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RESUMEN

En este trabajo se estudia el efecto director que producen los
sustituyentes -COOH y —OH del anillo aromatico de los acidos o-, m-y
p-HB en la reaccion de oxidacion radiolitica por el radical *OH. Los
productos radioliticos obtenidos en la radiolisis de soluciones acuosas
diluidas, de los acidos con KzFe(CN)s como oxidante y saturadas con
NoO se identificaron, separaron y cuantificaron, mediante EC y CLAR.
Se encontro que el sustituyente —OH controla la adicion del radical *OH
y el sustituyente -COOH solo refuerza las posiciones 3 y 5 de los acidos
orto y para-HB, por lo que los principales productos radioliticos
obtenidos son resultado de la adicion del radical *OH a posiciones ricas
en poblacion electronica.

Los rendimientos radioquimicos expresados como valores G, que se
obtuvieron para los productos radioliticos se presentan en la siguiente

tabla.

Rendimiento Radioquimico
Acido Producto valor G
CLAR EC
2,3-HB 1.46 1.52
2,4-HB 0.069 0.064
o-HB 2,5-HB 0.97 0.94
2,6-HB 0.004 0
Catecol 0.69 0.64
2,3-HB 1.41 1.46
3,4-HB 1.65 1.66
m-HB
2,5-HB 1.44 1.45
3,5-HB 0.15 0.16
2,4-HB 0.09 0.09
p-HB 3,4-HB 1.82 1.82
Hidroquinona 0.97 1.01




I INTRODUCCION

1 Generalidades
1.1 Propiedades de los acidos

1.1.1 Acido orto-hidroxibenzoico (0o-HB) 6 2-hidroxibenzoico, también

conocido como acido salicilico

Estructura:
COOH

OH

Peso Molecular: 138.12 g/mol
Punto de fusion: 157-159 °C
Sublimacion: 70 °C

Punto de ebullicion: 211 °C

Solubilidad 1 g: soluble en 460 mL de agua 6 15 mL de agua caliente,
en 2.7 mL de alcohol, 42 mL de cloroformo y 135 mL de benceno.

Un polvo cristalino del acido o-HB se obtiene de la corteza del sauce
blanco y de las hojas de gaulteria, ademas es preparado sintéticamente.
Este acido tiene propiedades bacteriostaticas, fungicidas vy
queratoliticas, también es irritante para los ojos, el sistema respiratorio

y la piel (1,2).



1.1.2 Acido meta-hidroxibenzoico (m-HB) 6 3-hidroxibenzoico, también

conocido como acido m-salicilico

Estructura:

COOH

OH

Peso Molecular: 138.12 g/mol

Punto de fusion: 198-200 °C

Punto de ebullicion: 346.1+£25 °C

Solubilidad: Muy soluble a pH 7-10 y ligeramente soluble a pH 4 (1,2)

1.1.3 Acido para-hidroxibenzoico (p-HB) 6 4-hidroxibenzoico, también

conocido como acido p-salicilico

Estructura:

oH
Formula: C7HegO3

Peso Molecular: 138.12 g/mol
Punto de fusion: 213-214 °C
Solubilidad: soluble en 125 partes de agua, soluble en alcohol éter y

acetona, ligeramente soluble en cloroformo, (1,2).




De los tres hidroxiacidos el mas estudiado ha sido el o-hidroxibenzoico,
ya que por sus propiedades farmacologicas, es empleado en numerosos
productos farmacéuticos y cosméticos. Ademas de ser el producto de
hidrolisis del acido acetilsalicilico (aspirina). Dadas sus aplicaciones se
han desarrollado métodos que permiten su deteccion y cuantificacion
en fluidos biologicos, con el empleo de la cromatografia de liquidos de
alta resolucion, cromatografia de gases (3) y espectrometria de masas
(4). Métodos fluorométricos se han desarrollado para la cuantificacion
del acido o-HB en el analisis de medicamentos (5, 6) y de
quimioluminicencia para su determinacion en muestras de agua (7). El
acido p-HB se ha llegado a determinar como impureza en productos que
contienen acido o-HB como principio activo (8) y del acido m-HB se

tiene poca informacion.

1.2 Definiciones y Unidades

1.2.1 La radiacion ionizante es la energia electromagnética de longitud

de onda corta, que proviene de las transiciones nucleares como en el
caso de la radiacion gamma y también la radiacion proveniente de
particulas cargadas aceleradas, como (electrones, protones, deuterones,

etc.) (9, 10).

1.2.2 La Quimica de Radiaciones estudia los cambios quimicos

inducidos por la radiacion ionizante en la materia.

1.2.3 Radidlisis es el rompimiento de las moléculas, las cuales
producen intermediarios muy reactivos que incluyen iones, moléculas
excitadas y radicales libres los cuales reaccionan dando productos

radioliticos estables (11).

La radiolisis se realiza en las siguientes tres etapas:
En la primera etapa denominada fisica es donde la radiacion ionizante
interacciona con la materia, en un tiempo de 10-17-10-12 s produciendo

ionizacion y excitacion de las moléculas.




La segunda etapa (fisico-quimica) se realiza en un tiempo de 10-12 a 10-8
s, en este tiempo las moléculas excitadas pierden su energia por
rompimiento dando origen a iones y radicales libres (12, 13).

Una tercera, etapa quimica, es donde las especies reaccionan para

formar productos estables.

1.2.4 Rendimiento Radioquimico también conocido como valor G, que

es el numero de especies (moléculas, iones o radicales libres)

transformadas por cada 100 eV de energia absorbida (10, 14).

_ Numero de especies transformadas
Dosis Absorbida

G %100

1.2.5 Gray. La cantidad de energia (Joule), que un material absorbe por

unidad de masa, J/kg se llama dosis y su unidad es el Gray (Gy).

1Gy corresponde a 100 rad, que es la unidad ya en desuso, equivale a
6.241x1015 eV/g. La dosis cuantificada por unidad de tiempo, es

llamada razon o tasa de dosis (Gy/min) (14, 15).

1.3 Dosimetria

La dosimetria es la medida de un cambio fisico o quimico, producido en
un sistema por el paso de la radiacion ionizante a través de éste y es
dependiente de la cantidad de energia absorbida (9).
La dosimetria puede ser:

e Fisica (dosimetros absolutos o primarios)

¢ Quimica (dosimetros secundarios)




En la dosimetria Fisica, se realiza mediante mediciones directas que
pueden ser por:

Calorimetria, que mide la energia proveniente de la radiacion
absorbida por un cuerpo que cambia su temperatura o con camara
de ionizacion, que mide la ionizacion producida en un gas como

efecto de la absorcion de la energia de la radiacion.

En la dosimetria Quimica, se determina la dosis de radiacion por el

cambio quimico producido en un sustrato estable. El calculo de la dosis
requiere del conocimiento del rendimiento radioquimico (valor G) del

producto estimado en la reaccion (13,16).

Un dosimetro de los mas empleados, es la solucion de Fricke en el cual
la reaccion fundamental es la oxidacion de una solucion acida de
sulfato ferroso a la sal férrica en presencia de oxigeno y bajo la
influencia de la radiaciéon ionizante. Este puede ser modificado
adicionado sulfato cuprico a la solucién con un pH de 2, de esta forma
el intervalo de dosis es de 1 a 100 kGy. El G(Fe3*) cae de 15.6 para el
dosimetro Fricke a 0.66 para el dosimetro de Fe2*-Cu2*. El oxigeno no se
consume, asi que la concentracion de éste puede ser alta. Las
reacciones representativas son las siguientes:
Fe2t+°OH —» Fe3*+ OH
‘H+ O, —» "HO:

Cu2*+°'Ho6 € —» Cu*+H*
Cu?*+°‘HO, —» Cu*+H*+ 02
Fes*+ Cut —»  Fe2*+ Cu?*
Fe2*+ Ho O, —»  Fe3+*+ OH- + ‘OH
La dosis de irradiacion se calcula con la siguiente ecuacion:

_ NA(D.O.JL00
£10°G(Fe™®)fpl




Donde:

N= numero de Avogadro 6.023 x 1023 moléculas/mol
A(D.O.) = cambio de densidad optica (adimensional)

e= coeficiente de absortividad 2167 L/mol'-cm

p= densidad de la solucion 1.024 g/cm3

G (Fe*3)= rendimiento radioquimico 0.66 moléculas/100 eV
f = factor de conversion de eV a Gy 6.242x1015 eV/g'Gy

1= longitud de la celda de cuarzo 1 cm

Substituyendo los valores en la ecuacion se reduce a una constante que

multiplica a el cambio de la densidad optica

~ 6.023X10%A(D.0.)100
(2167X10°)(0.66)(6.242X10™)(L.001)(1)

D= 6740 x A(D.O.) = Gy

A(D.O.) varia para este caso segun el tiempo de irradiacion del
dosimetro; frecuentemente se irradia éste a diferentes tiempos y la

razon de dosis se indica en funcion del tiempo (minutos, horas, etc.).

1.4 Radiolisis del agua

El agua por ser un liquido altamente polar y el disolvente universal
juega un papel importante en los sistemas de Quimica de Radiaciones.

Cuando se trabaja con disoluciones acuosas diluidas, el efecto de la
radiacion ionizante es principalmente en la molécula del disolvente y la
reaccion con los solutos corresponde a un ataque secundario de los

productos de la descomposicion del agua.

La siguiente reaccion generaliza los productos principales en la

radiolisis del agua (9, 16,17,18).

HO ., °H +°OH + e, + Hz+ H2O2 + H3O*




El paso de la radiacion ionizante a través del agua inicialmente se

representa en la siguiente reaccion.

H-O N e + H,O* + H,O"

Seguido de los electrones que se termalizan y se solvatan.

e +nH>O > e

ac

El agua ionizada puede disociarse o reaccionar con otra molécula de

agua produciendo iones hidréogeno o hidronio y radical hidroxilo.
HO* —» g+ + *OH

H>O*+ HoO —% H30* + °OH

Las moléculas de agua excitadas se disocian de forma homolitica o

heteroliticamente produciendo radicales libres y iones.
HO* — » °H + ‘OH

H20" e + HyO*

Una vez formados los radicales pueden reaccionar entre ellos dando

nuevos radicales y productos moleculares.
‘H+°OH —» H20
‘H+°H —> H

‘OH + *OH »  H,0,

Los valores del redimiento radioquimico, (valor G) de las especies

primarias de la radiolisis del agua se presentan en la tabla 1.1 (9,10):



Tabla 1.1 Rendimientos radioquimicos de las especies primarias del

agua

Especie ‘OH ‘H € H,0, H,

ValorG | 2.7 | 0.6 @ 2.7 0.7 0.4

1.5 Radiolisis de compuestos organicos aromaticos relacionados con
este estudio

1.5.1 Generalidades

En general, los procesos quimicos que son causados por un tratamiento
radiolitico en la materia, conducen a la formacion de radicales libres
con gran reactividad quimica los cuales atacan a las moléculas
causando reacciones de oxidacion y reduccion.

La radidlisis de soluciones acuosas ha sido tema de numerosos estudios
(19, 20, 21, 22, 23), en particular trataremos los radicales ‘OH (que
provienen de la radidlisis del agua) que reaccionan principalmente como

se indica abajo:

a) Transferencia electronica
Los radicales *OH actian como aceptores de electrones en estas
reacciones siendo ésta la forma principal de interaccion con los cationes

y aniones inorganicos (24, 25).

La forma general de estas reacciones es:
"OH+S" —®» OH + s™
En el esquema de reaccion anterior, el efecto de la transferencia

electronica al radical *OH es de aumentar en +1 la carga de la especie

quimica.




Una reaccion tipica de transferencia electronica es la que ocurre en el

dosimetro de Fricke.

Fe*2+°0H —® Fe™ + OH

b) Abstraccion de H-

El radical *OH es un radical de alta energia que puede abstraer atomos
de H de una variedad de sustancias organicas (26, 27), dando como
producto un radical con estructura basica del compuesto original.

El esquema de reaccion es el siguiente:

'OH+R-H —» HO+ ‘R

Y un ejemplo es la reaccion con metanol:

*OH + CH3;OH » H,0+ *CH,OH

El radical organico ‘R suele reaccionar posteriormente con Oz 6
dimerizarse de tal forma que se obtienen dimeros y peroxidos del radical

organico, como productos (28).

Una caracteristica importante del radical *OH en este tipo de reacciones

es que no es selectivo y es altamente reactivo (24).

c) Adicion

Esta reaccion se lleva a cabo principalmente con compuestos
aromaticos (Ar) produciendo los radicales hidroxiciclohexadienilos como
una especie intermediaria (19, 29), que en presencia de un oxidante

(0x), es oxidada a su correspondiente fenol.
‘OH +Ar ——» ‘ArOH

‘ArOH +ox —» ArOH




Por otro lado, para aumentar la formacion de radicales *OH, (29, 30)
(valor G 2.7 en la radiodlisis de agua pura) se han realizado estudios con
la adicion de oxido nitroso a la solucion acuosa, lo que involucra la
conversion de €, (provenientes de la radidlisis del agua con un valor G

de 2.7) a radicales *OH mediante las siguientes reacciones (56):
€x +N2O —» No+°O-
‘O0+HO0 —® °OH-+°OH

La determinacion de los productos obtenidos, de la reaccion del radical
‘OH con compuestos aromaticos que tienen diferentes sustituyentes,

permite conocer los efectos de estos sustituyentes sobre la reaccion.

