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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
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RESUMEN

En este trabajo se evallan las diferentes condiciones para la
determinacion de la capacidad antioxidante de Trolox en mezclas de
etanol-agua con el radical DPPH".

Para lograrlo se estudia de forma espectrofotométrica la estabilidad del
radical DPPH* en diferentes mezclas de etanol-agua e imponiendo
diferentes valores de pH. Se encuentra que las mezclas en donde el radical
tiene mejor estabilidad son las que van de 90 a 50 % (v/v) de contenido
de etanol.

Después se prosiguido a estudiar espectrofotométricamente la reaccion
entre el DPPH* y el Trolox en las mezclas de 80 a 50% de etanol-agua. Se
impusieron tres diferentes valores de pH 5, 7 y 8, con amortiguador de
acetatos, fosfatos e hidroximetil(aminoetano) (Tris) respectivamente. Se
obtiene una curva de calibracion para cada sistema y se compara la
sensibilidad y el coeficiente de relacién lineal (r?) de cada uno. Las
condiciones en que se lleva mejor la reaccién de Trolox y DPPH* es cuando
se tiene una mezcla de 50:50 etanol:amortiguador de acetatos pH 5 con
un valor de r? igual a 0.9966 y una sensibilidad de 0.0227 um.

Con la técnica de voltamperometria ciclica (VC) se estudia el
comportamiento electroquimico del radical DPPH* en la mezcla de 50:50
de etanol (EtOH) con amortiguador de fosfatos (AF) a pH 7 y con
amortiguador de acetatos (AAc) a pH 5. Para hacerlo se usa un electrodo
de trabajo de pasta de carbono y otro de composite un electrodo de
referencia de Ag/AgCl y un electrodo auxiliar de platino. Se encuentra que
en ambos sistemas el DPPH* presenta un par redox semireversible y
reproducible.

Se propone implementar un método electroquimico para la determinacién

de capacidad antioxidante de Trolox por medio del radical DPPH* con la
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técnica de voltamperometria diferencial de pulso (VDP) usando un
electrodo de trabajo de composite. El radical presenta una respuesta de
oxidacién que es proporcional con su concentracién remanente después
de haber reaccionado con el Trolox, lo que permite construir una curva de
calibracion con una sensibilidad de 21.939 pyA/uM y un valor de r? de
0.9960 para el sistema con mezcla de etanol y AF 50:50 a pH 7; y para
la mezcla de etanol con amortiguador de acetatos (AAc) 50:50 a pH 5 se
obtiene una sensibilidad de 42.3 pyA/uM y un valor de r? de 0.9916.
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INTRODUCCION

En la vida diaria ocurren diferentes procesos quimicos a nuestro
alrededor. Los cuales pueden afectar nuestro entorno tanto de forma
positiva como negativa. Uno de estos procesos son las reacciones de
oxidacién-reduccion o redox que se dan por transferencia de electrones.
La oxidacion ocurre cuando un elemento pierde electrones que son
cedidos a otro elemento; y cuando el otro elemento gana estos electrones
sucede la reduccién.

Cuando en los alimentos ocurren reacciones de oxidacién se pueden
propiciar cambios en el sabor, apariencia, toxicidad y pérdida del valor
nutricional. Estos cambios ocurren por la oxidacidon de lipidos debido a
una reaccion en cadena producida por radicales libres [1].

El estrés oxidativo y nitrosativo se presenta cuando hay concentraciones
elevadas de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (ROS y RNS
respectivamente por sus acrénimos en inglés), las cuales son
responsables de multiples reacciones de oxidacion que conducen a
procesos como la degradacion del ADN y la desnaturalizacion de
proteinas. Debido a esto, el estrés oxidativo se ha asociado con el proceso
de envejecimiento y diversos padecimientos como: enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes y desérdenes neuroldgicos [2, 3].

Es por esto que los antioxidantes, que pueden ser sustancias naturales o
sintéticas, son de gran importancia ya que pueden impedir o prevenir que
las reacciones por radicales libres se lleven a cabo tanto dentro de los
alimentos o el metabolismo celular [4]. Su consumo es muy importante
ya que se debe mantener un balance adecuado de radicales libres en el
organismo. Por esto se ha buscado el mejor método para determinar la
capacidad antioxidante de varias sustancias presentes en diferentes

alimentos como frutas, verduras, vinos, tés y algunas plantas [5-9].
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La capacidad antioxidante es la habilidad que tiene una sustancia para
inhibir una reaccion de oxidacidon en un sistema [10]. Los antioxidantes
pueden ser lipofilicos o hidrofilicos por lo que, para determinar la
capacidad antioxidante de una sustancia existen diferentes metodologias
gue se adaptan a la naturaleza de la sustancia, algunas de ellas son: la
determinacion por medio de biosensores [11], el método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) que se basa en la reduccion del Fe(III) por
un antioxidante, la capacidad de reduccion del ion Cu(II), el método Folin-
Ciocalteu (FC) para determinar los compuestos fendlicos totales [4], o los
métodos de radicales libres como el del radical ABTS (2,2’ acido azino
bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfénico) y el radical libre DPPH*® (2,2-difenil-
1-picrilhidracilo) [12].

Debido a la diversidad de técnicas y terminologias para reportar capacidad
antioxidante se vuelve deseable que con un solo método se puedan
analizar diferentes tipos de muestras y obtener resultados comparables
entre si. El método de determinacion de capacidad antioxidante por el
radical DPPH* ha cobrado una gran relevancia usandose ampliamente
debido a la sencillez del método.

Por lo que se propone optimizar el método espectrofotométrico de
determinacion de capacidad antioxidante equivalente a Trolox (CAET) con
el radical DPPH*® en diferentes mezclas etanol-agua.

Ademas, se propone un método electroquimico de determinacion de
capacidad antioxidante equivalente a Trolox con el radical DPPH* con las

condiciones idéneas encontradas con el método espectrofotométrico.
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CAPITULO 1
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ANTECEDENTES
RADICALES LIBRES

Un radical libre puede ser un atomo, molécula o complejo que tenga uno
0 mas electrones desapareados en su estructura. [13]

Un radical libre se puede obtener de distintas formas. Los radicales mas
reactivos se pueden obtener por descomposicion térmica, técnicas de
irradiacién (usando radiacion de luz ultravioleta, microondas, rayos X,
electrones, particulas alfa, neutrones o rayos gamma, etc.). [14]

Se sabe que los radicales libres poco estables tienen una vida media (ti,2)
menor a los 103 s [15]. Sin embargo, el concepto de estabilidad no solo
recae en el concepto del tiempo, ya que dependiendo de su ambiente
quimico un radical puede tener una vida media de minutos, horas, dias o
hasta meses. Por lo que un radical estable se puede definir como: “Un
radical que se puede preparar por métodos quimicos convencionales y
existira lo suficiente para utilizarlo en posteriores reacciones quimicas, o
ser examinado por métodos espectroscopicos tradicionales.” [13]

Existen diferentes factores que afectan en la estabilidad de un radical,

entre ellos:
> La energia de ruptura de enlace. Si se tiene una reaccion del tipo:

R—R=R"+R° (1)

Y tiene valor de AH pequeno, el equilibrio se desplazaria a la

izquierda y el radical se estabilizaria por dimerizacién. [13]

> Las estructuras mesoméricas 0 resonantes. Estas se usan para
describir la deslocalizacion de un electron en una molécula. Al

aumentar las posibilidades de deslocalizacion del electron
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desapareado, aumentan las estructuras mesoméricas y la energia
de resonancia. También disminuye la densidad del espin libre sobre
el radical distribuyéndola sobre la molécula aumentando la
estabilidad del radical. [13, 14]

> Los efectos estéricos. El tamafo y forma de una molécula
determinara la fuerza del enlace quimico y por lo tanto su
estabilidad. [13]

ANTIOXIDANTES

En los Ultimos tiempos los antioxidantes han cobrado una gran
importancia y para entender el porqué, se debe saber qué es un
antioxidante. En la literatura podemos encontrar diferentes definiciones.
En el diccionario podemos encontrar la definicion de antioxidante como:
“Una sustancia que se opone a la oxidacion o inhibe las reacciones
promovidas por oxigeno o peréxidos, muchas de estas sustancias son
usadas como preservativos en diferentes productos (como en grasas,
aceites, jabones, en alimentos para evitar que se vuelvan rancios, en la
gasolina y otros derivados del petrdleo para evitar que se vuelvan
viscosos y otros cambios indeseados, y en el caucho para evitar su
degradaciéon.” [16] Esta definicion es muy amplia y general, ademas que
abarca los diferentes usos que se le dan a los antioxidantes en la industria.
Otra definicion general de antioxidante es: “Los antioxidantes son
compuestos organicos capaces de neutralizar las especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno. Estos compuestos pueden donar un electrén para

neutralizar un radical libre.” [17] Aqui se explica quimicamente su
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funcionamiento, sin embargo, los antioxidantes tienen diferentes
mecanismos de accidon y no es incluyente para todos ellos.

La Academia Nacional de Ciencias definié a los antioxidantes dietéticos
como: "“Aquellos antioxidantes que se encuentran en la comida vy
disminuyen significativamente los efectos adversos de las ROS, RNS, o
ambas especies en las funciones fisioldgicas normales de los humanos.”
[17]. Con esta definicidn nos podemos sentir mas familiarizados debido
al auge comercial de productos de consumo ricos en antioxidantes para
mantener una buena salud.

Finalmente, Halliwell define a los antioxidantes como: “Moléculas que
cuando estan presentes en pequenas concentraciones, comparadas con
las de las biomoléculas que protegen, pueden prevenir o reducir el alcance
de la destruccion oxidativa en las moléculas.” [18]

Los antioxidantes se pueden clasificar como antioxidantes preventivos,
antioxidantes rompedores de cadena o terminadores de reaccién vy
antioxidantes indirectos.

