodos 

II.1 Computacional 

Se utilizó el paquete computacional Gaussian 09 para las optimizaciones de geometrías y los cálculos de 

frecuencia, utilizando el funcional M05-2X y el conjunto de funciones de base 6-311++G(d,p), en 

combinación con el modelo de solvente continuo SMD. En cuanto a los diferentes modelos computacionales 

utilizados para el cálculo de pKa´s, se utilizaron algunos esquemas publicados por Ho y Coote
11

. La energía 

libre de Gibbs en fase acuosa para las reacciones de desprotonación a su vez se utiliza para calcular las 

constantes de acidez (Ka). 

II.2 Experimental 

mailto:zafiro_ak@hotmail.com
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Reactivos 

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada 18 MΩ cm. Las disoluciones del ácido p-cumárico 

se realizaron con  reactivo analítico Sigma  (98.0 %) y metanol (grado cromatográfico Merck). Se trabajó con 

amortiguador Britton-Robinson preparado con ácido bórico (grado reactivo J.T.Baker), ácido fosfórico (grado 

reactivo J.T.Baker), ácido clorhídrico (Merck 1.19 g/ml, 37%) e hidróxido de sodio (Merck 99 %). 

Equipo 

Se usó un espectrofotómetro UV-VIS (Perkin Elmer Lambda 20). El pH de las disoluciones fue ajustado 

empleando un pH-metro Mettler Toledo MP230.  

Sistema sin amortiguamiento 

En una celda adaptada para mantener la temperatura a 25 °C se colocan  5 mL de HCl 0.1 M + 10 μL. del 

ácido p-cumárico, a esta solución se le agrega NaOH 1 M con el ácido p-cumárico, con el fin de variar el pH 

en intervalos de aproximadamente 0.3 unidades. A cada medición de pH se le toma lectura del espectro de 

absorción. 

Sistema con amortiguamiento 

Se prepara una serie de soluciones amortiguadoras Britton-Robinson 0.04 M en agua, las disoluciones se 

ajustan a diferentes valores de pH empleando NaOH 0.1M. A cada sistema amortiguado se le adiciona la 

misma cantidad de ácido p-cumárico, al mismo tiempo que se registra el espectro. Se registra el espectro del 

sistema sin ácido p-cumárico para tener el blanco del sistema. 

Una vez obtenidos los espectros de absorción para cada sistema se utiliza el programa computacional SQUAD  

para el refinamiento de las constantes de acidez. 

III. Resultados y discusiones 

III.1 Orden de desprotonación 

Se calcularon los posibles órdenes de desprotonación para el ácido p-cumárico. Se encontró que primero se 

desprotona el grupo carboxílico (9), y luego el HO
•
 fenólico (figura 1), como era de esperarse. Este orden de 

desprotonación se estableció según las energías de Gibbs correspondientes (tabla 1). 

Tabla 1. Energías libres de Gibbs estándar de desprotonación sucesivas (kcal/mol) 

  Sitio primera desprotonación segunda desprotonación 

p-cumárico 4 14.31 17.24 

  9 7.3   

 

III.2 Estimación teórica de los pKa´s  

Además se estimaron los pKa´s con los esquemas de reacción A y D  utilizando ácido butanoíco como ácido 

de referencia y fenol. 

 Esquema A                  𝐻𝐴 ↔  𝐻+ + 𝐴−                             𝑝𝐾𝑎 =
∆𝐺

2.303𝑅𝑇
 

 Esquema D                 𝐻𝐴 + 𝑟𝑒𝑓 ↔ 𝐴− +𝐻𝑟𝑒𝑓                𝑝𝐾𝑎 =
∆𝐺

2.303𝑅𝑇
+ 𝑝𝐾𝑎(𝐻𝑟𝑒𝑓) 
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Tabla 2. Comparación de pKa´s teóricos y experimentales con dos esquemas de reacción 

Ácido pKa´s  pKa experimental esquema A esquema D 

p-cumárico pKa1 4.36 5.37 3.75 

  pKa2 8.98 12.68 8.95 

 

III.3   Determinación de pKa´s de forma experimental 

Se obtuvieron los pKa´s del ácido p-cumárico con ayuda del programa computacional SQUAD, (tabla 3). Se 

puede observar la constante con el sistema con amortiguamiento es de 4.62 ±0.0027. 

Tabla 3. Valores de pKa´s para el sistema con y sin amortiguamiento 

sistema  Concentración (M) pKa1 pKa2 

no amortiguado 6.35E-05 4.69 ± 0.0018 9.40 ± 0.0009 

Amortiguado 6.37E-05 4.62 ± 0.0027 9.23 ± 0.0011 

IV.  Conclusiones 

Se determinó el orden de desprotonación observándose que la desprotonación es favorable para el OH del 

ácido carboxílico que corresponde al primer pKa del ácido p-cumárico y el OH fenólico corresponde al 

segundo valor de pKa. Se determinó los valores de pKa de manera teórica y experimental, concluyendo que el 

pKa obtenido con el sistema con amortiguamiento es el mejor, ya que el ajuste de espectros dados por 

SQUAD y los experimentales es de menor calidad con el sistema sin amortiguamiento. Para la estimación de 

pKa teórico el del esquema D da mejores resultados que el del esquema A. 
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