1.5.2 Radiélisis del benceno

En la radidlisis de soluciones acuosas saturadas con benceno y N2O
adicionadas con ferricianuro (Fe(CN)e3*) como oxidante, se forma el fenol
como principal producto radiolitico con un valor G de 6.0 moléculas por

cada 100 eV de energia absorbida (19, 31).
OH

H,0, N0, Fe(CN)s**
AN

Benceno Fenol

La formacion del fenol se debe a la oxidacion de los radicales
hidroxiciclohexadienilo (producto intermediario) los cuales son
producidos inicialmente por la adicion de los radicales *OH al benceno

(19, 23, 31).
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OH
H OH
H-20 Fed+
—A_, +'OH ___, -

hidroxiciclohexadienilo

Si la radiolisis de soluciones acuosas de benceno se lleva a cabo en
ausencia de un oxidante y de oxigeno, ademas del fenol como producto

de la radidlisis se obtiene también el bifenilo.

O~0-O0

Bifenilo

Como ya se menciond, en presencia de Fe3* los radicales son oxidados,
el fenilciclohexadienilo es oxidado a bifenilo y el hidroxiciclohexadienilo

a fenol respectivamente (32).

H CeHs

Fenilciclohexadienilo

Ademas de fenol y bifenilo, otros compuestos como el f-
hidroximucondialdehido, diciclohexadienos, fenil-2,5-ciclohexadieno y
fenil-2,4-ciclohexadieno, se han identificado como productos radioliticos

en estudios de la radidlisis acuosa de soluciones de benceno (32).
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1.5.3 Radiodlisis del fenol

El estudio de la radidlisis de soluciones acuosas de compuestos
aromaticos, permite conocer el control que tienen los diferentes

sustituyentes, en los rendimientos radioquimicos principales.

Albarran y Schuler (20), en un estudio de radidlisis de soluciones
acuosas de fenol conteniendo ferricianuro, han demostrado que se
obtienen como productos radioliticos primarios, catecol, resorcinol e
hidroquinona, resultado de la adicién del radical ‘OH a las posiciones
orto, meta y para al radical OH del fenol, con un rendimiento
radioquimico de 1.48, 0.24 y 2.01 moléculas por cada 100 eV de energia
absorbida, respectivamente. Como producto radiolitico secundario se

identifico a la hidroxihidroquinona.

OH
OH OH OH
OH
H,0, N,O, Fe(CN)¢**
A, + +
OH
OH

Fenol Catecol )
Resorcinol

Hidroquinona

Por el caracter electrofilico del radical *OH se espera que las adiciones
se realicen preferentemente en las posiciones del anillo aromatico mas

ricas en electrones (29).

Con este estudio se tiene la evidencia del exceso de carga negativa en
las posiciones orto y para del fenol y la evidente deficiencia de esta
carga en la posicion meta.

En la obtencion de los productos radioliticos de soluciones acuosas de
fenol, se ven involucrados productos intermediarios como el

dihidroxiciclohexadienilo (29, 33).
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OH

H

dihidroxiciclohexadienilo

Las adiciones mas favorecidas a las posiciones orto y para, se deben a
la afinidad electronica que posee el radical ‘OH y a la propiedad

orientadora del sustituyente OH del fenol (20).

Estos estudios de la radidlisis de soluciones acuosas de compuestos
aromaticos, han permitido obtener mayor informacion, del mecanismo

de reaccion del radical *OH.

1.5.4 Radidlisis del Acido Benzoico

El estudio de las reacciones del radical *OH con compuestos aromaticos
que tienen diferentes sustituyentes, permite conocer los efectos que
éstos producen en la distribucion de la carga electronica dentro del

anillo aromatico (19).

Klein y Bhatia (34) estudiaron la radidlisis de soluciones acuosas de
acido benzoico saturadas con N2O y adicionadas con ferricianuro, en la
cual obtuvieron como productos radioliticos primarios a los acidos
orto-hidroxibenzoico (0-HB), meta-hidroxibenzoico (m-HB) y para-
hidroxibenzoico (p-HB) con un rendimiento de 1.7, 2.3 y 1.2

respectivamente.
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COOH

COOH COOH COOH
H
H,0, N,O, Fe(CN)¢**
rPA + +
OH
OH

Acido o-HB Acido m-HB .
Acido p-HB

Estos productos se obtienen por la adicion del radical *OH a una especie
intermediaria que es el radical carboxihidroxiciclohexadienilo, el cual es

oxidado al correspondiente acido hidroxibenzoico.

OOH

OH

Carboxihidroxiciclohexadienilo

En la radiolisis del acido benzoico se obtiene fenol como producto
radiolitico primario y para explicar su formacion se han propuesto los

siguientes mecanismos:

1) La oxidacion del benzoato por el radical
‘'OH+C¢HsCOO™ ——=> OH + C¢HsCOO®
CeHsCOO* — > °*C¢H5+CO,

‘CéHs + OH* —>  CgHsOH

2)La adicion del *OH en la posicion ipso del acido benzoico

OH
COOH
HO COOH
0X
+CO; +H'
+OH —> —> 2
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3) La descarboxilacion del acido benzoico (35).

COOH COO’

1.5.5 Radiodlisis del acido o-hidroxibenzoico

Albarran y Schuler (21) estudiaron la radidlisis de soluciones acuosas
del acido o-hidroxibenzoico, saturadas con N2O y adicionadas con
ferricianuro, en la cual observaron la formaciéon de los acidos 2,3-
dihidroxibenzoico (2,3-DHB), 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHB), 2,5-
dihidroxibenzoico (2,5-DHB), 2,6-dihidroxibenzoico (2,6-DHB) y el

catecol como productos radioliticos primarios.

Obteniendo un rendimiento radioquimico de 1.46 y 1.49 para el acido
2,3-DHB cuantificado por CLAR y EC respectivamente, y de 0.090 en
CLAR y 0.084 en EC para el acido 2,4-DHB. En el caso del acido 2,5-
DHB, el rendimiento en CLAR fue de 1.29 y 0.96 en EC. Para el catecol
0.53 en CLAR y 0.51 en EC.
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El acido 2,3-DHB y el 2,5-DHB se forman con el mayor rendimiento
radioquimico debido a la adicion del radical *OH a las posiciones orto y
para al sustituyente OH en el acido o-HB. La principal adicion, se
realiza en la posicion orto debido a la propiedad electrofilica del radical
*‘OH ya que la poblacion electronica en esta posicion es mayor.

La descarboxilacion del acido o-HB se forma con un rendimiento
radioquimico menor a los acidos mencionados anteriormente con lo

cual se obtiene el catecol.

Los acidos 2,4-DHB y 2,6-DHB se forman en menor proporcion ya que

el grupo carboxi contribuye en menor proporcion a dirigir las adiciones.

COOH
COOH COOH COOH
H
H,0, N,O, Fe(CN)s** OH OH OH
. + +
OH HO™
Acido 2-HB Acido 2,3-DHB OH Acido 2,5-DHB
Acido 2,4-DHB
COOH OH
HO OH OH
+
Acido 2,6-DHB
Catecol

Todos estos estudios referentes a la adicion del radical "OH a diferentes
compuestos aromaticos, han permitido predecir los productos
esperados en la radiodlisis de los acidos m- y p-hidroxibenzoicos y
comparar los productos obtenidos en la radiolisis del acido o-

hidroxibenzoico.
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1.6 Electroforesis Capilar

La electroforesis capilar (EC) es una técnica que emplea capilares con
diametro interno de 50-200 um, para realizar separaciones con alta
eficiencia de moléculas de cualquier tamano, estas separaciones son

favorecidas por el empleo de altos voltajes (36).
Los instrumentos de EC son relativamente simples, requieren de un

capilar con una ventana Optica, un control de alto voltaje, dos

electrodos, dos recipientes de solucion amortiguadora y un detector,

Figura 1.1 (37).
Capilar /Direccién de fluja

Detector

@ | Compartimiento | @
L termmostatizado LI
Solucidn Solucidn
arnortipuadora atmortiguadora

Fuente de alimentacidn
variabhle 0KV

I:IOI:I

Figura 1.1. Esquema de los componentes esenciales en electroforesis
capilar.

La terminologia en electroforesis capilar presenta diferencias
significativas con la terminologia empleada en cromatografia, en EC no
existe un tiempo de retencion, bajo condiciones ideales nada es
retenido, por lo cual a este tiempo se le llama tiempo de migracion (tm),
que es el tiempo que le toma a un soluto moverse desde que entra al

capilar hasta que pasa por la ventana del detector (38, 39).
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Otros términos fundamentales son la movilidad electroforética per
(cmZ2/Vs), la velocidad electroforética o de migracion ver (cm/s) y la
fuerza del campo eléctrico E (V/cm).

Con la relacion entre estos factores se obtiene:

Vi_ I‘d/tm

/Llef: E _V/Lt

Donde:

L4 = longitud de la columna desde el punto de la inyeccion al detector
L: = longitud total de la columna de un extremo a otro

V = voltaje aplicado entre los dos extremos

tm = tiempo de migracion

1.6.1 Electroosmosis

Uno de los procesos fundamentales que maneja la EC es la
electroosmosis, fenémeno que es consecuencia de la carga de la
superficie de la pared capilar, por tener grupos silanoles que se ionizan
al contacto con la solucion amortiguadora (Figura 1.2). Una capa movil
fuertemente adsorbida de cationes adyacente a la superficie negativa
neutraliza parcialmente la carga negativa. El resto de carga negativa se
neutraliza por un exceso de cationes solvatados por la solucion
amortiguadora en la parte difusa de la doble capa de la disolucion

proxima a la nared (37. 40).

|

— — =~ Interior de la disalucidn
Fr—» > — E— .
@ B &> &> @
) H—e O Dy H— O—> D—> - Parte difusa
ANODOD «—& @—» —O B 0 B CATODOD

2 Ocaeo % 9¥eatm %9

+ Silice fundida

Figura 1.2 Electroosmosis
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En un campo eléctrico, los cationes son atraidos por el catodo y los
aniones por el anodo. El exceso de cationes en la parte difusa de la
doble capa confiere un momento neto hacia el catodo. Esta accion de
bombeo, llamada electro6smosis, es impulsada por los cationes
solvatados que se encuentran en una franja cerca de las paredes y crea
una especie de frente uniforme de flujo electroosmotico (FEO) de toda la

disolucion hacia el catodo (Figura 1.3) (37, 41).

@ = O

ANDDO | | CATODO

Figura 1.3 Fluyjo electroosmotico.

El flujo electroosmotico es definido por:

Vo = Z;’; E
Donde:

e= constante dieléctrica

n = viscosidad de la solucion amortiguadora

¢ = potencial Z

Con el FEO es posible el analisis simultaneo de cationes, aniones y
especies neutras; a pH neutro o alcalino, el FEO es mucho mayor que la
migracion electroforética, todas las especies son acarreadas hacia el
catodo, el orden de migracion son cationes, compuestos neutros y
aniones.

El flujo electroosmotico uniforme contribuye a la gran resolucion de la

electroforesis capilar (41).
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1.6.2 Modos de electroforesis capilar usados

En la EC se llevan a cabo diferentes mecanismos de separacion de los

cuales se mencionan los siguientes:

a) Electroforesis capilar de zona

De la EC la electroforesis capilar de zona (ECZ) es la forma mas simple.
El mecanismo de separacion esta basado en las diferencias de la
relacion carga-masa. Si la pared del capilar es negativa, el flujo

electroosmotico se dirige al catodo.

Lo fundamental en la ECZ son la homogeneidad de la solucion

amortiguadora y la intensidad del campo a través del capilar.

En seguida de la inyeccion y aplicacion del voltaje los componentes de

una mezcla son separados dentro de zonas discretas (Figura 1.4) (37,

41, 42).

Figura 1.4 Electroforesis capilar de zona

Moléculas pequenas y grandes pueden ser separadas con ECZ.

b)Cromatografia micelar electrocinética (CMEC)

Esta técnica separa moléculas neutras. En este caso se encuentra
presente un surfactante por encima de su concentracion micelar critica,
formando micelas cargadas. Como se ve en la Figura 1.5, el flujo

electroosmostico se dirige al catodo. La migracion electroforética de las
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micelas cargadas negativamente es hacia la izquierda, pero el
movimiento neto se dirige a la derecha porque domina el flujo

electroosmostico (38, 43).

En ausencia de micelas todas las moléculas neutras llegarian al
detector en un tiempo to. Las micelas con la muestra llegan al detector
al cabo de tme, que es mayor que to porque las micelas migran
contracorriente. Si una molécula neutra alcanza el equilibrio entre la
disolucion libre y el interior de las micelas, su tiempo de migracion
aumenta, porque migra en parte a la velocidad menor que tiene la
micela. En este caso las moléculas neutras llegan al detector en un
tiempo entre to y tme. Cuanto mas tiempo pasa la molécula dentro de la
micela, mayor es su tiempo de migracion. Los tiempos de migracion de
los cationes y de los aniones también estan afectados por las micelas,
debido a la distribucion de los iones entre la disolucion y las micelas y a

su interaccion electrostatica con éstas.

La cromatografia micelar electrocinética es una forma de cromatografia
porque las micelas se comportan como una fase pseudoestacionaria. La
separacion de las moléculas neutras se basa en el reparto entre la

disolucion y la fase “estacionaria” (37, 39, 41).

++++++++++++++\++++++++

C) Q Fluyo electroosmdtico

=

—
= Yo meed ©
electoforétco
de micela negatva

Figura 1.5 Cromatografia micelar electrocinética (37).
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1.7 Separaciones de los compuestos en estudio mediante electroforesis

capilar (EC)

Numerosos trabajos de identificacion y cuantificacion de mezclas de
hidroxiacidos y dihidroxiacidos han empleado la EC.