Los antioxidantes preventivos son aquellos que interfieren en el proceso
de iniciacion de radicales libres; quiere decir que retardan o detienen la
formacion inicial de las especies radicales. Algunos de ellos pueden ser:
la enzima catalasa, compuestos quelantes como el EDTA, vy filtros UV
como el 6xido de zinc o 2-hidroxibenzofenona. [19]

Por otra parte, los antioxidantes indirectos ayudan a aumentar la defensa
de los compuestos antioxidantes, reduciendo la generacién de especies
ROS y disminuyendo el estrés oxidativo. [19]

Finalmente, los antioxidantes rompedores de cadena vuelven mas lenta
la autooxidacién, compitiendo con la propagacién de las reacciones de

radicales libres. Esto es, los antioxidantes reaccionan con los radicales
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peréxidos mas rapido que el sustrato oxidable para formar especies que
no propaguen la oxidacién en cadena.[19]

Los fenoles pueden fungir como antioxidantes indirectos al incrementar el
efecto antioxidante de las enzimas de la célula. Sin embargo, en mejor
conocida su reaccién con los radicales peréxidos que son los propagadores

de cadena, y eso los convierte en los rompedores de cadena ideales.

METODOS PARA DETERMINAR CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Al referirnos a capacidad, poder, eficiencia o actividad antioxidante, nos
referimos a su “capacidad” de inhibir la reaccidn de propagacion de
radicales libres y proteger a las moléculas oxidables del dafio de éstos.

Para medir la capacidad antioxidante existen diversos métodos, segun las
reacciones quimicas involucrados en ellos, se dividen en dos grandes
grupos: los métodos por transferencia de atomo de hidrogeno (HAT por

sus siglas en inglés) y los métodos de transferencia de electréon (ET).

Los métodos de HAT siguen la reaccién del tipo:

ROO* + AH = ROOH + A° (2)
Este tipo de método cuantifica la capacidad del compuesto antioxidante
de donar un atomo de hidrogeno. Se monitorean la cinética de reacciones
competitivas y la cuantificacion se deriva de las curvas cinéticas
obtenidas. Los métodos HAT se componen de un generador sintético de
radicales libres, una molécula oxidable de prueba y un antioxidante. Un
buen antioxidante debera entonces reaccionar rapidamente con los
radicales libres, mas no de la misma forma con la molécula de prueba que
es la que debe proteger. Dentro de los métodos HAT mas usados se

encuentra el método ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TRAP
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(total radical trapping antioxidant parameter) y la inhibicién de oxidacion
de LDL (lipoproteinas de baja densidad). [20]

Por otra parte, los métodos de ET son aquellos que miden la capacidad de
reduccion de un antioxidante, y tienen una reaccion del tipo:

R™+ e (AH) = AH** + R(®D 3)
Los métodos de ET se componen de una molécula de prueba oxidable,
que suele ser un estandar colorido, y de un antioxidante. Cuando la
molécula de prueba sustrae un electron del antioxidante, existe un cambio
de coloracién que es proporcional con la concentracién del antioxidante.
Graficando el cambio de absorbancia contra la concentracidon de
antioxidante se obtiene una curva de calibracién de la cual su pendiente
nos indica la capacidad de reduccién del antioxidante.
Dentro de los métodos de ET mas usados se encuentran: el método FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) que se basa en la reduccion del
Fe(III), por un antioxidante, la capacidad de reduccion del ion Cu(II), el
método Folin-Ciocalteu (FC) para determinar los compuestos fendlicos
totales [20] o los métodos de radicales libres como el del radical ABTS
(2,2' acido azino bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato) [21] o el radical
DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidracilo).[22]

Para denominar la capacidad antioxidante existen diferentes formas. Una
de ellas es la Eficiencia antioxidante (ECso), que se denomina a la cantidad
de antioxidante necesaria para reducir en 50 % la concentracion inicial
del radical DPPH* introducida asi por Brand-Williams [23]. Por lo que a
mayor concentracion de antioxidante usado es menor la eficiencia

antioxidante.
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De la mano también se obtiene el parametro de TECso que es el tiempo
necesario para alcanzar la estabilidad en la reaccidon cuando se reduce el
50% de la concentraciéon del radical. [24] Ademas de estos dos
parametros, se puede obtener la Eficiencia Antiradical (AE) que es un
parametro que relaciona la ECso y el TECso y permite comparar a
diferentes antioxidantes tomando en cuenta la cinética de la reaccion. La
AE se obtiene como el inverso del producto de ECso y de TECso. [24]

Por otra parte, la capacidad antioxidante equivalente a Trolox (CAET) que
es definida como: “la concentraciéon milimolar (mM) de una solucién de
Trolox que tiene la misma capacidad antioxidante que una soluciéon 1.0

mM de la sustancia de estudio.[25]
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CAPITULO 2
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HIPOTESIS

En una mezcla de etanol y solucidon acuosa el radical DPPH* se puede
mantener estable e implementar un método para determinar la capacidad

antioxidante de diferentes sustancias.
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OBJETIVO GENERAL

Optimizar el método espectroscépico de determinacién de capacidad
antioxidante equivalente a Trolox con el radical DPPH* en mezclas de
etanol y solucién acuosa, e implementar un método electroquimico para
la determinacion de capacidad antioxidante comparandolo con el método

espectroscopico.
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OBJETIVOS PARTICULARES

. Evaluar espectrofotométricamente la estabilidad del DPPH*® en
mezclas etanol y solucién acuosa imponiendo diferentes valores de
pH.

. Estudiar espectrofotométricamente la reaccién de Trolox con DPPH"*
en las mezclas donde el radical haya presentado mayor estabilidad

imponiendo diferentes valores de pH.

. Analizar diferentes antioxidantes y comparar el método de
determinacion de capacidad antioxidante tradicional con DPPH* con

el modificado con las mezclas de etanol y solucién acuosa.

. Estudiar electroquimicamente el radical DPPH* en la mezcla etanol-

agua donde encuentre una buena estabilidad y en diferentes pH.

. Estudiar electroquimicamente la reaccién entre DPPH* y Trolox en
la mezcla etanol-agua donde el radical presente buena estabilidad

y con diferentes valores de pH.
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CAPITULO 3
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CARACTERIZACION ESPECTOFOTOMETRICA DEL
RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRACILO (DPPH")

En la década de 1920 Goldschmith, Renn y colaboradores iniciaron la
investigacion de los radicales hidracilos. EIl compuesto mas conocido es el
radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo o también conocido como DPPH*

(Figura 1) que fue sintetizado en 1922.

NO,

NO,

Figura 1. Estructura molecular del radical-2.2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH*).

El DPPH?* tiene la apariencia de cristales color morado oscuro. Este radical
es altamente estable, no presenta degradacion cuando se encuentra en
estado sdlido y tiene un facil uso y manejo a diferencia de otros radicales.
Su estabilidad puede ser explicada debido a todas las posibles formas
resonantes que puede adoptar el radical. Las mas importantes son
mostradas en la figura 2. Se ha encontrado que las estructuras resonantes
que tienen el electron desapareado en el primer nitrogeno (el que se
encuentra unido con el grupo picril), figura 2a <> 2d, son las formas que
tienen mayor contribucion a la estructura hibrida del radical con un 62%.
Las formas 2b <> 2e, que tienen en su estructura el electrén

desapareado en el segundo nitrégeno (el que se encuentra unido a los
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dos grupos fenilo) contribuyen en un 26% a la estructura del radical. Las
demas formas existentes (2b <> 2e, y otras) solo contribuyen en

aproximadamente un 10% a la estructura total del radical. [14]
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Q
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Figura 2 Algunas formas resonantes del radical DPPH"*. [14]

A QL

Después de su descubrimiento el DPPH* ha tenido diferentes aplicaciones,
entre ellas el radical se ha usado como estandar en Espectroscopia de
Resonancia Paramagnética Electrénica debido a su electréon desapareado,
[26] y en 1958 Blois observd que el radical presenta un espectro de
absorcion UV-VIS con una definida banda de absorcion atribuida a su
electron desapareado en la longitud de onda de 517 nm en etanol. [22]
La banda se puede encontrar entre 514 y 520 nm dependiendo del
solvente utilizado [27, 28]

El DPPH* solo es estable en solventes organicos como metanol [23, 29],
etanol [5, 22], benceno, tolueno, cloroformo [30] o dimetilsulfoxido
(DMSOQO) [31] y se debe ser cuidadoso en las condiciones ambientales que
se encuentre, ya que se degrada con mayor rapidez por accién de la luz

y el oxigeno. [22, 32]
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ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DEL RADICAL DPPHEN
ETANOL Y AGUA.

De acuerdo a lo que se ha las propiedades del DPPH* se inicia el estudio
del comportamiento espectrofotométrico del DPPH® en diferentes

condiciones.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Los reactivos, preparacidon de soluciones y el equipo utilizado se indican

en el Anexo 1.
RESPUESTA ESPECTROFOTOMETRICA DEL RADICAL. DPPH'

Para obtener el espectro de absorcion del radical, se toma una alicuota de
0.5 mL la solucién madre del radical DPPH* (2 mM), y se diluye con etanol
0 agua desionizada dependiendo del caso a estudiar, en la celda de cuarzo
para tener una concentracion final en celda de 100 pM y se obtiene su
espectro de absorcién UV-VIS de 800 a 200 nm.

ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL DPPH-*

Para estudiar la estabilidad del radical DPPH* se toma una alicuota de la
solucién madre del radical y se lleva a un volumen de 10 mL con etanol
para tener una concentracién final en celda de 100 pM. Esta solucion se
monitorea tomando un espectro UV-VIS, en un intervalo de 800 a 200
nm, cada 4 minutos por un lapso de 60 minutos. La temperatura de
trabajo es establecida en 15°C con un bafio termostatado.

Para el estudio en agua del radical se sigue el mismo procedimiento solo

que la dilucion del DPPH* se hace con agua desionizada.
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RESULTADOS

En la figura 3 se presenta el espectro UV-Vis del radical DPPH* en etanol
con una concentracion de 98.91 + 0.56 pM. El radical presenta tres
bandas con absorbancia maxima en las longitudes de onda de 516, 328 y

207 nm, ademas de un hombro entre 230 y 238 nm.