La determinacion del acido o-HB en formulaciones anti-acné ha sido
desarrollada mediante electroforesis capilar de zona, con la cual se
obtuvieron optimos resultados, empleando una solucion amortiguadora
compuesta por tetraborato de sodio 50 mM y fosfato de sodio 50 mM,
alcanzando una buena resolucion, linealidad y precision intermedia.
Como método de rutina para el analisis de formulaciones
farmacéuticas, resulto ser barato y rapido (44).

La ECZ también se a empleado en el analisis de aguas naturales que
contiene al acido o-HB como producto de degradacion de plantas, esta
técnica involucra una deteccion ultravioleta, inyeccion hidrodinamica
de la muestra, el empleo de una columna de silica fundida de 57 cm x
75 uym de diametro interno, con lo que se logra una linealidad en el
intervalo de 5-100 uM para este método, que en combinacion con
extraccion en fase solida es simple y puede ser empleado en la
determinacion de acidos aromaticos (45). Este modo de electroforesis
con el empleo de una columna capilar de cuarzo y una solucion
amortiguadora de tris 25 mmol/L y Bromuro de cetiltrimetilamonio 0.5
mmol/L de pH 8, permitio la determinacion del acido o-HB, con un
limite de deteccion de 8.0x10-7 mol/L, un intervalo lineal entre 5.8x10-6

y 1.0x10-4 mol/L (46).

También el monitoreo de farmacos anti-inflamatorios se hace necesario
para la identificacion de los agentes que producen efectos téxicos y para
la toma de decisiones en el tratamiento de una intoxicacion. Mediante
electroforesis capilar de zona, se determinaron simultaneamente
algunos analgésicos anti-inflamatorios, entre los que se incluye el

ibuprofeno, acetaminofen, indometacin y el acido o-HB en muestras de
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suero humano. Se utilizé un detector de arreglo de diodos, una columna
capilar de silica fundida de 64.5 cm x 50 um de diametro interno, la
solucion amortiguadora fue de acido boérico. Con esta metodologia se
obtienen determinaciones del acido o-HB en concentraciones del orden
de ug/mL. Se obtuvieron resoluciones excelentes entre los picos y es de

bajo costo, siendo un analisis rapido (47).

La caracterizacion de aguas residuales con electroforesis capilar y un
detector de fluorescencia inducida, permite determinar por ejemplo al
acido o-HB que es un metabolito en varios analgésicos, el cual es
relativamente estable en el ambiente acuatico. Este compuesto fue
extraido de muestras acuosas de aguas residuales y concentrado por
extraccion liquido-liquido, se obtienen niveles de deteccion de 100 ng/L
del acido o-HB. El analisis por electroforesis revelo mas de 50 picos en
la extraccion de los analitos, por lo que se sugiere realizar técnicas
complementarias para identificar los compuestos en este tipo de

muestras (48).

En plantas como Radix isatidis, el acido o-HB y los acidos antranilico,
benzoico y siringico se encuentran presentes. Mediante electroforesis
capilar se realiz6 la separacion y determinacion de estos compuestos
con un método que emplea como soluciéon amortiguadora tetraboratos
50 mmol/L y metanol; este método requiere un tiempo de analisis de 10
minutos (49). Por otro lado, el acido o-HB es un componente que le da
resistencia a las plantas contra las enfermedades y es asociado a
senales de transduccion. Un método basado en electroforesis capilar
permiti6 la cuantificacion del acido o-HB total en plantas de
Arabidopsis; para este estudio se emple6é una columna de silica fundida,
el tiempo de analisis electroforético fue de 15 minutos (50).

Con un sistema de inyeccion en flujo acoplado a electroforesis capilar,
el acido o-HB se determiné como producto de hidroélisis del acido

acetilsalicilico, mediante el tratamiento en linea, en medio alcalino, este
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analisis se aplico a cuatro formas farmacéuticas comerciales. El
tratamiento en linea del acido acetilsalicilico hace de este acoplamiento
un analisis rapido y simple que permite la hidrélisis, inyeccion y

analisis de la muestra (51).

Los productos y metabolitos de la reaccion con radicales libres del o-HB
(acido salicilico) se determinaron mediante ECZ y CMEC. Estos
productos hidroxilados de este acido son frecuentemente usados como
medida relativa en investigaciones de radicales libres. En ECZ se
empleo un voltaje de —20 kV, la solucion amortiguadora que se uso fue
de Tris 10 mM ajustada a pH de 2.78 y en el caso de CMEC, la solucion
amortiguadora empleada fue tetraborato de sodio 10 mM que contenia
SDS 50 mM y ajustada a un pH de 8.4. Con ambos meétodos se
determinaron como productos de la reaccion de radicales libres los
acidos 2,3- y 2,5-DHB. Pero mediante CMEC se logré determinar un
metabolito natural del acido o-HB que es el catecol. Ambas técnicas

alcanzan un limite de deteccion de 2x10-7 M (52).

El empleo de nuevas columnas para EC preparadas incorporando
grupos imidazol mediante organosilanizacion, ha permitido la
separacion de una mezcla de los acidos piromelitico, trimelitico,
tereftalico, isoftalico, o-HB, ftalico, mandélico, benzoico, anisico, p-HB y
galico, la separacion de estos acidos se efectud, empleando una
solucion amortiguadora de acetatos 25 mM de pH 5.5, y un voltaje de
-25 kV. La adicion de nitrato de plata o B-ciclodextrina mejoro
significativamente la resolucion de los acidos carboxilicos con carga
mayor. Esto hace que la separacion por EC sea resuelta para los acidos
aromaticos mono, di y tetra carboxilados, obteniendo para la columna
un promedio de 3x10° numero de platos teodricos. Adicional a esta
separacion se pueden realizar reacciones de complejacion adicionando
iones metalicos y se puede obtener la separacion de acidos que son

isomeros geométricos (53).
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La electroforesis capilar de zona, permitio la separacion del fenol, acido
benzoico y el acido 2,4-DHB, el método emplea una solucion
amortiguadora de boratos 50 mM de pH 8.3 presentandose buena

precision (54).

1.8 Separaciones de los compuestos en estudio mediante cromatografia

de liquidos de alta resolucion (CLAR)

La determinacion del acido o-HB por CLAR se ha empleado en el
desarrollo de numerosos trabajos como en el caso de la determinacion
simultanea del acido o-HB y el acido acetilsalicilico, en tabletas de
aspirina. En este trabajo se analizaron cinco formulaciones de tabletas
empleando una fase movil de acetonitrilo-acido férmico (99:1) y se
utiliz6 una columna de fase reversa Nucleosil C18; este método puede
ser empleado en la determinacion de impurezas del acido acetilsalicilico
y puede considerarse como un analisis de rutina para el control de
calidad de algunos farmacos (55). Continuando con el mecanismo de
fase reversa, empleando una columna Zorbax C8 y una fase movil
metanol-agua-acido fosforico (1 M) (59:36:5), el acido o-HB fue
determinado como impureza principal del acido acetilsalicilico, aunque
también se determinaron algunos oligomeros y el anhidrido
acetilsalicilico como impurezas menores (56).

En compuestos herbales fue posible analizar el acido o-HB en CLAR
usando mecanismo de fase reversa aunado a una extraccion liquido-
liquido, ademas se analizaron los acidos galico, clorogénico, 2,5-DHB,
vainillinico, cafeico, siringico, sinapico, p-cumarico, feluirico, anisico,
rosmarinico y cinamico. La concentracion de los cuales, puede tomarse
como criterio de control de calidad de este tipo de formulaciones
herbales. Con este método se alcanzaron limites de deteccion en el
intervalo 60-210 ng (57).

El acido o-HB fue extraido de plantas y analizado ya que se le atribuyen

importantes funciones regulatorias en éstas. Sus precursores los acidos
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trans-cinamico, o-cumarinico y el acido benzoico también fueron
identificados, asi como sus derivados los acidos 2,3-DHB, 2,5-DHB en
el analisis de Catharanthus roseus (58).

Mediante CLAR, empleando una columna de intercambio idénico y una
detector de fluorescencia, se lograron separar los acidos 2,3-DHB, 2,5-
DHB y el o-HB como compuestos de un material vegetal (59). Usando
como fase movil agua-metanol (65:35) e hidroxido de tetra-n-
butilamonio adicional a una extraccion en fase solida, los acidos o-HB,
dihidroacético, benzoico y sorbico se lograron determinar en productos
cosmeéticos y se alcanzaron limites de deteccion del acido o-HB de 5.5
ng (60). Con la misma técnica y el empleo de metanol-acetonitrilo-acido
acético 25 mM, se determinaron el acido o-HB, salicilacilglucoronida y
los acidos salicilarico y 2,5-DHB en muestras de plasma y orina de
pacientes después de la administracion de salicilatos en donde se
observo una linealidad de 0.1-200 ug/mL del acido o-HB en muestras
de plasma y de 5-200 ug/mL en muestras de orina (61).

También empleando una columna sephadex G-10 y como fase movil
una mezcla de acetonitrilo, agua, acido sulfurico y lauril sulfato de
sodio, se lograron determinar los acidos o-HB, p-HB, 2,5-DHB y 3,4-
DHB en muestras de orina de 8 h después de haber administrado a los
pacientes una tableta de 500 mg de acido acetilsalicilico (62). En
muestras de sangre, plasma, eritrocitos y en formulaciones
farmacéuticas se determinaron de forma cuantitativa y cualitativa,
anti-inflamatorios no esteroidales como el o-HB, tenoxicam, ketorolac,
piroxicam, tolmetin, naproxen, flurbiprofeno, diclofenaco e ibuprofeno
con limites de deteccion de ng empleando CLAR con fase reversa (63).
Una metodologia por CLAR que emplea acido acético-metanol (4:6 ) fue
comparada con una de electroforesis capilar para separar y determinar
dihidrato de zinc S5-aminosalicilato (ZASA) y sustancias relacionadas. Se
obtuvieron resultados similares por ambas técnicas, encontrando como
principal impureza a los acidos S5-aminosalicilico y al o-HB, como

productos de descomposicion bajo condiciones acidas y al acido
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S-aminosalicilico, p-aminofenol y al acido benzenazosalicilico, como
productos de descomposicion al someter al ZASA a calentamiento (64).
Empleando CLAR en fase reversa, como fase movil acido citrico 30 mM,
bromuro de tretrabutilamonio 5 mM y 2.5 mM del acido
etilendiaminotetraacetico (EDTA) se lograron determinar los acidos 2,3-
DHB, 2,5-DHB y el catecol como productos de reaccion del acido o-HB
en un experimento in Vitro que involucra quelatos de EDTA y iones
férricos (65). Ren y Shao (66) determinaron usando un detector
fluoromeétrico los acidos 2,3-DHB y 2,5-DHB que fueron encontrados
como productos de la hidroxilacion del acido o-HB. Se alcanzaron
limites de deteccion de 10 nmol/L del acido 2,3-DHB, 0.6 nmol/L del
acido 2,5-DHB y 1.0 nmol/L del acido o-HB en muestras de sangre y
organos de animales de experimentacion Mc Cabe y col. (67)
determinaron estos mismos acidos, con una deteccion electroquimica
obteniendo limites de deteccion de 1 pg para los acidos
dihidroxibenzoicos y de 100 pg para el acido o-HB.

El catecol, la hidroquinona y el fenol se han determinado en CLAR con
deteccion fluorométrica en muestras de orina de personas fumadoras y
trabajadores de refinerias expuestas a bajas concentraciones de
benceno, este método fue validado (68).

En CLAR con fase reversa, una fase movil de metanol y acido fosférico
0.05 M, el catecol, hidroquinona, fenol, resorcinol, pirogalico y orcinol,
fueron separados mediante un método desarrollado para determinacion
de impurezas, en el fenol grado reactivo, el cual permitio la
identificacion y separacion de la hidroquinona y el catecol como
principales contaminantes de este reactivo (69).

La concentracion atmosférica de los radicales hidroxilo fue calculada al
determinar la concentracion de los acidos o-HB y 2,5-DHB en cartuchos
con filtros impregnados de acido o-HB, que fueron expuestos al
medioambiente y la determinacion se realizo por CLAR (70).

Los acidos m-HB y 3,5-DHB se lograron separar y cuantificar por CLAR

con una columna de fase reversa Shim-pack CLC-ODS, una fase movil
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de acetonitrilo y solucion amortiguadora de fosfatos (fosfato de potasio,
1-heptilsulfonato de sodio y acido acético) con deteccion ultravioleta,

obteniendo resultados satisfactorios (71).
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II OBJETIVOS

General
Determinar el efecto director que producen los sustituyentes -COOH y
—OH del anillo aromatico de los acidos o-, m- y p-HB en la reaccion de

oxidacion radiolitica por el radical *OH.

De la Quimica Analitica

» Separar los productos radioliticos primarios obtenidos en la

radiolisis de soluciones acuosas diluidas de los acidos en estudio

mediante EC Y CLAR

» Identificar todos los productos radioliticos primarios mediante EC y

CLAR.

» Cuantificar cada uno de los compuestos primarios identificados

» Identificar los productos radioliticos secundarios

De la Quimica de Radiaciones

» Determinar el rendimiento radioquimico por posicion y total
expresado como valor G para cada uno de los productos radioliticos

primarios obtenidos.

» Identificar el comportamiento radiolitico de los compuestos

secundarios formados
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IIT PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos y materiales

Los reactivos que se emplearon en la realizacion de este trabajo como
son los acidos o-, m- y p-hidroxibenzoicos, 2,3-, 2,4-, 2-5-, 3,4-, 3-5-
dihidroxibenzoicos (DHB), 2,3,4-trihidroxibenzoico (THB) y el acido
hexansulfonico (sal de sodio), asi como el catecol, el dodecil sulfato de
sodio (SDS) y el ferricianuro de potasio fueron de la marca Aldrich
Chemical Company Inc. Todos ellos de grado analitico, el resorcinol y la
hidroquinona empleados fueron, de la marca Sigma Chemical Co. Po. El
acido 3,4,5-THB fue grado cromatografico de la marca Fluka. Los gases
como helio comprimido grado 5.0 de ultra alta pureza y el 6xido nitroso
grado absorcion atomica, fueron de la marca Praxair. Para la
cromatografia CLAR, el acido acético glacial fue de la marca Merck y el
metanol grado cromatografico de J.T Baker. Para la EC, la solucion
amortiguadora de pH 9.3 de boratos utilizada fue de Agilent

Technologies.

Agua desionizada

El agua usada en este trabajo fue desionizada, obtenida de un equipo

Simplicity, Millipore.

La limpieza del material utilizado en este trabajo fue minuciosa; se
empled detergente, se enjuagd con abundante agua potable, después con
agua bidestilada y para el enjuague final del material se utilizé agua
desionizada. En el caso de los viales que se emplearon para la irradiacion
de las muestras (Figura 3.1) en su limpieza se omitiéo el detergente y
después de su enjuague con agua desionizada y previo escurrimiento se
sometieron a un calentamiento en mufla por 1.5 h a 250 °C.

Frecuentemente se realizo una limpieza especial a los viales usados para

la irradiacion con mezcla cromica por 2 h previo a su limpieza usual.
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Figura 3.1 Vial para irradiar

3.2 Preparacion de las soluciones patron

Se elaboraron curvas patron de los isémeros; acidos 2,3-, 2,4-, 2,5-, 2,6-,
3,4-, 3,5-DHB, catecol, hidroquinona y resorcinol, en concentraciones
micromolares (uM), disolviendo una cantidad del compuesto puro en
agua desionizada y realizando las diluciones pertinentes, para construir
curvas de calibracion en intervalos que incluyeran las concentraciones
de los productos radioliticos esperados. Las soluciones patron se
prepararon cada dia que se realizo un analisis de las muestras

irradiadas.

La solucion amortiguadora de pH 9.3 utilizada en el analisis de EC fue
de 10 mM de boratos y 50 mM de SDS la cual fue burbujeada durante
10 min. con helio para desplazar el aire y asi evitar burbujas en el

analisis.

3.3 Dosimetro

En este estudio se empled el dosimetro ferroso-cuprico, el cual consiste
de una soluciéon acuosa de sulfato ferroso amoniacal 0.001 M, sulfato
cuprico 0.01 M y acido sulfuirico 0.005 M. Un volumen de esta solucion

se sometio a irradiacion.

Las fuentes de radiacion de 90Co del irradiador Gammabeam 651 PT,

permite obtener diversas razones de dosis, por lo cual se realizé un
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mapeo del sitio para determinar la posicion adecuada para la dosis
requerida. Se estableciéo una posicion de 35 cm del vértice y 45 cm de
altura obteniéndose para la dosis de 37.2 Gy/min al 10 de agosto del

2005.

La dosis absorbida se cuantifico al conocer la concentracion de los iones
férricos formados que son proporcionales a la disminucion de los iones
cupricos por el efecto de la radiacion ionizante. La concentracion de los
iones férricos se determind en un espectrofotometro UV a una longitud
de onda de 304 nm.

El valor de A(D.O.) se obtuvo de las concentraciones de Fe*3 a los

distintos tiempos de irradiacion del dosimetro.

3.4 Preparacion de muestras para irradiar

Las muestras para irradiar, se prepararon disolviendo en agua
desionizada una cantidad del acido o-, m- 6 p-HB para obtener una
concentracion de 5 mM, a esta solucion se le adicioné ferricianuro de
potasio para obtener una concentracion de 2.5 mM.

Una alicuota de 3 mL de la muestra, fue colocada en viales para
irradiacion (Figura 3.1) con tapones “thermogreen LB-1” de Supelco y la
solucion fue saturada con N2O burbujeando la solucién con este gas
durante 10 minutos de tal forma que ademas de saturar la soluciéon con
dicho gas, se eliminé asi el Oa.

Las muestras fueron irradiadas a una dosis dada, en base a los

resultados obtenidos con el dosimetro.

3.5 Irradiacion de las muestras en el “GAMMABEAM 651PT Atomic
Energy of Canada Limited”

Las muestras se irradiaron inmediatamente después de desgasificar la

solucion y saturarla con N2O, colocando éstas en una posicion a 45 cm
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de altura del suelo a la base de la muestra y 35 cm del vértice de las
fuentes (Figura 3.2), para obtener una dosis de 37.2 Gy/min (10 de
agosto del 2005).

Por lo menos 10 soluciones de cada uno de los isomeros del acido
hidroxibenzoico se irradiaron, de las cuales se tomaron dos alicuotas

para su analisis por CLAR y EC.

Figura 3.2 Posicion de la muestras irradiadas en el irradiador

3.6 Analisis

Las soluciones patron sin irradiar, se analizaron por electroforesis
capilar y por cromatografia de liquidos en las mismas condiciones que
las muestras irradiadas, las cuales se analizaron inmediatamente

después de la irradiacion.
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3.6.1 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

Para el analisis de las soluciones patron y de las muestras irradiadas se
utilizé un cromatografo de liquidos marca Agilent 1100 LC, el cual esta
equipado con un detector de arreglo de diodos, un automuestreador de
0.1-100 uL, desgasificador, una bomba cuaternaria y un sistema de
computo para manejar el equipo, almacenar y procesar los datos
cromatograficos.

En todos los analisis se usé una columna Alltima C18 de 50 mm de
longitud x 4.6 mm de diametro interno, con un tamano de particula de 3

um.

a) Acido o-hidroxibenzoico

En el analisis del acido o-HB y sus productos radioliticos se utiliz6 como
fase movil 5 % de metanol, 20 % de una solucion 5 mM del acido
hexansulfénico y 75 % de una solucion acuosa de acido acético al 1%
usando un flujo de 0.5 mL/min y un volumen de inyeccion de 50 uL de
la muestra irradiada y de las soluciones patron. La presion obtenida fue
de 8.0 MPa, siendo el tiempo de separacion de los productos esperados

de 30 min.

b) Acido m-hidroxibenzoico

En el analisis del acido m-HB y sus productos radioliticos se utilizé como
fase movil 20 % de una solucion 5 mM del acido hexansulfénico y 80 %
de una solucion acuosa de acido acético al 1 %. Los demas parametros
fueron iguales a los usados en la determinacion del acido o-HB. El
tiempo de analisis fue de 45 min para la separaciéon de los productos

radioliticos.

c) Acido p-hidroxibenzoico

El analisis del acido p-HB y sus productos radioliticos, fue similar al del

acido o-HB excepto que se inyectaron 100 uL de la muestra irradiada y
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de las soluciones patron y el tiempo de analisis fue de 45 min para los

productos radioliticos.

Nota: Los acidos o-, y m-HB requerian de mayor tiempo para su elucion,
por lo que se limpié la columna con 100 % de MeOH después de eluir el

ultimo producto radiolitico separado.

3.6.2 Electroforesis Capilar

El sistema de Electroforesis Capilar es un equipo Agilent 1600-3D
equipado con celda y columna de alta sensibilidad con un capilar de 72
cm de longitud efectiva, 8.5 cm de la salida del detector ( 80.5 cm en
total de la columna) y 75 pm de diametro interno.

Los parametros utilizados del equipo de electroforesis capilar, para la
determinacion y cuantificacion de los productos radioliticos de los tres
acidos, fueron la aplicacion de un voltaje de 25 kV, con un tiempo de
inyeccion de 4 segundos, mediante inyeccion hidrodinamica con vacio y
se empled una solucion amortiguadora de pH 9.3 de boratos 10 mM y 50
mM de SDS, lo que permitié un tiempo de analisis de alrededor de 25

minutos.
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IV RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Dosimetria

Para la determinacion de la dosis se realizaron tres mediciones, para
cada tiempo de irradiacion. La Figura 4.1 muestra la grafica del
resultado obtenido en una de las determinaciones de dosimetria,
realizada a 35 cm del vértice y 45 cm de altura de la fuente (ver figura

3.2).

1800 -
1600 ~ m = 37.22
1400 - r? =0.999
~ 1200
£ 1000
800 -
600 -
400 -
200
0 : : : : : : : : : ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo de irradiacion (min)

G

Dosis

Figura 4.1 Grafica de la dosis en funcion del tiempo de irradiacion

obtenida.

La grafica de la figura 4.1 muestra la dosis recibida por dosimetro, la
cual fue determinada usando la ecuacion indicada en el punto 1.4
referente a la dosimetria quimica del dosimetro ferroso-ctuprico descrito

en el punto 3.3.

Dado que el ®0Co continuamente esta decayendo, todos los calculos
donde se requeria la dosis se relacionaron con el valor obtenido en la
pendiente. Tomando en cuenta que los resultados obtenidos con
anterioridad y referidos a este valor de 37.2 Gy/min para el 10 de
agosto 2005, fueron congruentes usando el factor de decaimiento que se

calcula mediante la siguiente ecuacion.
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Donde:
_n2

t1/2

A

D, = dosis inicial del dia que se realizo la dosimetria

D = dosis a la fecha deseada

t = tiempo transcurrido después de la determinacion de la D,

t,, = tiempo de vida media del ¢°Co (5.271 anos) (16).

Inicialmente se discutira la parte analitica del estudio, como es la
separacion e identificacion por CLAR y EC de los compuestos esperados
en la radidlisis de soluciones acuosas diluidas de los acidos, o-, m- y p-

hidroxibenzoicos.

4.2 Estudios de la radiolisis del acido o-HB

4.2.1 Productos radioliticos esperados para el acido o-hidroxibenzoico

El esquema 4.1 muestra los productos esperados por el ataque del

radical *OH al acido o-HB en la radiolisis de soluciones acuosas.
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Acido 2,3-dihidroxibenzoico Acido 2,4-dihidroxibenzoico

COOH

COOH
OH COOH

OH
OH OH

+ OH — »

Acido o-hidroxibenzéico
HO
Acido 2,5-dihidroxibenzoico Acido 2,6-dihidroxibenzoico
OH

OH

K Catecol

Esquema 4.1 Productos radioliticos esperados para el acido o-HB.

Como se puede ver en el esquema 4.1 los diferentes compuestos
esperados son principalmente dihidroxiacidos y la descarboxilacion del
acido o-HB.

Los compuestos primarios esperados son formados por la oxidacion del
radical formado por el ferricianuro de potasio, siendo que el radical es
producido por la adicién del radical ‘OH a las posiciones 3, 4, 5y 6
libres del anillo bencénico. El catecol es también esperado como

resultado de la descarboxilacion.
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4.2.2 Separacion mediante CLAR de las muestras patron de los

productos radioliticos esperados para el acido o-hidroxibenzoico

Se muestra inicialmente las separacion de los compuestos esperados en
la radiodlisis del acido o-HB, asi como su identificacion mediante el

tiempo de retencion y su espectro UV.

La Figura 4.2 muestra el cromatograma de la separacion de los
compuestos auténticos esperados en la radiolisis del acido o-HB, como
lo indica el esquema 4.1. (miliunidades de absorbancia (mUA) en

funcion del tiempo en minutos (min)).

A méax
A - 245nm Arido 2 5-DHE
B-276nm ————- Catecol
i -326 nm — — — — Acido 2 SDHB
D -245nm Acido 2.3-DHB
E-255nm — — Acido 2 4-DHB

Absorbancia [miJA|

Tiempo [min)

Figura 4.2 Cromatograma de la separacion de los compuestos
auténticos esperados en la radidlisis del acido o-HB determinados a

diferentes longitudes de onda.

Los parametros de separacion se muestran en la tabla 4.1 (ver apéndice
C) donde se uso6 una columna Alltima C18 de 50 mm de longitud x 4.6

mm de diametro interno, con un tamano de particula de 3 ym y como
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fase movil 5% de metanol, 20 % de wuna solucion de acido
hexansulféonico 5 mM y 75 % de una solucion acuosa de acido acético al

1 %.

Tabla 4.1 Parametros cromatograficos para los cinco compuestos

esperados en la radidlisis del acido o-HB.

Compuesto tr (min) Eficiencia* Resolucion
Acido 2,6-DHB 4.8 730 4.5
Catecol 8.3 2050
5.8
Acido 2,5-DHB 14 2350
3.7
Acido 2,3-DHB 22 1850
P 2.5
Acido 2,4-DHB 24.3 2400

*Numero de platos teoricos

Mediante CLAR se lograron separar los cinco compuestos esperados en
la radiodlisis del acido o-HB (ver esquema 4.1), con resolucion en la

separacion siempre mayor a 1.

En la Figura 4.3 se presentan los espectros de UV que se obtuvieron en
el analisis de las soluciones que contenian concentraciones del orden de
uM de cada uno de los compuestos puros, y semejantes a las

concentraciones esperadas de los productos radioliticos primarios.
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Figura 4.3 Espectros obtenidos en CLAR de los cinco productos de la

radidlisis de una solucion acuosa del acido o-HB.

Como se puede observar cada uno de los compuestos tiene espectros
muy diferentes lo que permite una identificacion con facilidad. Cada
espectro presenta maximos de absorcion bien definidos por lo que éstos
fueron seleccionados para la cuantificacion de los compuestos

obtenidos.

La longitud de onda maxima donde se tomo la lectura se utilizo para
integrar el area bajo la curva del pico obtenido de cada compuesto

separado.