200 300 400 500 600 700 800
A/nm

Figura 3. Espectro de absorcién del radical DPPH*® 98.91 + 0.56 uM en etanol.

En este sistema, con etanol como disolvente, el DPPH*® presenta su banda
caracteristica en una longitud de onda de 516 nm, esta banda es asociada
al electron desapareado del radical y a una transicién de un orbital m a
uno 1m".[33] La mayoria de radicales suelen tener una fuerte absorbancia
en la zona visible del espectro y por lo tanto suelen presentarse como
disoluciones altamente coloridas, esto debido a que el electrén

desapareado es excitado con mayor facilidad.[13]
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La siguiente banda que aparece en la longitud de en 328 nm que puede
atribuirse a los grupos nitréxido en la molécula y la banda en 207 nm se

asocia a la absorcién por los grupos aromaticos.

200 300 400 500 600 700 800
A/nm

Figura 4. Espectros de absorcion del radical DPPH® 98.91 + 0.56 uM en etanol en el
transcurso de 60 minutos.
Una vez que se han identificado las bandas principales en el radical, se
desea conocer la estabilidad del DPPH*® en una solucién de etanol en el
lapso de una hora. En la figura 4 se muestran los espectros obtenidos
para el estudio de estabilidad del radical en etanol con concentracién de
98.91 £ 0.56 uM, en ellos no se observan cambios apreciables.
Transcurridos los 60 minutos del experimento se presenta una
disminucion de absorbancia de 0.262 % en la longitud de onda de 516

nm, lo que se puede considerar una degradacion despreciable de DPPH".
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Figura 5. Espectros de absorcion del radical DPPH® 98.91 + 0.56 uM en etanol (linea
roja) y en agua desionizada (linea azul), en tiempo 0.

En la figura 5 tenemos el espectro del DPPH* en agua desionizada (en
color azul) comparado con el espectro del radical en etanol (en color rojo)
a tiempo 0. El espectro del radical en agua tiene un efecto batocrémico e
hipocromico con respecto al espectro del radical en etanol. Las tres
principales bandas tienen sus maximos de absorcidn en las longitudes de
onda de: 209, 335y 532 nm, ademas de un hombro entre 240 y 250 nm.
En cuanto el DPPH* entra en contacto con el agua desionizada, éste
comienza a degradarse, dando lugar a que disminuya su absorbancia con

respecto al radical en etanol.
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Figura 6. Espectros de absorcién del radical DPPH*® 98.91 + 0.56 uM en agua
desionizada en el transcurso de 60 minutos.

A través de los espectros de absorcion del radical DPPH* en agua, con
concentracion 98.91 + 0.56 uM, que se muestran en la figura 6 se
muestra que transcurridos los 60 minutos las bandas principales del
radical presentan un efecto hipocrémico y batocrémico. El cambio mas
grande se observa en la banda a 209 nm que comienza a disminuir su
absorbancia hasta que el pico practicamente desaparece y el hombro se

define mas como una banda con un maximo de 249 nm.
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Figura 7. Espectros de absorcién del radical DPPH* 98.91 + 0.56 uM en etanol (linea
roja) y en agua desionizada (linea azul), en el minuto 60.

En la figura 7 se compara los espectros de absorcién del DPPH* en etanol
(linea roja) y en agua (linea azul) cuando ya han transcurrido los 60
minutos del experimento. Ya se ha visto que el radical en etanol no
presenta cambios en su espectro después de 60 minutos, sin embargo, el
radical en agua sufre una deformacion en su espectro. En la primera
banda, que aparece en 209 nm en etanol, sufre un efecto hipocrémico y
reduce su absorbancia en mas del 50 %; ademas el hombro que aparecen
etanol se perfila mas como una banda con un maximo de longitud de onda
en 247nm. La segunda banda a 335 nm, en etanol, tiene un efecto
batocrémico desplazando el maximo a una longitud de onda de 347 nm,
ademas de un efecto hipocromico cuando el radical esta en agua. La
tercera banda que se presenta en 516 nm en etanol también presenta un
desplazamiento batocromico hasta 550 nm y un efecto hipocréomico

Ademas comienza a aparecer un hombro entre los 600 y 700 nm. Al
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transcurso de los 60 minutos el DPPH* en agua mantiene un espectro
similar, esto puede deberse a que el compuesto sigue teniendo los
mismos grupos funcionales sin embargo pierde su electron desapareado.

Lo que confirma que el DPPH* no es estable en agua.

La mayoria de las moléculas a las que se mide capacidad antioxidante
suelen tener mejor solubilidad en solventes acuosos que en solventes
organicos. Sin embargo, como se mostré anteriormente el DPPH* pierde
algunas de sus caracteristicas, principalmente su estabilidad, como lo
comprueba el espectro de absorcion UV/VIS. Debido a esto se decide
estudiar el comportamiento del DPPH* en mezclas de etanol y solucion

acuosa.
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ESTABILIDAD DEL DPPH® EN MEZCLAS ETANOL - AGUA

Considerando la baja estabilidad en medio acuoso del radical DPPH*, en
el presente trabajo se pretende optimizar la mezcla de solventes en la
cual el DPPH* no se degrade. Se evaluaran diferentes valores de pH vy
distintos amortiguadores en mezcla con etanol y en distintas

proporciones.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para evaluar la estabilidad del radical DPPH* en diferentes mezclas de
etanol-solucion acuosa, se obtienen los espectros UV-VIS de DPPH* en un
intervalo de 600 a 200 nm en un espectrofotémetro Perkin ElImer lambda
20 UV/Vis, por un tiempo de 60 minutos tomando lecturas cada cuatro
minutos. Para preparar cada muestra se toma una alicuota de 0.5 mL de
una soluciéon de DPPH* con concentracion de 2 mM y se lleva a un volumen
de 10 mL, para asi tener una concentracion final en celda de 100 uM. En
cada mezcla se varia el contenido de etanol de 90 a 10 %
volumen/volumen preparando las disoluciones como se indica en la

siguiente tabla.

Tabla 1. Guia para preparar las mezclas de etanol con solucién acuosa.

Vol. Etanol (%) 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Vol. DPPH*/mL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Vol. Etanol/mL 8.5 7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
Vol. Amortiguador/mL 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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El estudio es realizado para mezclas de etanol con: agua desionizada,
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.0 con concentracién de 2.012 +
0.016 mM vy solucién amortiguadora de acetatos a pH 5.0. con
concentracion de 5.203 £ 0.231 mM.

RESULTADOS

Radical DPPH* en etanol y amortiguador de fosfatos a pH 7

Se hicieron las pruebas de estabilidad del radical DPPH* para diferentes
mezclas de etanol con solucidon amortiguadora de fosfatos (2 mM) a pH 7.
La imagen 8 muestra los espectros de absorcidon de las diferentes mezclas
al inicio del experimento de estabilidad. La linea negra continua
representa el espectro del DPPH* en una solucién de 100 % etanol y ésta
sera nuestro estandar para hacer las comparaciones.

Para las mezclas que contienen del 90 al 40 % de etanol se puede ver un
efecto hipercrémico en las bandas en 335 nm y 516 nm; ademas en esta
ultima también tenemos un efecto batocromico que desplaza el maximo
de longitud de onda a valores de 519 y hasta 535 nm.

Para las mezclas con el 30 al 10 % de etanol se observa un efecto
hipocromico en las tres bandas principales del DPPH*® y también un efecto
batocromico mas grande que para las mezclas que contienen de 40 % de

etanol.
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Figura 8. Espectros UV del DPPH* 100 uM en las diferentes mezclas Etanol-
Amortiguador de fosfatos (2 mM) pH 7.0 al inicio de la prueba de estabilidad.

De la misma forma se hizo la cinética del DPPH* en diferentes mezclas de
etanol con amortiguador de fosfatos pH 7.0. Para todos los sistemas se
siguid la absorbancia a 516 nm, que es el maximo observado para el
DPPH* en solucidon etandlica, y se obtuvo su absorbancia relativa. La
degradacién del DPPH* se presenté en mayor medida, como era esperado,
en las mezclas que contenian los menores porcentajes de alcohol, que
fueron 30, 20 y 10 %.

Para las mezclas de 40, 50, 60, 70, 80 y 90 % de etanol con el
amortiguador de fosfatos se observa que la coloracion se intensificaba y
producia un efecto hipercrémico y batocrémico a comparacion de la

disolucién en puro etanol.
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En la figura 9 se muestra el comportamiento para las diferentes mezclas
de amortiguador de fosfatos y etanol cuando han pasado 60 minutos de
la prueba de estabilidad. Las mezclas donde el radical ha presentado el
mayor cambio en su espectro UV han sido las que contienen 40, 30, 20y
10 % de contenido etanodlico acentuandose el efecto batocromico e

hipocromico en las bandas correspondientes a 335y 516 nm.

3 ! % Etanol
en mezcla
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Figura 9. Espectros de DPPH*® 100 pM en las diferentes mezclas Etanol - Amortiguador
de fosfatos (2mM) pH 7.0 al término de la prueba de estabilidad.
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Radical DPPH" en etanol y amortiguador de acetatos pH 5
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en mezcla
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Figura 10. Espectros UV del DPPH* 100 uM en las diferentes mezclas Etanol-
Amortiguador de acetatos (5mM) pH 5.0 al inicio de la prueba de estabilidad.

Se hicieron las pruebas de estabilidad del radical DPPH* para diferentes
mezclas de etanol con solucién amortiguadora de acetatos (5mM) a pH 5.
La figura 10 muestra los espectros de absorcion de las diferentes mezclas
al inicio del experimento de estabilidad. Para los espectros del DPPH* en
las mezclas de 50 o mas porcentaje de etanol vemos un efecto
hipercromico para las tres bandas y un efecto batocrémico para la banda
a 516 nm con un desplazamiento similar a los espectros UV en mezclas

con amortiguador de fosfatos. Para las mezclas con 40 o menos
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porcentaje de etanol en mezcla se observa un efecto batocromico mas
marcado para las tres bandas principales.

En la figura 11 se muestran los espectros al final del experimento, en el
caso de las mezclas con amortiguador de fosfatos la disminucion de la
absorbancia a 516 nm después de 1 hora fue menor a diferencia de las

mezclas con amortiguadores de fosfatos.
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Figura 11. Espectros UV del DPPH* 100 uM en las diferentes mezclas Etanol-
Amortiguador de acetatos (5mM) pH 5.0 transcurridos 60 minutos de la prueba de
estabilidad.

Para saber si las sales de fosfatos o0 acetatos cambiaban el
comportamiento del radical en las mezclas con solucién acuosa, se llevo
a cabo el experimento de estabilidad también con agua desionizada. En

la figura 12 se puede resaltar que el efecto hipercromico presentado en




AN\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

las mezclas con los amortiguadores no se presenta en agua desionizada,

por lo que se puede suponer que las sales incrementan la intensidad de

absorbancia del DPPH*. Sin embargo, el efecto batocrémico se conserva

en forma similar a las mezclas anteriores e igualmente las mezclas que

presentan mayor degradacién son las que tienen un porcentaje de etanol

de 30, 20 y 10%.

% Etanol
en mezcla
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Figura 12. Espectros UV del DPPH* 100 uM en las diferentes mezclas Etanol-Agua

desionizada al inicio de la prueba de estabilidad.

A medida que se incrementa el porcentaje de volumen de solucidn acuosa

en el sistema, se presenta un efecto batocrémico. Para los tres sistemas

con diferentes amortiguadores ocurre en forma similar (de 516 nm a 524
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nm) hasta que se tiene un volumen de 60 % de solucidn acuosa en la
mezcla, esto se aprecia en la figura 13.

En el caso de las mezclas con menor contenido de etanol (30 a 0 %) se
observa un desplazamiento mayor que va de 530 a 545 nm en la longitud
de onda del maximo de absorcion. Ademas, el comportamiento ya es
diferente entre las soluciones acuosas, posiblemente porque la influencia

del pH en el radical es mayor al predominar el medio acuoso en la mezcla.

550
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Vol. Solucién acuosa / %

Figura 13. Longitud de onda del maximo de absorbancia contra el porcentaje de
volumen de solucion acuosa en el sistema al transcurso de 40 minutos de la prueba de
estabilidad.

Debido a esto se puede concluir que las mezclas de etanol solucion acuosa
que presentan la mejor estabilidad para el DPPH* son las mezclas que van
del 90 al 40 % de contenido de etanol con los amortiguadores de fosfatos,

acetatos y agua desionizada.
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CAPITULO 4
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ESTUDIO DE LA REACCION DEL TROLOX CON EL
RADICAL DPPH* EN MEZCLAS ETANOL-AGUA.

En 1958 M. Blois introdujo por primera vez el método espectrofotométrico

de la determinacién de actividad antioxidante con el radical DPPH*® [14] v,

posteriormente, en 1997 Brand-Williams y colaboradores hicieron algunas

modificaciones al método [15] ellos proponen las reacciones (1) y (2) del
DPPH* con un antioxidante o una especie radical.

DPPH*+A—H = DPPH—-H+ A° (1)

DPPH*® + R* = DPPH — R (2)

Cuando el DPPH* se encuentra en disolucion presenta un color morado
debido a su electrén desapareado y presenta una fuerte absorcién entre
514-520 nm. Después de reaccionar con el antioxidante, el DPPH* es
reducido y la disolucidn cambia a un color amarillo palido, perdiendo asi
su absorcién caracteristica a esta longitud de onda. Eso permite que este

cambio sea facilmente seguido espectrofotométricamente. [14]

TROLOX

CH,
HO
CHs,
HaC 0 OH

CH3 o)

Figura 14. Estructura molecular del Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchromanol-2-
carboxilico (Trolox).
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El Trolox o Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchromanol-2-carboxilico, es
un antioxidante derivado de la vitamina E (figura 14). Fue sintetizado por
primera vez por Scott et. al. en el afio de 1974 [34], de los diferentes
derivados de la vitamina E es uno de los que ha presentado las mejores
caracteristicas capacidad antioxidante. Debido a eso se encuentra dentro
de los estandares mas usados para determinar capacidad antioxidante y
presenta una absorcion a 290 nm que no varia estando en medio acuoso

o etandlico (figura 15). [20]
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Figura 15. Espectro de absorcion UV-VIS de Trolox (42.7+1.1) uM en etanol.

La capacidad antioxidante se puede determinar: como capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (CAET) que es una comparacion entre
la actividad del Trolox (TrOH) y la sustancia de estudio [21-22].
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El método clasico para medir la CAET es realizado con el radical ABTS
[35]. Sin embargo, su uso era mas complicado al necesitar una
preparacion previa para formar el radical ABTS, por lo que después se
implementd una modificacion al método cambiando por el radical DPPH*
gue no necesita preparacion previa y tiene un uso mas sencillo.

Friaa propone una reaccion entre el Trolox y el DPPH® que se muestra en
la figura 16, dando como resultado una estequiometria de Trolox-DPPH*
1:2 [20]. A pesar de que el Trolox solo tenga un hidréogeno fendlico
disponible, cundo éste reacciona con una molécula de DPPH®*, el radical
resultante (TrO*) es muy inestable y de inmediato reacciona con una

segunda molécula de DPPH".

AL

I CHa hf
N» HO NH
oY no, T CHa =
CHy 0

NO, NO,
DPPH* TrOH DPPH-H TrO*

CHs |
b . h}H Producto de
ol no, T e 5 3- — 0,N no, + oxidacién
8 del Trolox
CHs o

DPPH° TrO° DPPH-H

I
O

Figura 16. Reaccidn entre el radical DPPH*® y la molécula de Trolox. [20]

Iuliano y Oehlke han reportado como productos de oxidacion del Trolox,

con Cu?*, Fe3* y LDL, el compuesto Trolox-quinona (figura 17). [36]
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CH,

CO,H
CH 0 CHy

OH
CH,
Figura 17. Estructura molecular de del Trolox-quinona.

Iualiano propone el mecanismo de reaccion de la oxidacion de Trolox con
lipoproteina de baja densidad (LDL) presentado en la figura 18. Al ser un
mecanismo similar al de la reaccién de DPPH*® y Trolox podria indicarnos

que el producto de oxidacién final del Trolox es su respectiva quinona.

CHj = CH,
HO . 0
CH;  Looe LOOH <= 100e LOOH C 0 ,H
HyC 0 OH \/4, < S oo o b CHy
CHs o] = P CHy

Trolox Trolox-semiquinona Trolox-quinona

Figura 18. Reaccidn entre LDL y la molécula de Trolox. [36]

ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LA REACCION DE tROLOX CON EL
RADICAL DPPH*®

Visto esto, una vez que se han encontrado las mejores proporciones para
las mezclas etanol-solucion acuosa donde el radical DPPH* es mas estable,

se procede a evaluar la reaccion de Trolox con DPPH".
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

Para monitorear la reaccién del DPPH* con Trolox se tomaron espectros
UV-VIS en un rango de 700 a 280 nm y a partir de estos se construyeron
curvas de calibracion.

Las curvas se obtienen graficando la absorbancia, cuando han
transcurrido 5 minutos de reaccién, contra la concentracion de Trolox,
que varia de 1 a 50 uM, [21] Se registra la absorbancia a la longitud de
onda maxima de cada mezcla de Etanol y solucién acuosa. El medio
acuoso se vario usando solucion amortiguadora de fosfatos pH 7, solucién
amortiguadora Tris pH 8 y solucidon amortiguadora de acetatos pH 5.

Se realizaron para cada sistema las mezclas con 80, 70, 60 y 50 % de
etanol, ademas de un control en 100 % de etanol.

Las mezclas se prepararon en la celda espectrofotométrica afadiendo 100
WL de DPPH*® 0.0020 M para tener una concentracidn del radical en celda
de 0.0001 M. Para cada medicidn en la curva de calibracién se agregan
distintas alicuotas de las soluciones de concentracion 1 mM 6 10 mM de
Trolox, ajustando en todos los casos un volumen final de celda de 2.0 mL

con etanol y solucidon acuosa dependiendo de la mezcla a manejar.




AN\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

RESULTADOS

En la figura 19 se observan los espectros de absorcion a 5 minutos de
reaccion del DPPH* con Trolox en etanol. Se puede ver que la banda en
516 nm disminuye hasta desaparecer con la concentracién mas alta de

Trolox que reacciona en su totalidad con el DPPH".

2 i
16 -
[Trolox]/
/s
M
1.2 - p'_o
< —1
0.8 - >
—10
1 —20
04 + g 40
50
0 1 1 1 1 i i {
280 340 400 460 520 580 640 700
A/nm

Figura 19. Espectros de absorcién para el DPPH® (100.6 + 2.1) uM con
Concentraciones de Trolox (0 -50 uM) en etanol.

Para evaluar la reaccion del DPPH* con la molécula de Trolox se obtienen
las curvas de absorbancia contra tiempo, en un tiempo total de 5 minutos.
Pasado este tiempo las curvas se mantienen estables y sin presentar
cambios (figura 20a). Cuando la reaccién de Trolox con DPPH* ha
alcanzado la estabilidad se toma el valor de la absorbancia y se grafica
para construir las curvas de calibracién como: absorbancia en funcion de

concentracion de Trolox ([Trolox]) como se muestra en la figura 20b. Esta
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curva de calibracién muestra un coeficiente de correlacién lineal (R2) de
0.99.

a)
12 — o o i —ra—_ a [Trolox]/
uM
1 "0
0.8 ‘\ . "'1
< 06 5
+10
047 ~20
02 + 40
0 ‘ 1 1 1 1 1 30 ‘
00:00 00:43 01:26 02:08 02:51 03:34 04:17  05:00 60
t/ min [Trolox]/uM

Figura 20. a) Curvas de Absorbancia vs. Tiempo. b) Curva de calibracion de
Absorbancia contra [Trolox]/uM. Ambas para la reaccion de Trolox con DPPH* en
etanol.