4.2.3 Curvas patron en CLAR de los productos radioliticos esperados

para el acido o-hidroxibenzoico

Los resultados de las curvas patron para CLAR fueron obtenidos
mediante la determinacion del area bajo la curva de los picos

cromatograficos obtenidos.
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Cada una de las curvas patron son un ejemplo de los resultados
obtenidos para cada dia que se irradi6 una muestra. Cada inyeccion
contenia una mezcla de los compuestos radioliticos esperados en la

radiolisis del acido o-HB en solucion acuosa.

Estos resultados se obtuvieron intercalando inyecciones de muestras
irradiadas y alicuotas de la solucion inicial que contenia una
concentracion conocida de cada compuesto puro, en el intervalo de
concentracion que se observdo en pruebas iniciales a muestras

irradiadas.

La figura 4.4 muestra un ejemplo de las curvas patron que se

obtuvieron un dia que se irradio el acido o-hidroxibenzoico.

25000 ~
- Catecol
a Acido 2,6-DHB
20000 o e Acido 2,5-DHB
P = Acido 2,4-DHB
_ Pid © Acido 2,3-DHB
< P
5 15000 A _
E rad
8 el
2 10000 - _- -
. <
l/ - -
5000 v -7 e
R
o=
O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Concentracion (M)

Figura 4.4 Curvas patron en CLAR para los cinco compuestos puros
esperados en la radidlisis del acido o-HB. Columna Alltima C18 de 50
mm x 4.6 mm, 3 um, fase movil 5:20:75 de MeOH al 5%, sal del acido

hexansulfénico (5 mM) y acido acético al 1 %.
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Las rectas obtenidas se ajustaron segun la ecuacion lineal indicada
abajo, en el intervalo de la concentracion de interés. Los resultados
fueron tratados mediante el programa OriginPro7 y la ecuacion

y = Px.

donde: P es la pendiente de la recta.

4.2.4 Separacion por EC de las muestras patron de los productos

radioliticos esperados para el acido orto-hidroxibenzoico

Como se observa en el esquema 4.1 los compuestos esperados en la
radiolisis del acido o-HB son cinco, los cuales fueron separados en EC
usando el modo de cromatografia micelar electrocinética como se

muestran los resultados en la figura 4.5.

B L max Catecol
1 A -oORODmG —— ——— =) _ECCI
] B _ﬂ)ﬂm___+ﬂ.ﬂld0 2,5-DHE
1  _Dag nm ——— &cido 2,6-DHE
120 D _ 245 nrn ——— Acido 2,3-DHE
] E - 330 nm — — Acido 2.4-DHE
a
100 ] o
i: ] 3
VT PO
E 4
§ a0 o
-
= an ] o
20 +
- .
T T L T T T T T 1
12 14 18 18 20
Tiempo [min]

Figura 4.5 Electroferograma de la separacion de los compuestos

auténticos esperados en la radidlisis acuosa del acido o-HB.

43



Los parametros de separacion se muestran en la tabla 4.2 usando una

celda y columna de alta sensibilidad con un capilar 80.5 cm de longitud

total de la columna y 75 pm de diametro interno, se empledé una

solucion amortiguadora de pH 9.3 de boratos 10 mM conteniendo 50

mM de SDS.

Tabla 4.2 Parametros electroforéticos para los cinco compuestos

esperados en la radiélisis del acido o-HB.

Compuesto tm (min) Eficiencia* Resolucion

Catecol 12.8 78450 58

Acido 2,5-DHB 14 141650

] 7.2

Acido 2,6-DHB 16.1 38050

. 3.0

Acido 2,3-DHB 17.3 64950

<. 3.9

Acido 2,4-DHB 19.3 23550

*Numero de platos teoricos

Los parametros electroforéticos resultaron buenos.

Mediante EC se lograron separar los cinco compuestos esperados en la

radiolisis del acido o-HB con una resolucion mayor a 1 (ver esquema

4.1). La Figura 4.6 muestra los espectros obtenidos en el analisis de las

soluciones que contenian una concentracion del orden de uM de cada

uno de los compuestos puros esperados como productos radioliticos del

acido o-HB.
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Figura 4.6 Espectros obtenidos en EC de los productos de la radiolisis

de una solucion acuosa del acido o-HB.

Los espectros obtenidos en EC también presentan picos maximos de
absorcion a longitudes de onda definida que hacen posible su

identificacion y cuantificar su produccion en la radidlisis de soluciones

acuosas del acido o-HB.

Por otro lado, usando las areas bajo la curva de los picos del
electroferograma obtenido, a las diferentes longitudes de onda maxima

de los espectros, se lograron cuantificar los productos radioliticos

obtenidos en la radiolisis del acido o-HB.

4.2.5 Curvas patron en EC de los productos radioliticos esperados para

el acido orto-hidroxibenzoico.

La figura 4.7 muestra las curvas patron de los productos auténticos

esperados en la radiolisis del acido o-HB determinadas en electroforesis

capilar.
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Figura 4.7 Curvas patron en EC de los cinco compuestos puros
esperados en la radidlisis del acido o-HB. Columna y celda de alta
sensibilidad (72 cm + 8.5 cm x 75 pm), voltaje 25 kV y como solucion

amortiguadora de boratos 10 mM de pH 9.3 con 50 mM de SDS.

El tratamiento de los datos se realizo de manera similar que los

obtenidos en CLAR. Asi como también se utilizo el programa OriginPro7.

4.2.6 Analisis cromatografico y espectrofotométrico de las muestras

irradiadas del acido o-hidroxibenzoico

Se muestra inicialmente la separacion de los compuestos radioliticos
del acido o-HB, asi como su identificacion mediante el t; y su espectro

UV.

La Figura 4.8 muestra el cromatograma de la separacion de los
productos obtenidos en la radiolisis del acido o-HB. Este acido eluye a

los 38 minutos y no se presenta en el cromatograma.
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Figura 4.8 Cromatograma de la separacion de los compuestos obtenidos
en la radidlisis del acido o-HB 5 mM + 2.5 mM de KzFe(CN)s saturado de
N2O irradiado 2.22 kGy.

Mediante CLAR se lograron separar adecuadamente los siete
compuestos, como productos radioliticos del acido o-HB. En la figura
4.9 se presentan los espectros de los dos compuestos adicionales a los

que se esperaban como productos en la radidlisis de este acido.
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Figura 4.9 Espectros obtenidos en CLAR de los dos compuestos
adicionales a los esperados en la radiolisis del acido o-HB en solucion

acuosa.

Como puede observarse, estos productos presentan espectros diferentes
al de los productos auténticos que se muestran en la figura 4.3, estos
nuevos compuestos también presentan maximos de absorcion

definidos.

4.2.7 Curvas de dependencia de la concentracion en funcion de la dosis

de los productos radioliticos del acido orto-hidroxibenzoico (CLAR)

Las curvas que se presentan enseguida fueron obtenidas mediante la
integracion del area bajo la curva de los picos cromatograficos que
presento cada producto radiolitico. Estas areas se interpolaron en las
curvas patron para calcular la concentracion a la cual se obtuvieron

cada uno de los compuestos.

Se presentan ejemplos de las curvas para un dia determinado, en el que

se irradi6 a diferentes dosis una solucion acuosa 5 mM del acido o-HB
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conteniendo una concentracion 2.5 mM de KzFe(CN)s y saturada con

N->O.

Los datos empleados para la construccion de estas curvas se obtuvieron

a la longitud de onda maxima del espectro UV que presenta cada

compuesto.
350
« Catecol
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P -~ a Acido 2,3-DHB
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Figura 4.10 Curvas de concentracion determinadas en CLAR para los
cinco productos radioliticos primarios, obtenidos en la radidlisis del
acido o-HB. Las condiciones cromatograficas fueron las mismas que las

empleadas para la determinacion de los productos puros.
En la figura 4.11 se muestra una curva de concentracion donde se

observa el comportamiento cuadratico con la dosis del compuesto

secundario 2,3,4-THB.
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Figura 4.11 Curva de concentracion determinada en CLAR para el
compuesto secundario (2,3,4-THB) obtenido en la radidlisis de una

muestra acuosa del acido o-HB.

Las condiciones cromatograficas para este producto secundario fueron
las mismas que las empleadas para la determinacion de los productos

puros.

Los resultados de las curvas obtenidas en la figura 4.9 para cada uno
de los productos primarios radioliticos fueron tratados mediante el

programa OriginPro7 usando la ecuacion 10 del apéndice A.

4.2.8 Analisis electroforético y espectrofotométrico de las muestras

irradiadas del acido orto-hidroxibenzoico

Como se observa en la figura 4.12 en la radidlisis del acido o-HB y
analizado por el método de CMEC, se lograron separar cinco productos
radioliticos, cuatro productos de los esperados que se encuentran en el
esquema 1 y uno mas que es la carboxi-2,5-benzoquinona, que no es
un producto de la radiolisis del acido o-HB, éste compuesto es la forma

oxidada del acido 2,5-DHB. Como el acido 2,6-DHB se forma en muy
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pequena concentracion, esta abajo del limite de deteccion asi como
también sucede con el producto radiolitico secundario. Sin embargo, la
carboxiquinona a pH basico se forma en mayor cantidad por lo que se
alcanza a observar bien en este tipo de analisis ademas de que su

absortividad es grande.

i, M
A-280nm ————- Catecol
B-320 nm — — —— Acido 2,5-DHEBE
C-246 nm ——— Carboxi 2,5-benzoquinona
D-246 nm Arido 2,3-DHE
1 E-200 nm — — Acido 2,4-DHE
] F232 nm ——— Acido 0-HB
200 [
j
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Figura 4.12 Electroferograma de la separacion de los productos
radioliticos del acido o-HB. (Las condiciones de la muestra irradiada
son las mismas de la figura 4.8 y las condiciones del electroferograma

son los mismos de la figura 4.5).

El pico F del electroferograma corresponde al acido o-HB.

En la figura 4.13 se muestra el espectro UV del producto adicional a los

esperados en la radiolisis del acido o-HB que es la carboxi-2,5

benzoquinona.
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Figura 4.13 Espectro obtenido en EC de la carboxi-2,5 benzoquinona.

Como se observa en la figura 4.6 sobre los espectros de los compuestos
auténticos, este espectro no es idéntico a ninguno de los productos

auténticos que se esperaban.

La longitud de onda maxima que presenta este compuesto es a 246 nm,
aunque la forma del espectro es similar al observado en CLAR (A= 255
nm), este compuesto presenta un corrimiento en su maximo de

absorbancia debido al pH basico que se uso en el analisis de CMEC.

4.2.9 Curvas de dependencia de la concentracion en funcion de la dosis

de los productos radioliticos del acido orto-hidroxibenzoico (EC)

Las curvas de concentracion, fueron obtenidas mediante Ila
determinacion del area bajo la curva de los picos electroforéticos que

presento cada compuesto. Estas areas se interpolaron en las curvas
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patron para calcular la concentracion a la cual se obtuvieron cada uno

de ellos.

Los datos empleados para la construccion de estas curvas se obtuvieron
a la longitud de onda maxima del espectro UV que presenta cada

compuesto.

La figura 4.14 muestra un ejemplo de las curvas de concentracion
en funcion del tiempo de irradiacion que se obtuvieron en EC (un
dia en que se irradi6 el acido o-hidroxibenzoico 5 mM mas una

concentracion 2.5 mM de KzFe(CN)e y saturada con N2O).
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Figura 4.14 Curvas de concentracion determinadas por EC para los
cuatro productos radioliticos primarios, obtenidos en la radidlisis del
acido o-HB. Las condiciones electroforéticas fueron las mismas que las

empleadas para la determinacion de los productos puros.

Los resultados fueron tratados de la misma manera que los obtenidos
en CLAR usando el programa OriginPro7 y la ecuacion 10 del apéndice

A.
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Es importante mencionar que al irradiar una solucion del acido o-
hidroxibenzoico a una concentracion 5 mM mas una concentracion de
2.5 mM de Ks3Fe(CN)e y saturada con N20, se obtuvieron siete
compuestos de los cuales cinco de ellos son los acidos 2,3-, 2,4-, 2,5-,
2,6-DHB y el catecol que son los compuestos que se esperaban (ver
esquema 4.1).

Uno de los otros dos compuestos se identific6 como producto
secundario y el otro como la forma oxidada del acido 2,5-DHB (carboxi
2,5-benzoquinona) al ser analizados por HPLC. En el caso de EC se
identificaron cuatro de los productos radioliticos esperados excepto el
acido 2,6-DHB, porque al ser el producto esperado en la posicion orto al
grupo -COOH y meta al grupo —OH éste se obtuvo en concentraciones
muy bajas. Ademas de estos se identifico a la carboxi 2,5-

benzoquinona.

La carboxi-2,5-benzoquinona se identificé oxidando al acido 2,5 DHB
con una cantidad adecuada de KsFe(CN)e. Asi que este compuesto no es
un producto radiolitico del acido o-HB, ya que existe KzFe(CN)e
suficiente en la solucion irradiada para que reaccione con el acido 2,5-

DHB (producto primario) para dar a la carboxi-2,5-benzoquinona.

COOH COOH
KsFe(CN)e
—

HO' o

Acido 2,5-dihidroxibenzoico Carboxi 2,5 benzoquinona

El compuesto radiolitico secundario fue identificado por su tiempo de
retencion y su espectro de UV del compuesto auténtico, analizado bajo
las mismas condiciones que la muestra irradiada. Este compuesto
identificado fue el acido 2,3,4-trihidroxibenzoico (2,3,4-THB). El
comportamiento de dependencia cuadratica que presenta con la dosis

(ver figura 4.11), indica que es un producto secundario que muy
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probablemente se forma a partir del acido 2,3-DHB, ya que este

compuesto es el que se encuentra en mayor concentracion, por ser el

principal producto radiolitico primario del acido o-HB.