En la figura 21 se observan los espectros obtenidos para diferentes
porcentajes de mezcla entre etanol y AF que son de 80, 70, 60 y 50 % de
contenido de etanol después de reaccionar 5 minutos. Para cada uno de
ellos se observa que comienza a aparecer una banda a 418 nm a medida
que la banda a 524 nm comienza a desaparecer por la reaccion con Trolox.
Ademas, en las mezclas de 50 y 60 % de etanol se tiene un efecto
hipsocromico con respecto a las mezclas con mayor volumen de etanol.
También se ve para las concentraciones de Trolox de 40 y 50 uM ya no
existe ningln cambio en el espectro. Puede deberse a que la banda
interferente no permite observar mas cambios en el espectro y/o el DPPH*
ha reaccionado en su totalidad en la mezcla 50:50 de etanol con
amortiguador de fosfatos.

En una solucién etandlica cuando el DPPH*® ha reaccionado por completo

con el Trolox la solucion se torna amarillo palido. En cambio, cuando el
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DPPH* reacciond con el Trolox en las mezclas etanol-amortiguador de

fosfatos la solucion cambiaba a un color café.

2 - 2 -
1.8 - q) 1.8 - b)
16 1 [Trolox]/um 1.6 [Trolox]/uM
14 - —0 14 - —0
1.2 - —1 12
—5
< 1 —10 < 1 _10
08 - —20 08 —zo
\_,/~ a0
06 © 50 0.6 ~
04 04
02 - 02 -
0 | | | | | | | 0
280 340 400 460 520 580 640 700 280 340 400 460 520 580 640 700
A/nm A/nm
2
2
1.8 <) 18 d)
1.6 1.6 [Trolox]/um
14 [Trolox]/um 14 —0

—1
—5
—10

280 340 400 460 520 580 640 700 280 340 400 460 520 580 640 700
A/nm A/nm

Figura 21. Espectros de absorcién UV-VIS para la reacciéon de DPPH* (98.9 + 2.9) uM
con Trolox traspasados 5 minutos en diferentes mezclas de etanol:amortiguador de
fosfatos (2.012 £ 0.016) mM pH 7 (v/v): a) 80:20, b) 70:30, c) 60:40 y d) 50:50

Para saber si la influencia se debia a los iones de fosfatos o a la mezcla
con agua se repitio el estudio ahora con agua desionizada en los mismos
porcentajes de mezclas que se observan en la figura 22.

Vemos que para todas las mezclas la sefial que se presenta en 520 a 524
nm desaparece en su totalidad al llegar a la adicidon de Trolox de 40 uM,

y se conserva la linealidad de la curva de calibracién hasta la adicién de
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Trolox 20 uM. También se observa que no aparece la banda interferente

en 418 nm.
2 - 2
18 - a) 1.8 b)
16 — 1.6
14 [Trolox]/um 14 [Trolox]/uM
. b4 . o
12« / —1 1.2 —1
5 —5
<! —10 <! —10
08 - —20 0.8 —20
40 —40
0.6 5o 0.6 50
04 0.4
02 0.2
0 : : : : : : ‘ | | | | P—— —
280 340 400 460 520 580 640 700 280 340 400 460 520 580 640 700
A/nm A/nm
2 2
18 | <) 1.8 d)

[Trolox]/uMm
—0
—1
—5
—10
—20
—40
50

280 340 400 460 520 580 640 700 280 340 400 460 520 580 640 700
A/nm A/nm
Figura 22. Espectros de absorcion UV-VIS para la reacciéon de DPPH* (98.2 + 2.7) uM
con Trolox traspasados 5 minutos en diferentes mezclas de etanol:agua desionizada
(v/v): a) 80:20, b) 70:30, ¢) 60:40 y d) 50:50

Posteriormente se desed evaluar el efecto de diferentes valores de entre
la reaccidon de Trolox con el radical, lo que llevd a realizar estas pruebas
en mezclas con Tris pH 8 y Amortiguador de acetatos a pH 5.

En la figura 23 se reportan los espectros que se obtuvieron en mezclas de
EtOH-Tris.
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Figura 23. Espectros de absorcién UV-VIS para la reaccién de DPPH® (102.1+2.9) uM
con Trolox traspasados 5 minutos en diferentes mezclas de etanol:Tris (5.053 +
0.020) mM pH 8 (v/v): a) 80:20, b) 70:30, c) 60:40 y d) 50:50
Al evaluar la reaccién ahora con amortiguador Tris a pH 8.0 vemos como
para la mezcla 50:50 EtOH:Tris, se tiene un comportamiento similar a
cuando se tiene amortiguador de fosfatos a pH 7.0. La banda aqui aparece
a 408 nm a medida que la banda en 524 nm comienza a desaparecer por
la reaccidn con Trolox. Al final la de la reaccién la solucién presenta un
color amarillo fuerte. Efecto que se disminuye cuando se tiene una mayor
cantidad de etanol en la mezcla como se ve en las mezclas de 80y 70 %

de etanol (figura 23 a y b).
Por lo que se realizo la reaccion de DPPH* con Trolox en mezclas de etanol

con amortiguador de acetatos a pH 5.0 (figura 24). Se observa que tiene
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un comportamiento similar a cuando se realiza la reaccion en medio
etandlico y ya no aparece la banda interferente a 418 nm para fosfatos y
408 nm para Tris.

El comportamiento observado es similar a cuando la reaccion se lleva a

cabo en etanol y el color final de la solucién es un amarillo claro.

2 -
18 a) 18 | b)
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Figura 24. Espectros de absorcién UV-VIS para la reaccién de DPPH* (101.2+2.8) uM
con Trolox traspasados 5 minutos en diferentes mezclas de Etanol:amortiguador de
acetatos (5.203 £ 0.231) mM pH 5 (v/v): a) 80:20, b) 70:30, c) 60:40 y d) 50:50.

En la figura 25 se tienen las curvas de absorbancia contra el tiempo de la

reaccion de Trolox 50 uM con el radical DPPH* y se observa como con el




AN\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

amortiguador de acetatos a pH 5 se logra disminuir la absorbancia incluso

mas que cuando hay etanol pues ya no se presenta la banda interferente.

1.2
-=-Etanol
1 1
——Acetatos
0.8 -
Fosfatos
< 0.6 -
fL‘ —<Tris
04 -
0.2 -
. . v = " -
0 i — — ] —t— b {
00:00 00:43 01:26 02:08 02:51 03:34 04:17 05:00
t / min

Figura 25. Curvas de Absorbancia vs. Tiempo para la reaccion de Trolox 50 uM con
DPPH*® 100 uM en mezclas de etanol con diferentes soluciones acuosas en una
proporcion de 50:50 (v/v).

En la tabla 2 se recopilaron los datos obtenidos de la curva de calibracion
de cada mezcla con las diferentes soluciones acuosas y se observa como
para los amortiguadores de fosfatos y Tris disminuye la pendiente, por lo
que disminuye la sensibilidad del método, ademas que se reduce la
linealidad a medida que aumenta su volumen en la mezcla.

Para el amortiguador de acetatos a pH 5 se encontraron correlaciones
mayores a 0.99 para la mayoria de las mezclas. Y con la que se obtiene
los mejores valores es la mezcla de 50:50 etanol:amortiguador de

acetatos al tener la mayor pendiente y un valor de R2 de 0.9966.
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Tabla 2. Conjunto de datos obtenidos para las curvas de calibracion de

las mezclas de etanol con diferentes soluciones acuosas.

ElE SIS
Amortiguador (%) pM-t / nm

100 -0.0206  0.9962 516

80 -0.0092  0.9529 521

Cocfatos ; 70 -0.0084  0.9721 522
60 -0.0086  0.9680 523

50 -0.0106  0.9280 524

80 -0.0192  0.9851 521

A 70 0.0191  0.9701 523

60 0.0176  0.9870 524

50 0.0157  0.9569 524

80 -0.0214  0.9924 521

70 20.0207  0.9910 522

Acetatos > 60 -0.0213  0.9875 524
50 0.0227  0.9966 524

80 -0.0237  0.9715 521

Agua 70 -0.0238  0.9743 523
desionizada - 60 _0.0192  0.8886 524
50 -0.0194  0.8970 525

En la figura 22 se puede observar que para el espectro UV-Vis del DPPH*
y Trolox, el producto de la reaccién entre éstos presenta una banda a 418
nm para las mezclas de etanol con amortiguador de fosfatos; y una banda
en una longitud de 408 nm para las mezclas de etanol y amortiguador
Tris como se observa en la figura 23. Debido a eso se elige como medio
el amortiguador de acetatos pH 5 y dentro de las diferentes mezclas, las
condiciones en que se lleva mejor la reaccion de Trolox y DPPH* es cuando
se tiene una mezcla de 50:50 etanol con amortiguador de acetatos pH 5
gue, como se observa en la tabla 2, presenta un valor de R?2 de 0.9966 y
una sensibilidad de 0.0227 um.
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ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO DEL DPPH*
REDUCIDO EN FUNCION DEL pH

Como anteriormente se vio la molécula de DPPH-H es influenciada por el
pH en el que se encuentre y se denota por los cambios en su espectro
UV-VIS, por lo que se decidié hacer analisis de este comportamiento a

diferentes valores de pH.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para el calculo del pKa de la molécula de DPPH-H se reduce el radical
DPPH* con un exceso de Trolox en una mezcla 50/50 de amortiguador
Britton-Robinson 0.04992 M y etanol. Se hace el experimento obteniendo
los espectros de absorcién de la molécula y variando el pH de 5.000 A
11.057 aumentandolo en 0.2 unidades con una solucién de NaOH.

Después se alimentan los espectros de absorcion al programa
computacional SQUAD en donde se obtiene el valor de pka y las

absortividades de la molécula de DPPH-H.
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RESULTADOS

Para conocer el comportamiento de la especie reducida del DPPH* se
obtuvieron los espectros de absorcion a diferentes valores pH desde un
pH 5.000 hasta un pH de 11.057, en el intervalo de longitudes de onda
de 240 hasta 800 nm en una mezcla de etanol con amortiguador Britton-

Robinson 50:50 (v/v).