COOH

OH

Acido 2,3-dihidroxibenzoico

4.2.10 Valores G del acido o-HB

CLAR
(Catecol)
0.69
(2,6-DHB) COOH
0.004 \ OH
(2,5-DHB) (2,3-DHB)
0.97 e T 146
0.069
(2,4-DHB)
G Total = 3.19

COOH

OH

OH
OH

Acido 2,3,4-trihidroxibenzoico

EC

(Catecol)
0.64

(2,6-DHB) COOH
0

\ OH

(2,5-DHB) (2,3-DHB)

001" T~ 152

!

0.064
(2,4-DHB)

G Total = 3.16

En el caso del acido o-HB el valor G fue un poco menor a los valores

obtenidos para los otros dos acidos HB ya que en este caso se obtiene

con rendimiento de alrededor de 1 para el acido 2,5-DHB el cual con la

presencia del ferricianuro se oxida y forma la Carboxi 2,5-benzoquinona

y este compuesto se descompone facilmente lo cual no permite su

cuantificacion.

La determinacion del valor G esperado para una solucion 5 mM de

acido o-HB en solucion acuosa y conteniendo N20 y ferricianuro (como
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oxidante) se estimo que es de ~4.5 moléculas/100 eV de energia

absorbida (57).

Tabla 4.3 Muestra algunos ejemplos del rendimiento radioquimico de

diferentes compuestos aromaticos determinados experimentalmente.

Compuesto aromatico | Valor G Productos

Benceno 6.0 Fenol

Fenol 5.45 Catecol, resorcinol e hidroquinona
Acido benzoico 5.2 Acido o-, m- y p-HB
Tolueno 5.79 0-, m- y p-cresoles

Este valor G del acido o-HB es relativamente bajo comparado con el
benceno que se ha estimado y determinado experimentalmente con un

valor G de 6 moléculas/100 eV de energia absorbida.

4.3 Estudios de la radidlisis del acido m-HB
4.3.1 Productos radioliticos esperados para el acido m-hidroxibenzoico

En el esquema 4.2 se muestran los productos esperados en la radiolisis

de una soluciéon acuosa diluida del acido m-hidroxibenzoico.
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COOH
COOH

OH
HO OH

Acido 3,5-dihidroxibenzoico
OH

Acido 3,4-dihidroxibenzoico

COOH COOH

COOH
HO
+ OH — »
OH OH
OH

Acido 2,5-dihidroxibenzoico Acido 2,3-dihidroxibenzoico

OH

Acido m-hidroxibenzdico

OH

\ Resorcinol

Esquema 4.2 Productos esperados en la radiolisis del acido m-HB.

Como se muestra en el esquema 4.2 de manera similar al acido o-HB
los compuestos esperados son principalmente dihidroxiacidos y la

descarboxilacion del acido m-HB.

Los cinco productos esperados son porque el radical *OH mediante una
reaccion de adicion ataca a las posiciones libres del anillo bencénico y el
quinto compuesto es porque se espera una descarboxilacion del grupo

acido.

4.3.2 Analisis cromatografico de las muestras patron de los productos

radioliticos esperados para el acido meta-hidroxibenzoico.
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En la figura 4.15 se presenta un cromatograma de la separacion de los

compuestos auténticos esperados en la radidlisis del acido m-HB.

A méx )
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B-260mm Acido 3 4DHB
C-310omm  _ _ _ Acido 3,5-DHB
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Figura 4.15 Cromatograma de la separacion de los compuestos puros

esperados en la radiélisis del acido m-HB.

Los parametros de separacion se muestran en la tabla 4.4 donde se uso6
una columna Alltima C18 de 50 mm de longitud x 4.6 mm de diametro
interno, con un tamano de particula de 3 ym y como fase movil 20% de
la sal sédica del acido 1-hexansulfonico (5 mM) y 80 % de una solucion

acuosa de acido acético al 1 %.
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Tabla 4.4 Parametros cromatograficos para los cinco compuestos

esperados en la radidlisis del acido m-HB.

Compuesto tr (min) Eficiencia*® Resolucion
Resorcinol 8.4 2850 55
Acido 3,4-DHB | 13.1 2450
1.8
Acido 3,5-DHB 15.2 3400
4.4
Acido 2,5-DHB 21.8 3350
. 5.2
Acido 2,3-DHB 33 2650

*Numero de platos teoricos
La resolucion en este caso fue muy buena, siendo que en todos los

casos fue mayor a 1.

En la Figura 4.16 se presentan los espectros que se obtuvieron en el
analisis de las soluciones patron, las cuales contenian a los compuestos

auténticos en una concentracion del orden de uM para cada uno de

ellos.
hmax
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L C-310am ————— Acido 3,5-DHB
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Figura 4.16 Espectros obtenidos en CLAR de los cinco productos
radioliticos esperados de la radiodlisis de una solucion acuosa del acido

m-HB.
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Los espectros obtenidos permiten la identificacion de cada compuesto y
el pico maximo de absorcion sirvido para obtener los cromatogramas y

cuantificar a los productos radioliticos.

4.3.3 Curvas patron en CLAR de los productos radioliticos esperados

para el acido meta-hidroxibenzoico

La figura 4.17 muestra un ejemplo de las curvas patron para los

productos radioliticos esperados para el acido m-HB.

30000
25000 -

20000 -

=Acido 3,4-DHB
4 Acido 2,5-DHB
® Acido 2,3-DHB
m Acido 3,5-DHB
<© Resorcinol

15000 +

Area (mUA)

10000 +

5000 ez

L=

Concentracién (uM)

Figura 4.17 Curvas patron en CLAR para los cinco compuestos puros
esperados en la radidlisis del acido m-HB. Columna Alltima C18 de 50
mm x 4.6 mm, 3 um, fase movil 20:80 del acido hexansulfonico (5mM) y

acido acético al 1 %.

Las rectas obtenidas se ajustan a un modelo lineal en el intervalo de
concentracion usada. Los resultados fueron tratados de forma similar al

acido o-HB usando el programa OriginPro7.
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4.3.4 Analisis electroforético de las muestras patron de los productos

radioliticos esperados para el acido m-hidroxibenzoico

Como puede observarse en el esquema 4.2, los cinco productos

esperados en la radiolisis del acido m-HB, fueron bien separados como

se observa en la figura 4.18.

Aman
A- 275 nm — — Resorcinol
B-322nm — — —_ Acido 2,5-DHB
E C-204nm —  Acido 3,5-DHB ?
a0 D-308 nm — — — — Acido 2,3-DHB '
20 ] E-294nm — Acido 3,4-DHB !
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Figura 4.18 Electroferograma de la separacion de los compuestos puros

esperados en la radiélisis del acido m-HB.

Los parametros de separacion se muestran en la tabla 4.5 las

condiciones de separacion fueron similares a las empleadas en la

separacion del acido o-HB.
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Tabla 4.5 Parametros electroforéticos para los cinco compuestos

Compuesto tm (min) Eficiencia* Resolucion
Resorcinol 9.1 92100 21.5
Acido 2,5-DHB 14 109550
Acido 3,5-DHB | 14.9 76000 >4
Acido 2,3-DHB | 17.3 65800 i
Acido 3,4-DHB | 21.9 62500 11.8

*Numero de platos teoricos

La eficiencia es el resultado del ancho de los picos en el analisis, al
obtener picos estrechos se obtiene una buena eficiencia como fue en
este analisis.

En cuanto a la resolucion siempre fue mayor que 1 para todos los

compuestos analizados.

En el analisis electroforético de los compuestos esperados en la
radidlisis del acido m-HB se lograron separar los cinco compuestos
esperados (ver esquema 4.2). La Figura 4.19 muestra los espectros
obtenidos en el analisis de las soluciones patron, las cuales contenian a
los compuestos auténticos en una concentracion del orden de uM para

cada uno de ellos.
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Figura 4.19 Espectros obtenidos en el analisis electroforético de las
muestras patron de los productos esperados en la radiodlisis del acido

m-HB.

4.3.5 Curvas patron en EC de los productos radioliticos esperados

para el acido m-hidroxibenzoico

La figura 4.20 muestra las curvas patron de los productos auténticos
esperados en la radidlisis del acido m-HB determinadas por
electroforesis capilar usando el modo de cromatografia micelar

electrocinética.
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Figura 4.20 Curvas patron en EC de los cinco compuestos puros
esperados en la radidlisis del acido m-HB. Columna y celda de alta
sensibilidad (72 cm + 8.5 cm x 75 um), voltaje 25 kV y como solucion

amortiguadora de boratos 10 mM de pH 9.3 con 50 mM de SDS.

El tratamiento de los datos se realizo de manera similar que los

obtenidos en CLAR. Asi como también se utilizo el programa OriginPro7.

Usando estas curvas patron se obtuvieron las diferentes
concentraciones producidas para cada uno de los productos radioliticos

esperados.

4.3.6 Analisis cromatografico y espectrofotométrico de las muestras

irradiadas del acido meta-hidroxibenzoico en solucion acuosa

Se muestra inicialmente la separacion de los compuestos radioliticos
del acido m-HB, asi como la identificacion de cada uno de ellos por su t:

y su espectro UV.
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La Figura 4.21 muestra el cromatograma de la separacion de los

compuestos obtenidos en la radiolisis del acido m-HB.
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D- 326 nm — — — — Compuesto secundario - ]
E-310nm ————— Acido 3,5-DHB l: DE
F- 326 nm — — — — Acido 2,5-DHB 0 ]
G-310nm ————— Acido 2,3-DHB T
350 )
|
E 300 E
o 280 2 F
L] — =
g 200 p g!-:
S 150 ] O 7 -, :|
1] e ca)
4 4ao © p] o, =
E = 1< w -
= n—- l‘,“ K ~
a0 A B 1INDE L ok
i / ) ) |
o gtk 1 SA——& 4'-.______;*?5%?.:
T " - T T T
10 20 30
Tiempo (min)

Figura 4.21 Cromatograma de la separacion de los compuestos

obtenidos en la radidlisis de una solucioén acuosa del acido m-HB.

La separacion de los siete compuestos encontrados fue bajo las
condiciones cromatograficas  utilizadas en la separacion de los

compuestos auténticos del acido m-HB (parrafo 4.3.2).

En la figura 4.22 se presentan los espectros de los dos compuestos
secundarios adicionales a los que se esperaban en la radiolisis del acido

m-HB obtenidos en la separacion por CLAR.
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Figura 4.22 Espectros obtenidos en CLAR de los dos compuestos

adicionales a los esperados en la radiolisis del acido m-HB.

Como puede observarse, estos productos presentan espectros diferentes
al de los productos auténticos de los cinco compuestos esperados, que
se muestran en la figura 4.16, lo cual indica que se trata de otros
compuestos, estos espectros también presentan maximos de absorcion
definidos. Un espectro es idéntico al que presenta el acido 3,4,5-THB y
el otro producto no fue identificado. Sin embargo como los principales
productos radioliticos primarios son el 3,4 y 2,5-DHB, lo mas probable
seria la produccion del 2,4,5-THB, del cual no contamos con una

muestra auténtica para su identificacion.

4.3.7 Curvas de concentracion determinadas en CLAR de los productos
radioliticos obtenidos en la radidlisis del acido m-HB en solucion

acuosa.
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La concentracion de los productos radioliticos se determiné usando el
area bajo la curva de los picos correspondientes a cada compuesto

identificado y esta area se interpol6 en las curvas patron.

Las curvas son un ejemplo de un dia en que se irradié la solucion

acuosa del acido m-HB a diferentes dosis.

Los datos empleados para la construccion de estas curvas se obtuvieron
a la longitud de onda maxima del espectro UV que presenta cada

compuesto.

La figura 4.23 muestra las curvas de concentracion en funcion de la
dosis recibida por la solucion acuosa del acido meta-hidroxibenzoico

con concentracion 5 mM y 2.5 mM de K3Fe(CN)e y saturada con N»2O.

300 T

» Acido 3,4-DHB
250 - = Acido 3,5-DHB
a Acido 2,5-DHB
s X Acido 2,3-DHB

0

Concentracion

Tiempo de irradiaciéon (min)
Figura 4.23 Curvas de concentracion determinadas en CLAR para los
cuatro productos radioliticos primarios, obtenidos en la radiolisis del
acido m-HB. Las condiciones cromatograficas fueron las mismas que

las empleadas para la determinacion de los productos puros.
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Los resultados fueron tratados mediante el programa OriginPro7
usando la misma ecuacion para el analisis de los productos radioliticos

del acido o-HB.

En la figura 4.24 se muestra la curva de concentracion en funcion del
tiempo de irradiacion donde se observa el comportamiento cuadratico

de produccion del acido 3,4,5-THB.
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Figura 4.24 Curva de concentracion en funcion del tiempo de
irradiacion determinada en CLAR para el acido 3,4,5 THB obtenido en
la radiodlisis de una muestra acuosa del acido m-HB. Las condiciones
cromatograficas fueron las mismas que las empleadas para la

determinacion de los productos puros.
En la figura 4.25 se muestra la curva cuadratica al graficar el area bajo

el pico cromatografico en funcion del tiempo de irradiacion del

compuesto secundario no identificado.
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Figura 4.25 Curva cuadratica determinada en CLAR para el compuesto
secundario desconocido obtenido en la radidlisis de una muestra
acuosa del acido m-HB. Las condiciones cromatograficas fueron las
mismas que las empleadas para la determinacion de los productos

puros.