En la figura 26 se presentan algunos de los espectros obtenidos y se
observa que a partir de un pH 8 comienza a aparecer una banda en 429

nm la cual a medida que aumenta el pH incrementa su absorbancia.

2.5
pH

—6.034
7.036

—8.021

—9.111
10.085

15

0.5

\

240 320 400 480 560 640 720 800

A/nm

Figura 26. Espectros de absorcién UV-VIS para la molécula DPPH-H 103.2 = 2.8 uM a
diferentes valores de pH en una mezcla 50:50 de etanol con amortiguador Britton-
Robinson 0.04992 M.

0
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Como se observa al menos un punto isosbéstico es indicativo de que
existe al menos un equilibrio acido base del DPPH-H, por lo que se
propone determinar la constante asociada al equilibrio

Para el calculo de los valores de pka que tiene la molécula de DPPH-H se
utilizé el programa computacional SQUAD en el cual se alimentaron los
datos de absorcién en funciéon de la longitud de onda obtenida en los
espectros de absorcion a diferentes pH. Se propone también un modelo
quimico y los valores aproximados de pka para la molécula. En la figura
se grafica la absorbancia seguida a la longitud de onda de 429 nm contra
el pH y en la curva graficada podemos ver dos puntos de equivalencia en
un pH de 8.1 y 10.2 aproximadamente que seran los valores de pka que
se alimentaran en el programa. También nos indica que la molécula de
DPPH-H presenta dos desprotonaciones en vez de una como es propuesto

por Friaa et. al. [37].

14 e®

1.2 - °

A429

04 ‘.o‘

0.2 1 1 1 1 1 1 1
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pH
Figura 23. Grafico de Absorbancia a 429 nm contra el pH.
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Una vez corra SQUAD nos dara como resultado los valores de pka que son
refinados y obtenemos como valor para el primero 8.126+0.007 y para el
segundo 10.356+0.005 También son calculadas las absortividades de la
molécula neutra de DPPH-H que denominaremos H;D y sus especies
anionicas HD- y D?. En la figura se observan los coeficientes de
absortividad para las tres especies.

Para la especie neutra tenemos un solo maximo de absortividad en una
longitud de onda de 324 nm, las especies anidnicas presentan dos
maximos de absortividad en las longitudes de onda de 316 y 428 nm. Sin
embargo, la especie dianidnica tiene valores mas grandes de coeficientes

de absortividad.
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0
300 340 380 420 460 500 540 580 620 660
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Figura 24. Coeficientes de absortividad para la molécula de DPPH-H (H2D) y sus
especies anionicas HD" y D%
Se trazo el diagrama de distribucidn de especies a partir de los valores de
pka encontrados para la molécula de DPPH-H. La especie HD- tiene

predominancia desde un pH de 8 hasta un pH de 10.2.
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Figura 25. Zonas de predominio de la molécula de DPPH-H.

Con los valores de absortividad obtenidos para la especie neutra y
anionicas del DPPH-H se hizo la simulacién de los espectros y se
compararon con los espectros experimentales. En la figura se muestra la
comparacion entre los espectros simulados y los experimentales. Se
puede ver que los espectros a valores d pH 9.111, 10.085y 11.057 son
los que mejor son reproducidos por el calculo de la absorbancia a partir

de la absortividad.
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Figura 26. Espectros para diferentes valores pH del DPPH-H, experimentales en linea
continua y simulados en linea punteada.

De acuerdo a los diagramas de predominio de la molécula de DPPH-H
vemos que a valores de pH mayores a 6 comienza a formarse su especie
desprotonada lo que da lugar a una banda con un maximo de absorbancia
en 418 nm. Que como se vio previamente interfiere con la determinacién
de CAET con DPPH* en pH 7 y 8. Por lo que se debera trabajar para
determinar CAET espectrofotométricamente en valores de pH menores a
6.
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COMPARACION DE LA DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
EQUIVALENTE A TROLOX CON EL RADICAL DPPH* EN ETANOL Y EN MEZCLA
DE ETANOL-AMORTIGUADOR DE ACETATOS.

Ya que se encontré que la mezcla de 50:50 de etanol con amortiguador
de acetatos pH 5 para determinar la capacidad antioxidante equivalente
a Trolox con el radical DPPH* se compara este método con respecto al
tradicional con etanol usando una muestra de acido cafeico y otra de acido

galico.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para construir la curva de calibracidon se tomaron espectros UV-VIS en un
rango de 700 a 280 nm durante 5 minutos de la reaccion entre Trolox y
DPPH* en medio de etanol y en mezcla de etanol y amortiguador de
fosfatos pH 5.

Las curvas se obtienen graficando la absorbancia, cuando han
transcurrido 5 minutos de reaccién, contra la concentracién de Trolox,
que varia de 1 a 50 uM,

La mezcla se preparé en la celda espectrofotométrica afladiendo 100 pL
de DPPH* 0.0020 M para tener una concentracion del radical en celda de
0.0001 M. Para cada medicion en la curva de calibracion se agregan
distintas alicuotas de las soluciones de concentracién 1 mM 6 10 mM de
Trolox, ajustando en todos los casos un volumen final de celda de 2.0 mL
con etanol y solucion acuosa dependiendo de la mezcla a manejar.

Para la medicion de la muestra se sigue el mismo procedimiento, pero
solo con una concentracion de 20 pM de acido cafeico y de 10 uM para el

acido galico.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos para la capacidad antioxidante de cada muestra
se encuentran recopilados en la tabla 3 donde se comparan con valores
encontrados en Ila literatura. Los valores encontrados para las
determinaciones hechas en mezcla son similares a las hechas en etanol
lo que nos indica que la implementacidon de la mezcla no afecta en la
determinacion de CAET de diferentes antioxidantes. El mayor error que
se tiene en comparacion a los valores de la literatura se encuentra para
la muestra de acido galico lo que puede deberse al error de tiempo para
la determinacién de eficiencia antioxidante ya que la muestra requeria

mas tiempo para estabilizarse.

Tabla 3. Resultados obtenidos para la determinacién de capacidad antioxidante para

en un medio etandlico y mezcla 50:50 de etanol y amortiguador de acetatos (5.203 +

0.231) mM a pH 5. Donde n es el nUumero de moléculas de DPPH*® que reaccionan con
un antioxidante.

CAET 1 1 1 [35]
ECso/uM 27.28 25.61 27.01 [38]
Trolox TECso/min 5 5 5-10 [35]
AE 0.007332  0.00781 0.0109 [24]
n 1.95 1.939 2.0 [24]
1.24 + 1.17 +
CAET 018 0.31 1.26 [39]
A ECso 24.15 26.53 17.03 [38]
<. TECso 7 7 5.26 [40]
Caféico
AE 0.006023  0.00538 0.0024 [24]
2.13 + 2.07 +
n 0.38 0.39 2:3 [24]
2.40 + 3.31+
CAET 0.73 0.99 3.00 [39]
ECso 12.08 7.983 7.49 [38]
Ac. Galico TECso 10 10 14.69 [40]
AE 0.008276  0.0126 0.0037 [24]
4.44 + 6.14 +
: 133 1.69 s [24]
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CAPITULO 5
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ESTUDIO ELECTROQUIMICO DEL RADICAL DPPH*
CON UN ELECTRODO DE TRABAJO DE PASTA DE
CARBONO.

El radical DPPH* ha sido poco estudiado electroquimicamente. La primera
referencia que se le hace a en este campo al radical es por Solon en 1963.
El estudié el DPPH* por voltamperometria con un electrodo de disco de
platino rotatorio en acetonitrilo como solvente. Encontraron que el DPPH"*
presenta un pico anddico y otro catddico; y reportan un intercambio de 1
electrén involucrado en la reaccién de oxidacion y otro en la reaccién de
reduccién [41], lo que fue validado por Hall en 1967.[42]

En la figura 27 se muestran las especies propuestas por Solon para la

oxidacién y reducciéon del Trolox.

a)

Qs Qs
N— NO: wfm 1E == ﬁ‘ﬁ‘@’NOz

C} NO @ NO,

2

b) M
O SN S g =@ + 10

Figura 27. Radical DPPH* y la reaccion de a) reduccion y b) oxidacion. [41]

Para estudiar la respuesta electroquimica del DPPH* se realizan pruebas
con un electrodo de pasta de carbono en la mezcla 50:50 (v/v) de etanol

con amortiguador de fosfatos pH 7.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para estudiar el comportamiento electroquimico de la molécula de DPPH"*
en amortiguador de fosfatos a pH 7, se obtienen los voltamperogramas
ciclicos a una velocidad de barrido de 100 mV/s con un electrodo de
trabajo de pasta de carbono, un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M
KCl), y un electrodo auxiliar de platino en espiral medido en un
potenciostato EPSILON/BASI.

También se estudia el comportamiento del radical DPPH* en diferentes
mezclas 50:50 (v/v) de etanol con: amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7

y amortiguador de acetatos 0.5 M pH 5.
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RESULTADOS

En la figura 28 se muestra el voltamperograma del radical DPPH*
comenzando el barrido en 0.5 V yendo hacia reduccién hasta un potencial
de -0.400 V, donde se observa un pico I con un potencial de 0.360 V y
una corriente de -1.436 pA. Después, se cambia de sentido yendo hacia
oxidacién donde se presentan dos picos, el pico II en un potencial de
0.475 V y con una corriente de 1.173 pA y el III en un potencial de 0.783
V y con una corriente de 8.196 PA. En 1 V se regresa en sentido de
reduccion hasta el valor de 0.5 V donde se observa un segundo pico de
reduccion, el IV, en un potencial de 0.670 V y con una corriente de -3.409
MA.

10.00

8.00

6.00

4.00

I/uA

2.00

0.00

-2.00

-4.00 \
-0.40 -0.20 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Figura 28. Voltamperograma ciclico del radical DPPH* 80.062 uM ((=) y el blanco
obtenido (--) en amortiguador de fosfatos 0.1004 M a pH 7 hecho con un electrodo de
trabajo de pasta de carbono y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCl).
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A continuacion, se muestran las reacciones asociadas a las senales en el
proceso que son similares a las obtenidas por Zhuang en un electrodo de

grafito para el DPPH* sélido unido a la superficie con parafina.[43]:

I. DPPH* ?) DPPHH
re

II. DPPHH —— DPPH®
oxd 1

III. DPPH* —— DPPH —0Ox
oxd 2

IV. DPPH — 0Ox —— DPPH®

red 2

En el proceso tiene dos pares redox de los cuales se escoge el primero
que corresponde al pico I y II. Sin embargo, al continuar con el
procedimiento se observo que el DPPH* se adsorbe en la pasta de carbono
lo que impide seguir utilizando el electrodo de pasta de carbono como
electrodo de trabajo y se cambioé por un electrodo de composite de matriz

de grafito-epoxy.
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ESTUDIO ELECTROQUIMICO DEL RADICAL DPPH*
CON UN ELECTRODO DE TRABAJO DE COMPOSITE

Para estudiar la respuesta y comportamiento electroquimico del DPPH* se
realizan pruebas con un electrodo de composite de matriz de grafito-
epoxy en la mezcla 50:50 de etanol con amortiguador de fosfatos pH 7 y
amortiguador de acetatos pH 5. Esto con el fin de establecer los
parametros para estudiar posteriormente la reaccion entre el Trolox y el

radical DPPH*® con voltamperometria diferencial de pulso (VDP).

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para estudiar el comportamiento electroquimico de la molécula de DPPH"*
en mezclas de etanol con amortiguador de fosfatos 0.1004 M a pH 7 y con
amortiguador de acetatos 0.1001 M a pH 5, se obtienen los
voltamperogramas ciclicos a una velocidad de barrido de 100 mV/s con
un electrodo de trabajo de composite con matriz de grafito y resina epoxy,
un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCl), y un electrodo auxiliar
de platino en espiral medido en un potenciostato EPSILON/BASI.

También se estudia el comportamiento del Trolox en una mezcla 50/50
de etanol y amortiguador de fosfatos 0.1004 M por voltamperometria

ciclica con las mismas condiciones electrodos que el DPPH".




AN\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

RESULTADOS EN AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 7.

En la figura 29 se presenta el voltamperograma ciclico del DPPH* en la
mezcla de etanol con amortiguador de fosfatos pH 7. Se inicia en 0 V hacia
valores positivos de potencial donde muestra dos picos de oxidacidon uno
en 0.277 V con corriente de 11.792 YA, y el segundo en 0.827 V con
corriente de 32.758 pA. En un potencial de 1 V se hace el barrido hacia
potenciales negativos hasta 0 V y se presentan un pico en 0.202 V con
corriente de -14.856 YA, y dos hombros uno en un potencial de 0.666 V
y el otro en 0.083 V.

40 -

I/nA

Figura 29. Voltamperograma ciclico del radical DPPH* 80.062 uM (=) y el blanco
obtenido (--) en una solucidn 50:50 de etanol y amortiguador de fosfatos 0.1004 M a
pH 7 hecho con un electrodo de trabajo de composite (matriz de grafito y resina
epoxy) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCI).

En la mezcla de etanol con amortiguador de fosfatos desaparece el

segundo pico de reduccién que ya solo aparece como un hombro, sin
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embargo, la distancia entre picos es mayor por lo que se define mejor
cada uno.

Después se repitid la voltamperometria ciclica del radical pero ahora se
recorta la ventana de potencial de 0 a 0.45 V (figura 30). Se observa el
primer par redox reversible que muestra a un potencial de pico catddico
de 0.213 V con una corriente de -15.537 A, y un pico anddico de 0.292
V con una corriente de 14.316 pA.

Con el electrodo de composite no se mostré la adsorcidon del radical y

permitié que los experimentos tengan reproducibilidad.

20

15

10

E/V

Figura 30. Voltamperograma ciclico del radical DPPH* 80.062 uM (=) y el blanco

obtenido (==) en una solucion 50:50 de etanol y amortiguador de fosfatos 0.1004 M a

pH 7 hecho con un electrodo de trabajo de composite (matriz de grafito y resina

epoxy) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCI).
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Por otra parte, se obtuvo el voltamperograma ciclico de la molécula de
Trolox, y se observa que solo tiene un pico de oxidacion irreversible con

un potencial de pico de 0.271 V y una corriente de 6.051 pA (figura 31).

8,,

E/V

Figura 31. Voltamperograma ciclico del Trolox 86.669 uM (=) y el blanco obtenido
(-==) en una solucion 50:50 de etanol y amortiguador de fosfatos 0.1004 M a pH 7
hecho con un electrodo de trabajo de composite (matriz de grafito y resina epoxy) y
un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCI).
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RESULTADOS EN AMORTIGUADOR DE ACETATOS pH 5

E/V

Figura 32. Voltamperograma ciclico del radical DPPH* 80.062 uM (—) y el blanco
obtenido (--) en una solucidn 50:50 de etanol y amortiguador de acetatos 0.1001 M a
pH 5 hecho con un electrodo de trabajo de composite (matriz de grafito y resina
epoxy) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCI).

Para el voltamperograma ciclico en mezcla de etanol y amortiguador de
acetatos a pH 5 se obtuvo el voltamperograma ciclico (figura 32) iniciando
el barrido en 0 V hacia potenciales positivos donde se tiene un pico de
anddico en un potencial de 0.437 V con una corriente de 20.261 pA. Se
sigue hasta 1 V y ahi se invierte el barrido hacia potenciales negativos
donde se obtiene ahora un pico catddico en un potencial de 0.307 V y una
corriente de -20.951 pA. Se observa que, en este sistema, a diferencia

del voltamperograma obtenido en mezcla de etanol y amortiguador de
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fosfatos, solo aparece un pico de oxidacién y uno de reduccién lo que
puede deberse a que los picos se desplazan a valores mas positivos y
ademas, debido a la electrolisis del agua este segundo pico de oxidacién

y su pico de reduccién no son observables.

30 -

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 045 0.5 0.55 0.6
E/V

Figura 33. Voltamperograma ciclico del radical DPPH* 80.062 uM (=) y el blanco
obtenido (--) en una solucidon 50:50 de etanol y amortiguador de acetatos 0.1001 M a
pH 5 hecho con un electrodo de trabajo de composite (matriz de grafito y resina
epoxy) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCI).

Se repite el voltamperograma ciclico en mezcla de etanol AAc a pH 5
(figura 33) iniciando el barrido en 0 V hacia potenciales positivos donde
se tiene un pico de anddico en un potencial de 0.454 V con una corriente
de 24.097 pA. Se sigue hasta 0.6 V y ahi se invierte el barrido hacia
potenciales negativos donde se obtiene ahora un pico catdédico en un

potencial de 0.297 V y una corriente de -24.872 pA.
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Una vez que se encontraron los potenciales de reduccion y oxidacion del
DPPH* se elige el pico de oxidacidn del radical para seguirlo en el estudio
de la reaccién del DPPH* con el Trolox. Como se observdé en el
voltamperograma ciclico del Trolox, éste reacciona por completo con el
radical DPPH* desapareciendo su pico de oxidacién y no interfiriendo con

el primer pico andédico del DPPH".
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ESTUDIO ELECTROQUIMICO DE LA REACCION
ENTRE TROLOXY EL RADICAL DPPH"

Ya establecidos el potencial de oxidacion del radical DPPH* se estudia por
VDP la reaccién entre el Trolox y el radical DPPH* en una mezcla de
etanol:agua 50:50 a diferentes valores pH. Y posteriormente desarrollar
un método electroquimico para determinar la capacidad antioxidante
equivalente a Trolox.

Esto se hard siguiendo los cambios de la corriente de pico de oxidacion
(ip) del DPPH*, ya que la i, se relaciona directamente con la concentracién
de DPPH* en celda, asi que cuando el radical reacciona con el Trolox el
cambio de la i, se puede relacionar a su vez con la concentracion de Trolox
gue ha reaccionado con el DPPH*. Lo que permitira la construccion de una
curva de calibracion de i, del DPPH*® contra la concentracion de Trolox

anadida en la celda.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para monitorear la reaccion del DPPH* con Trolox se afiaden diferentes
alicuotas de Trolox que van de 5 a 50 uM se obtienen voltamperogramas
diferenciales de pulso de la solucién con el DPPH* una vez que ha
reaccionado con el Trolox (transcurridos 5 minutos) en un intervalo de 0
a 0.450 V. A partir de estos graficos se construyen curvas de calibracién
de la corriente de pico de oxidacion del DPPH* contra la concentracion de
Trolox afadida.

Se utiliza un electrodo de trabajo de composite de matriz de grafito con
resina epoxy, un electrodo de referencia de Ag/AgCl (KCI 3 M) y un
electrodo auxiliar de platino en espiral, midiendo con un potenciostato
EPSILON/BAS.
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RESULTADOS EN AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 7

La voltamperometria diferencial de pulso del radical DPPH* se inicia el
barrido en un potencial de 0 V hasta 0.45 V. El radical presenta un maximo
en un potencial de 0.244 V.

En la figura 34 se observa que existe un desplazamiento hacia potenciales
mas positivos del maximo del pico y la corriente disminuye segun se
aumenta la concentracién de Trolox reaccionando con el radical. Esta
disminucion de corriente es proporcional a la concentracion de Trolox.
Construyendo asi una curva de calibracidon de corriente de pico contra la
concentracion de Trolox, con un coeficiente de correlacion lineal de 0.996
y una sensibilidad de 0.0999 pyAeuM-! (figura 35).
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Trolox/uM
—0.000

--5.264
10.068
14.850
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-+ 25.216
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Figura 34. Voltamperogramas diferenciales de pulso del radical DPPH* 100.208 uM (—)
y con diferentes adiciones de Trolox en una solucién 50:50 de etanol y amortiguador
de fosfatos 0.1004 M a pH 7; hecho con un electrodo de trabajo de composite (matriz

de grafito y resina epoxy) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCl).