4.3.8 Analisis electroforético y espectrofotométrico de las muestras

irradiadas del acido meta-hidroxibenzoico

Como se puede ver en la figura 4.26, la radiolisis del acido meta-
hidroxibenzoico, de la misma forma que en CLAR se observaron
Uunicamente cuatro de los productos esperados que se encuentran en el
esquema 4.2. Los productos secundarios ya que se formaron en muy
poca concentracion en este analisis no se observaron, sin embargo el

acido 3-HB (B) se presenta en el electroferograma.
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Figura 4.26 Electroferograma de la separacion de los productos

radioliticos del acido m-HB.

4.3.9 Resultados obtenidos en EC de los compuestos radioliticos

observados en la radiélisis del acido m-HB

Alicuotas de la solucion irradiada un dia se analizaron y se presentan

los resultados en la figura 4.27.

Las determinacion de la concentracion de cada producto radiolitico

primario se calcul6é de manera similar al o-HB.
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Figura 4.27 Curvas de concentracion en funcion del tiempo de
irradiacion determinadas por EC, obtenidos en la radidlisis del acido m-
HB.

Cabe mencionar que al irradiar una solucion acuosa del acido meta-
hidroxibenzoico de concentracion S5 mM conteniendo 2.5 mM de
K3Fe(CN)e y saturada con N2O se obtuvieron siete picos cromatograficos
que corresponden a compuestos radioliticos, de los cuales cuatro de
ellos son de los que se esperaban (ver esquema 4.2) y los otros dos
compuestos mas se identificaron como productos radioliticos
secundarios por su comportamiento cuadratico al graficar el area bajo
la curva en funcion del tiempo de irradiacion. Ademas se observo la
formacion de la carboxi-2,5-benzoquinona, de la cual ya se expuso en el
acido o-HB. El quinto producto radiolitico primario, el resorcinol
probablemente se form6 en concentraciones menores al limite de
deteccion ya que el grupo —-OH que es un director orto, para fuerte no
favorece la formacion de este compuesto. Todos estos compuestos se
detectaron en CLAR y por EC unicamente se identificaron y

cuantificaron a los cuatro siguientes acidos 2,5-, 3,5-, 2,3- y 3,4-DHB.
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De los dos compuestos radioliticos secundarios, s6lo uno se logro

identificar, siendo éste el acido 3,4,5-THB lo cual se realizé comparando

su espectro y tiempo de retencién con el del compuesto auténtico. Este

se forma a partir del acido 3,4-DHB el cual se encuentra en mayor

concentracion por ser el principal producto radiolitico del acido m-HB.

COOH

OH

; OH
Acido 3,4-dihidrobenzoico

4.3.10 Valores G del acido m-HB

CILLAR

COOH
(2,5-DHB) (2,3-DHB)

144\ 1.41

(3,5-DHB)
0.15/ OH

T

1.65
(3,4-DHB)

G Total = 4.65

COOH

—_—
HO OH
3 OH
Acido 3,4,5-trihidroxibenzoico
EC
COOH
(2,5-DHB) (2,3-DHB)
1.45 AN 146
(3,5-DHB)
0167 T OH
1.66
(3,4-DHB)
G Total = 4.73

Los resultados obtenidos del valor G son mayores que el esperado para

el caso del acido o-HB (Acido salicilico) que era de 4.5 moléculas

formadas por cada 100 eV de energia absorbida. Esto se puede atribuir

a que en el acido m-HB existe una posicion para y dos orto para el

grupo OH orientador orto, para comparado con el acido o-HB que

unicamente tiene una posicion orto y una para.
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4.4 Estudios de la radidlisis del acido p-HB

4.4.1 Productos radioliticos esperados para el acido para-

hidroxibenzoico

El esquema 4.3 muestra los productos radioliticos esperados en la

radidlisis de wuna solucion acuosa diluida del acido para-

hidroxibenzoico.
OH
COOH
HO
COOH
OH OH
Acido 3,4-dihidroxibenzoico Hidroquinona
+ OH — »
COOH
OH HO,
OH
Acido 2,4-dihidroxibenzoico

-

Esquema 4.3 Productos esperados en la radidlisis de soluciones

acuosas del acido p-HB en presencia de K3zFe(CN)e y saturado con N2O.

Como se muestra en el esquema 4.3 de manera similar a los acidos o-y
m-HB los compuestos esperados son principalmente dihidroxiacidos y

la descarboxilacion para este caso del acido p-HB.
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Los tres productos esperados se deben a que el radical ‘OH se adiciona
a las dos posiciones libres del anillo bencénico y el tercer compuesto es

producto de la descarboxilacion del grupo acido.

4.4.2 Analisis cromatografico de las muestras patron de los productos

radioliticos esperados para el acido para-hidroxibenzoico

La figura 4.28 muestra el cromatograma de la separacion de los

compuestos auténticos esperados en la radidlisis del acido p-HB.
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Figura 4.28 Cromatograma de la separacion de los compuestos puros

esperados en la radiodlisis del acido p-HB.

Los parametros de separacion se muestran en la tabla 4.6 usando una
columna Alltima C18 de 50 mm de longitud x 4.6 mm de diametro
interno, con un tamano de particula de 3 ym y como fase movil 5 %
de metanol, 20 % del acido hexansulfénico 5 mM y 75 % de una

solucion acuosa de acido acético al 1 %.
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Tabla 4.6 Parametros cromatograficos para los tres compuestos

esperados en la radiolisis de acido p-HB.

Compuesto tr (min) Eficiencia* Resolucion
Hidroquinona 7.9 1600
10.2
Acido 3,4-DHB | 21.9 3050
§ 11.6
Acido 2,4-DHB 19.3 2850

*Numero de platos teéricos

La resolucion para este analisis fue muy bueno, siendo mucho mayor a

1 entre los tres compuestos.

En la Figura 4.29 se muestran los espectros obtenidos en el analisis de
las soluciones patron, las cuales contenian una concentracion del orden

de uM de cada uno de los compuestos auténticos.
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Figura 4.29 Espectros obtenidos en CLAR del analisis de los productos
auténticos esperados en la radiolisis de una solucion acuosa del acido

p-HB
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Los espectros obtenidos permitieron la identificacion de cada compuesto
y el pico maximo de absorcion sirvio para obtener los cromatogramas y

cuantificar a los productos radioliticos.

4.4.3 Curvas patron en CLAR de los productos radioliticos esperados

para el acido p-hidroxibenzoico

La figura 4.30 muestra un ejemplo de las curvas patron que se
obtuvieron por CLAR para los productos radioliticos esperados del acido

para-hidroxibenzoico.
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Figura 4.30 Curvas patron en CLAR para los tres compuestos puros
esperados en la radidlisis del acido p-HB. Columna Alltima C18 de 50
mm x 4.6 mm, 3 um, fase movil 5:20:75 de MeOH al S5 %,
CH3(CH2)5SO3Na (5 mM) y acido acético al 1 %.

Las concentraciones usadas fueron muy diferentes, sin embargo, se
realizaron de manera similar a la cantidad de producto radiolitico que

se esperaba.
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Las rectas obtenidas se ajustan a un modelo lineal en el intervalo de

concentracion usada (programa OriginPro7).

4.4.4 Analisis electroforético de las muestras patron de los productos

radioliticos esperados para el acido para-hidroxibenzoico

Fueron bien separados, los tres productos esperados (ver esquema 4.3)

en la radiodlisis del acido p-HB como se observa en la figura 4.31.
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Figura 4.31 Electroferograma de la separacion de los compuestos puros

esperados en la radidlisis del acido p-HB.
Los parametros de separacion se muestran en la tabla 4.7 la columna y

la solucion amortiguadora fueron las empleadas en el analisis

electroforético del acido o-HB.
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Tabla 4.7 Parametros electroforéticos para los tres compuestos

esperados en la radidlisis del acido p-HB.

Compuesto tm (min) Eficiencia* Resolucion
Hidroquinona 7.9 55900 43.1
Acido 2,4-DHB 19.3 67350
<. 6.4
Acido 3,4-DHB 21.9 36330

*Numero de platos teoéricos

Al igual que en el analisis electroforético de los acidos o- y m-HB se
obtuvo una resolucion muy buena para todos los compuestos mayor a
uno lo que refleja la obtencion de picos estrechos, ventaja caracteristica

de esta técnica.

La Figura 4.32 muestra los espectros obtenidos en el analisis de las
soluciones patron, las cuales contenian a los compuestos auténticos en

una concentracion del orden de uM para cada uno de ellos.
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Figura 4.32 Espectros obtenidos en el analisis de los productos

auténticos esperados en la radiolisis del acido p-HB
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Si comparamos los espectros obtenidos en ambas técnicas analiticas,
pareceria que son compuestos diferentes ya que sus maximos de
absorcion cambian. Este hecho se debe a la diferencia de pH de las
soluciones usadas (CLAR medio acido y EC medio basico). Asi por
ejemplo la hidroquinona que presenta un maximo de absorcion a 290
nm en CLAR, para el caso de EC se obtiene el espectro de la quinona

con un maximo en 247 nm.

4.4.5 Curvas patron en EC de los productos radioliticos esperados para

el acido para-hidroxibenzoico

La figura 4.33 muestra las curvas patron de los productos auténticos
esperados en la radidlisis del acido p-HB determinadas por

electroforesis capilar.
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Figura 4.33 Curvas patron en EC de los tres compuestos puros en las
concentraciones esperadas en la radiolisis del acido p-HB. Columna y
celda de alta sensibilidad (72 + 8.5 cm x 75 pm), voltaje 25 kV y como

solucion amortiguadora de boratos 10 mM de pH 9.3 con 50 mM de
SDS.
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Usando estas curvas patron se obtuvieron las diferentes
concentraciones producidas para cada uno de los productos radioliticos

esperados.

4.4.6 Analisis cromatografico y espectrofotométrico de las muestras

irradiadas del acido para-hidroxibenzoico.

Se muestra inicialmente las separacion de los compuestos radioliticos

del acido p-HB, asi como su identificacion mediante el t; y su espectro
UVv.

La figura 4.34 muestra el cromatograma de la separacion de los

compuestos obtenidos.
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Figura 4.34 Cromatograma de la separacion de los compuestos

obtenidos en la radiolisis del acido p-HB irradiado a 2.22 kGy.
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Mediante CLAR se lograron separar cinco compuestos, en la figura 4.35
se presentan los espectros de los dos compuestos adicionales a los que

se esperaban en la radiolisis del acido p-HB.
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Figura 4.35 Espectros obtenidos en CLAR de los dos compuestos

adicionales a los esperados en la radidlisis del acido p-HB.

Como puede observarse, estos productos presentan espectros diferentes
al de los productos auténticos que se muestran en la figura 4.29 (que
son aquellos que se esperaban) lo cual indica que se trata de otros
compuestos, estos espectros también presentan maximos de absorcion

definidos.

4.4.7 Resultados obtenidos en CLAR de los compuestos radioliticos del

acido p-HB

Las curvas son un ejemplo (Figura 4.36) de un dia en que se irradio el

acido p-HB a diferentes dosis.
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Los datos empleados para la construccion de estas curvas se obtuvieron

a la longitud de onda maxima del espectro UV que presenta cada

compuesto.

La figura 4.36 presenta los resultados obtenidos al irradiar una
solucion acuosa del acido p-HB y la concentracion se determiné de

manera similar a la realizada con el acido o-HB.

700

600 " + Hidroquinona
.’ m Acido 3,4-DHB
. 4 Acido 2,4-DHB

S 500 .t

Concentraciod
N w N
o o o
S S S

N

—
o
o

Tiempo de irradiacién (min)

Figura 4.36 Curvas de concentracion determinadas en CLAR para los
tres productos radioliticos primarios, obtenidos en la radiodlisis del acido

p-HB.

La pendiente de las curvas y su curvatura se obtuvo usando la ecuacion
10 del Apéndice A y el programa OriginPro7.
En la figura 4.37 se muestra una curva de concentracion donde se

observa el comportamiento cuadratico con la dosis del acido 3,4,5-THB.
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Figura 4.37 Curva de concentracion determinada en CLAR para el acido
3,4,5-THB obtenido en la radiolisis de una muestra acuosa del acido p-
HB. Las condiciones cromatograficas fueron las mismas que las

empleadas para la determinacion de los productos puros.

En la figura 4.38 se muestra el comportamiento cuadratico del
compuesto secundario desconocido donde se grafica el area bajo la

curva del pico en funciéon del tiempo de irradiacion.
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Figura 4.38 Curva de concentracion determinada en CLAR para el
compuesto secundario no identificado, obtenido en la radidlisis de una

muestra acuosa del acido p-HB.

4.4.8 Analisis electroforético y espectrofotométrico de las muestras

irradiadas del acido para-hidroxibenzoico.

Como se puede ver en la figura 4.39 en la radidlisis del acido para-
hidroxibenzoico se obtuvieron los tres productos que se esperaban y los
cuales se presentan en el esquema 4.3. Ademas de estos productos

radioliticos se puede ver también, el pico correspondiente al acido p-HB.
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Figura 4.39 Electroferograma de la separacion de los productos

radioliticos del acido p-HB irradiado a 2.22 kGy.

4.4.9 Resultados obtenidos en EC de los compuestos radioliticos del

acido p-HB

La concentracion de cada producto radiolitico primario, obtenida a
diferentes tiempos de irradiacion se determiné interpolando las areas en

las curvas patron.

En la figura 4.40 se muestran las curvas de concentracion de los
productos radioliticos primarios obtenidos, en la irradiacion de una

solucion del acido p-HB a diferentes tiempos.
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Figura 4.40 Curvas de concentracion determinadas por EC para los tres
productos radioliticos primarios, obtenidos en la radidlisis del acido p-
HB. Las condiciones electroforéticas fueron las mismas que las

empleadas para la determinacion de los productos puros.