La linealidad de la curva de la figura 28 se conserva hasta una

concentracion de 35 puM de Trolox. En la literatura se reporta una
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estequiometria de dos moléculas de DPPH* por una de Trolox en etanol,

sin embargo, con este método cambia esta razon.

=-0.0999[Trolox] + 21.939puA/uM
R2=0.996

2 | 1o
21

20 -

I/nA

18 —

17 1 1 1 1 1 1 1 1

[Trolox]/uM

Figura 35. Grafico de Corriente de pico obtenida de voltamperometria diferencial de
pulso contra la concentracion de Trolox afiadida en amortiguador de fosfatos pH 7 y
etanol 50:50 (v/v).
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RESULTADOS EN AMORTIGUADOR DE ACETATOS pH 5

Para VDP del radical DPPH* en mezcla 50:50 de etanol y amortiguador de
acetatos pH 5 se inicia el barrido en 0.1 V hacia potenciales positivos
donde se obtiene un pico de oxidaciéon en 0.268 V. A medida que se
afaden alicuotas de Trolox y éste reacciona con el radical la corriente
disminuye y los potenciales de pico se desplazan hacia valores mas
positivos como se observa en la figura 36. Desplazando el maximo de 368
hasta 372 mV.

Vemos que existe un desplazamiento hacia potenciales mas positivos del
maximo del pico y la corriente disminuye segln se aumente la
concentracion de Trolox reaccionando con el radical. Esta disminucién de

corriente es proporcional a la concentracion de Trolox.
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Figura 36. Voltamperogramas diferencial de pulso del radical DPPH* 100.208 pM (=)
con diferentes adiciones de Trolox en una solucion 50:50 de etanol y amortiguador de
acetatos 0.1001 M a pH 5; hecho con un electrodo de trabajo de composite
(matriz de grafito y resina epoxy) y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3 M KCl).
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Siguiendo la corriente de pico de los voltamperogramas obtenidos se
construye una curva de corriente contra la concentracion de Trolox
anadida a la celda (figura 37). Lo que nos da un valor de R2 de 0.9916 y
una sensibilidad de 0.2317 pAeuM-1,

44

42 I, = -0.2317[Trolox] + 42.302pA/puM

R?=0.9916
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Figura 37. Grafico de Corriente de pico obtenida de voltamperometria diferencial de
pulso contra la concentracion de Trolox anadida en amortiguador de acetatos pH 5 y
etanol 50:50.

De ambos sistemas, el que presentd una mejor sensibilidad y respuesta lineal en la
curva de calibracion fue el que se estudio en la mezcla de etanol y amortiguador de
acetatos 50:50 por lo que se propone para determinar CAET en muestras

antioxidantes.




AN\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

CAPITULO 6




AN\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

CONCLUSIONES GENERALES

Como conclusiones se puede decir que en el DPPH* es estable en las
mezclas de etanol-solucién acuosa en los porcentajes del 90 al 40 % de
contenido de volumen de etanol, ya sea con solucién amortiguadora de
fosfatos a pH 7 o solucién amortiguadora de acetatos a pH 5.

Para la evaluaciéon de la reaccién de Trolox con DPPH* se observa que en
presencia de los amortiguadores de Fosfatos y Tris a pH 7 y 8
respectivamente, la reaccién es desfavorecida al degradarse con mayor
rapidez el DPPH* cambiando la estequiometria 2:1 de la reaccion DPPH*y
Trolox. Ademas, en estos medios aparece una banda de absorcion a 418
nm para el amortiguador de fosfatos y otra en 408 nm con el
amortiguador Tris, bandas que son atribuidas a la desprotonacion de la
especie reducida del radical DPPH-H.

En las mezclas con el amortiguador de acetatos a pH 5 tiene un
comportamiento similar a cuando la reaccién se lleva en medio etandlico.
La mezcla 50:50 (v/v) resulta hasta el momento la mas favorable para la
reaccion de Trolox con DPPH* al tener la mejor pendiente y una correlacion

mayor a 0.99 y no presentar la banda interferente a 408 nm.

El DPPH* presenta respuesta electroquimica en los sistemas estudiados
con las mezclas de etanol con amortiguador de fosfatos o amortiguador
de acetatos con el elecrodo de composite. En AF presenta dos sefnales de
oxidacién y dos sefnales de reduccidn.

A diferencia de con AAc que solo presenta una sefial en oxidacién y otra
en reduccion, lo que puede deberse a que los picos se desplazan a valores
mas positivos y debido a la electrolisis del agua este segundo pico de

oxidacidén y su pico de reduccidon no son observables. Por lo tanto el primer
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par redox presenta mayor reproducibilidad por lo que se elige la senal
anddica para realizar el estudio de DPPH* y Trolox con VDP.

En el estudio de la reaccién de DPPH* y Trolox en etanol con amortiguador
de acetatos se tiene una mayor sensibilidad al comprar la curva de
calibracién con la obtenida para la mezcla con fosfatos. Para ambos la
linealidad se conserva hasta una concentracion de 35 pM de Trolox.

El método de VDP es viable para detectar los cabios de la corriente del
DPPH* cuando reacciona con el Trolox. Ya que se encontré una buena
respuesta lineal y sensibilidad al seguir la reaccion del DPPH* y Trolox
electroquimicamente. Lo cual nos permite proponerlo como un buen
método para la determinacién de actividad antioxidante con el radical
DPPH* Ademas al realizarlo en una mezcla de etanol-solucion acuosa se
puede controlar de mejor forma las condiciones experimentales y a
diferencia del método espectroscdpico se evitaran interferencias causadas
por soluciones coloridas que puedan llevar a datos erréneos.

Como perspectivas a futuro se propone hacer pruebas a diferentes
antioxidantes y comparar los resultados obtenidos con distintos métodos

para determinar capacidad antioxidante.
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ANEXO 1: EQUIPO Y REACTIVOS

REACTIVOS Y SOLUCIONES

El DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), el Trolox 97% (Acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilchromanol-2-carboxilico) y etanol Chromasolv fueron
obtenidos de SIGMA-ALDRICH. El Hidroxido de Potasio 85% se obtuvo por
Merck. El Fosfato de Potasio monobdsico (KH2P0O4), el Acetato de Sodio
(CH3COONae3H;0), el acido clorhidrico 36.5% (HCI), el acido fosférico
85.2% (H3PO4), el acido galico 98% (CsHeOs) y el acido cafeico 95%
(CoHgO4) se obtuvieron por Baker Analyzed y el acido acético glacial
(CH3COOH) 99.7% por Laboratorios Laitz, S.A. de C.V. El Tris-
(hydroxymetil)-aminometano 99.8% fue adquirido por FLUKA. El
Hidréxido de Sodio (NaOH) se obtuvo por MACRON.

Todos los reactivos usados son grado analitico y se usé agua desionizada
(18 MQ cm) para todas las disoluciones.

Se prepararon soluciones de DPPH® 2 x 103 M, y de Trolox 1 x 103 M
disolviendo cada compuesto en etanol. Ambas disoluciones se mantenian
en hielo, protegidas de la luz y eran usadas el mismo dia de su
preparacion.

La solucién amortiguadora de fosfatos (2.012 + 0.016) x 103 M se
preparo disolviendo KH2PO4 en agua y el pH 7.0 se ajustd con una solucion
(0.11145 £ 0.0005) M de KOH.

La solucion amortiguadora de acetatos (5.203 = 0.231) x 103 M se
preparé disolviendo acetato de sodio y acido acético glacial en agua. El
pH 5.0 se ajusté con NaOH (0.1025 + 0.0004) M.
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La solucién amortiguadora de Tris (5.053 + 0.020) x 103 M se prepard
disolviendo Tris(hydroxymetil)aminometano en agua. El pH 8.0 se ajusto
con acido clorhidrico (0.1053 + 0.0008) M.

La solucién amortiguadora Britton-Robinson 0.09985 M se prepard
disolviendo acido acético, acido fosforico y acido bdérico en agua. Se ajustd
a pH 4 con NaOH (0.1025 £ 0.0004) M.

Todas las soluciones fueron burbujeadas con nitrogeno por 30 minutos.

EQUIPOS DE TRABAJO

Se usod un espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer Lambda 20. El pH de
las disoluciones se ajusté empleando un pH-metro Mettler Toledo MP230.
Todos los experimentos electroquimicos se hicieron en un potenciostato
EPSILON-BASI en una celda electroquimica estandar de tres electrodos
con capacidad de 10 mL. Se utiliza un electrodo auxiliar de alambre de
platino, un electrodo de referencia de Ag/AgCl (3M KCI), y un electrodo
de pasta de carbono o un electrodo de composite como electrodos de
trabajo.

La temperatura de trabajo se ajustdé por medio de un bafio termostatado
en 15 °C.
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ANEXO 2: TECNICA DE VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL
DE PULSO

En esta técnica se realiza un barrido de potencial, en cada paso de
potencial dado se aplica un pulso, con una amplitud definida, en el que se
mide la corriente antes de ser aplicado y después del mismo. La corriente
se resta y el grafico de la diferencia da como resultado una curva bien
definida.

Este método mejora el limite de deteccién. Ya que la amplitud de
modulacién aplicada es constante, la corriente capacitiva contribuida se
vera reflejada en una linea base constante. Ademas, las especies
reducidas u oxidadas apareceran en picos muy definidos.

Se pueden alcanzar limites de deteccién de hasta 108 M, se debe tener
cuidado ya que con esto aumenta la posibilidad de encontrarse con un
fendmeno irreversible. Lo segundo puede detectarse por un cambio en el
pico hacia potenciales mas negativos (reduccién) o mas positivos
(oxidacién), ademas de una reduccion en el pico con una modulacién del

tiempo decreciente.

E Tiempo base de
medicion
Tiempo de
intervalo
o . Potencial
final
A
A
Paso de potencial Amplitud de
~ modulacién
Potencial
inicial
e e t
Tiempo de ' Tiempo de

modulacién It
medicién del

pulso
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