Los resultados fueron tratados de la misma manera que los obtenidos

en CLAR usando el programa OriginPro7 y la misma ecuacion.

Debe mencionarse que cuando se us6 la metodologia de CLAR y se
analiz6 una muestra acuosa de acido para-hidroxibenzéico a una
concentracion 5 mM mas 2.5 mM de K3Fe(CN)gs y la solucion saturada
con N2O e irradiada, se obtuvieron cinco compuestos de los cuales tres
de ellos son los que se esperaban (ver esquema 4.3) los otros dos
compuestos se identificaron como productos secundarios. En el caso de
la metodologia de EC unicamente se identificaron los tres productos

radioliticos que se esperaban.

El acido 3,4,5-THB se identifico0 como producto secundario y se

confirmo6 su produccion con una muestra del compuesto auténtico.
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El acido 3,4-DHB al ser el principal producto en la radiolisis del acido
p-HB se encuentra en la solucion acuosa en una concentracion tal, que
el radical "OH reacciona con él para dar origen a la formaciéon del acido

3,4,5-THB como producto secundario.

COOH COOH

HO

OH
Acido 3,4-DHB

4.4.10 Valores G del acido p-HB

CILLAR

(Hidroquinona)
0.97

COOH
(2,4-DHB) (2,4-DHB)

0.09 A 0.09
(3A~DHB{/27 \R\fsA_DHB)
1.82

OH
G Total = 4.78

HO OH

OH
Acido 3,4,5-THB

EC

(Hidroquinona)
1.01

COOH
(2,4-DHB) (2,4-DHB)

0.09 AN 0.09

(3,4-DHB) (3,4-DHB)
1.82/ | \1.82

OH
G Total = 4.83

El rendimiento radioquimico obtenido es similar al valor esperado ya
que en este caso la cuantificacion de los productos radioliticos no
presentan descomposicion o formacion de otros productos por la
presencia del oxidante, aunque se obtiene en muy bajo rendimiento un

producto secundario.
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4.5 Discusion sobre la proporcion parcial relativa por posicion de
adicion del radical ‘OH a las diferentes posiciones libres en el anillo

aromatico de los acidos o-, m-, y p-HB.

La presencia de dos sustituyentes en el anillo complica la orientacion de
la reaccion de adicion del radical "OH a los compuestos en estudio, asi
que la reaccion se ve influenciada por uno de los sustituyentes y en
algunos casos se ve reforzada por el otro sustituyente. En este caso, se

indica con flechas las posiciones donde el radical *OH se adiciona.
COOH
COOH

OH

NN
AN ‘

OH

Acido 0-HB Acido p-HB

Por otro lado cuando el efecto director de un grupo sustituyente es
opuesto al otro, se dificulta la prediccion del producto que se obtiene en
mayor proporcion. Como el caso del acido m-HB donde los dos

sustituyentes son directores opuestos.

COOH

OH

Acido m-HB
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4.5.1 Proporcion parcial relativa por posicion de la reaccion de

oxidacion del acido o-HB

(Catecol) (Catecol)
0.47 0.42
(2,6-DHB) COOH (2,6-DHB) COOH
0.003 OH ' OH
(2,5-DHB) \(Z,S-DHB) (2,5-DHB) \(2,3—DHB)
0.66 / 1\ 1 0.62 / 7\ 1
0.047 0.042
(2,4-DHB) (2,4-DHB)
Determinado en CLAR Determinado en EC

La adicion del radical *OH en la posicion orto al sustituyente -OH y
meta al grupo -COOH en el acido o-HB genera uno de los compuestos
primarios que es el acido 2,3-DHB, el cual es el producto principal en la
radiolisis del acido o-HB debido a la afinidad electronica del radical, ya
que este hecho nos indica que existe una mayor poblacion electronica
en la posicion orto al sustituyente —OH, ademas de que el grupo
carboxilico es un orientador meta y la adicion se efectuo en la posicion

meta de este grupo.

Una adiciéon del radical "OH en la posicion para al subtituyente OH y
posicion meta al grupo —-COOH, da lugar a la formacion del acido 2,5-
DHB. En este caso se encontré una diferencia al comportamiento que
presenta el fenol y que en la literatura Albarran y Schuler (20) nos
indican una mayor adicion del radical ‘OH a la posicion para. Por otro
lado, en el caso del acido benzoico la mayor cantidad de producto

radiolitico fue la del m-hidroxibenzoico en la posicion meta (34).

El catecol es producido por la descarboxilacion del acido o-HB.
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La adicion del radical *OH en la posicion meta al sustituyente -OH y
para al grupo -COOH es menos favorecida sin embargo se lleva a cabo,
ya que se observa la formacion del acido 2,4-DHB en bajas
concentraciones.

Por ultimo la formacion del acido 2,6-DHB que se efectiia al adicionarse
el radical *OH en la otra posicion meta al sustituyente —-OH y orto al
grupo —COOH, es la posicion menos favorecida probablemente porque el
grupo carboxi produce impedimento estérico ademas de que el grupo —
COOH es un director meta y el grupo —OH es un grupo director orto y

para fuerte.

4.5.2 Proporcion parcial relativa por posicion de la reaccion de

oxidacion del acido m-HB

COOH COOH
(2,5-DHB) (2,3-DHB) (2,5-DHB) (2,3-DHB)
0.87 AN 0.85 0.87 A 0.88
(3,5-DHB) (3,5-DHB)
0.001 7 T OH 0,006~ T OH
1 1
(3,4-DHB) (3,4-DHB)

Determinado en CLAR

Determinado en EC

La adicion del radical *OH en la posicion orto al sustituyente —-OH y para
al sustituyente —-COOH en el acido m-HB genera al compuesto
primario, acido 3,4-DHB, el cual es el producto principal en la radidlisis
de este acido.

Seguida a la adicion en la posicion 4, se lleva a cabo una adicion del
radical ‘OH tanto en para, como en orto al sustituyente —OH, dando
lugar a la formacion de los acidos 2,3-DHB y 2,5-DHB. Debido a que el

grupo —-OH es un orientador fuerte a las posiciones orto y para en el
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anillo bencénico, en este caso el grupo carboxilico es un grupo
desactivante director meta en una reaccion de sustitucion electrofilica

como es el ataque del radical "OH al anillo aromatico.

La adicion del radical *OH en la posicion meta al sustituyente —OH da
origen a la formacion del acido 3,5-DHB en muy baja concentracion
debido a que el grupo -OH es un fuerte director orto, para y aunque el

grupo carboxilico es orientador meta, la reaccion no se ve favorecida.

4.5.3 Proporcion parcial relativa por posicion de la reaccion de

oxidacion del acido p-HB

(Hidroquinona) (Hidroquinona)
0.53 0.55
COOH COOH
(2,4-DHB) (2,4-DHB) (2,4-DHB) (2,4-DHB)
0.05
0.05 \ L 0.05 \ 0.05

(3,4-DHB) (3,4-DHB) (3,4-DHB) (3,4-DHB)
7 ™~ 1 7 AN 1

1 |
OH OH
Determinado en CLAR Determinado en EC

Cuando se uso la metodologia de CLAR y se analiz6 una muestra
acuosa de acido para-hidroxibenzoico a una concentracion S mM mas
2.5 mM de KszFe(CN)e y la solucion saturada con N2O e irradiada, se
obtuvieron cinco compuestos de los cuales tres de ellos son los que se
esperaban (ver esquema 4.3) los otros dos compuestos se identificaron
como productos secundarios. En el caso de la metodologia en EC se

identificaron sélo los tres productos que se esperaban.
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Siendo que el acido p-HB tiene una cierta simetria se tienen dos
posiciones orto al grupo —OH los cuales son posiciones meta al grupo
—COOH, asi que el radical "OH siendo una especie electrofilica, se
adiciona a estas dos posiciones ricas en electrones del anillo aromatico,
dando como producto radiolitico principal al 3,4-DHB. En las
posiciones restantes meta al grupo —OH y orto al grupo -COOH se ven
desfavorecidos ya que son contrarios a sus propiedades orientadoras
por lo que se obtiene el compuesto 2,4-DHB en una proporcion de

unicamente 0.05.
La descarboxilacion del sustituyente carboxilo da lugar a la formacion

de la hidroquinona. La reaccion de descarboxilacion se ve favorecida por

la posicion del sustituyente —-OH en posicion para.
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V Conclusiones

De la Quimica Analitica

Las condiciones electroforéticas y cromatograficas permitieron la
separacion de los productos radioliticos primarios y secundarios obtenidos
en la radidlisis de soluciones acuosas de los acidos o-, m- y p-HB con una
resolucion siempre mayor que uno, siendo que en EC se obtuvo una

resolucion mayor.

Utilizando los dos métodos de analisis con detector de arreglo de diodos, se
lograron identificar todos los productos primarios esperados mediante sus
espectros (UV) y sus tiempos de retencion y migracion de los acidos en
estudio, con excepcion del acido 2,6-DHB en EC y el Resorcinol en los dos

meétodos.

Ambos métodos usados permitieron la cuantificacion en el orden de uM de
los productos radioliticos primarios obtenidos en la radiolisis de soluciones
acuosas de los tres isomeros en estudio. Asi cinco productos para el acido
0-HB, cuatro para el acido m-HB y tres para el acido p-HB.

Los analisis mediante EC se realizaron en un tiempo menor que en CLAR.

Se identificaron los productos radioliticos secundarios, el 2,3,4-THB en el

acido o-HB y el 3,4,5-THB en los acidos m- y p-HB.
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De la Quimica de Radiaciones

Este estudio provee una prueba sensible de que el sustituyente -OH es
quien controla la adicion del radical *OH, el cual es un grupo electroéfilo
fuerte en reacciones de adicion en la radiodlisis de soluciones acuosas de
los acidos o-, m- 6 p-HB, por lo que los principales productos radioliticos
obtenidos, son el resultado de la adicion del radical *OH a posiciones ricas
en poblacion electronica. En el caso del grupo —-COOH refuerza las

posiciones 3 y 5 de los acidos orto y para hidroxibenzoicos Unicamente.

La carboxiquinona que se obtiene en la radidlisis de los acidos o- y m-HB
se considera un producto radiolitico primario, sin embargo, su formacion
requiere de la oxidacion por el ferricianuro del acido 2,5-DHB. Su
cuantificacion se dificulta por su facil descomposicion en funcion del

tiempo.

Conociendo que el sustituyente —-OH es un orientador orto, para fuerte y
sabiendo que la reaccion de oxidacion radiolitica continta, se identificaron
los acidos 2,3,4- y 3,4,5-THB como productos radioliticos secundarios, los
cuales presentan un comportamiento cuadratico en funcion de la dosis de

irradiacioén.
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APENDICE A

El tratamiento de datos surge de consideraciones cinéticas, ya que en la
radidlisis del acido hidroxibenzoico, los productos de interés (P) son

formados mediante la siguiente reaccion.

Khs
‘Ol + HB > (HBOH)

(HBOH ) + K3Fe(CN)g ) Productos primarios (P1) (1)

Kp1+P
‘OH + P 3%  Productos secundarios (P2)  (2)

[P.], =G(P), *F*D
Donde:
[PJD: dependencia de dosis de la formacion de los productos iniciales a

una dosis D
G(P,), =rendimiento inicial de P;

F = factor de correccion de la competencia entre las reacciones 1y 2

Asumiendo que kp; es similar para todos los productos y despreciable para

las reacciones terciarias, F puede estar dado por la ecuacion siguiente:

_ Kug [HB] kPl[Pl]D
B kHB[HB]+ kpl[Pl]D B kHB[HB]"’ kPl[Pl]D

3)

Donde:

[HB] = es 1a concentracién de anién del acido
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Durante las etapas iniciales de la radidlisis hay una pequena pérdida del
acido, asi que la formacion de los productos pueden ser aproximadamente
proporcionales a la dosis.

[Pl]D ~ G(P1)o*D

La ecuacion 3 puede ser aproximada a:

o 17Q*D 4)
1+QD*D
Donde:
_ ke G(P), (5)
® "o [HB]

El parametro Q proporciona la medida de la curvatura de la grafica
rendimiento vs dosis, asi que los productos formados podrian ser
inversamente proporcional a la concentracion del acido. Con la suposicion
indicada arriba la concentracion de productos total en la dosis D esta dada
por la integral desde dosis cero a una dosis dada.

~ t1-Q*D
[P,]= G(Pl)ol‘md[)

=G(P1), *{2*(In(1+ Q*D)/Q) - D} (6)

A dosis bajas la pérdida de los productos debido a reacciones secundarias

es minima y la ecuacion (6) se reduce a

[P.]o~ G(P1), *{In(1+ Q*D)/Q} (7)

En muy bajas dosis, ademas la ecuacion 7 puede reducirse a

Plo~ G(PL), *D ®)
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Si todos los productos reaccionan con los radicales ‘OH a velocidades
similares el parametro Q debe ser similar para todos los productos como
es aproximadamente observado, indicando que hay poca diferenciacion en
las reacciones secundarias. La formacion de productos especificos podria

representarse por :

fi*[p,], = fi*G(P1), * {2* (In(1+ Q*D)/Q) - D} ©)

Donde:

fi = es la fraccion de radicales ‘OH que dan origen a un producto
particular.

La ecuacion 9 se usara para determinar la curvatura y posteriormente este
valor se usa para determinar el valor G de cada uno de los productos

radioliticos.
Siendo que esta ecuacion
P, * {2*[In(1+ Q*D)/Q] - D} (10)

P: da la pendiente de la curvatura y Q es el grado de curvatura con estos
datos se pueden calcular el rendimiento radiolitico (G) para cada uno de

los productos radioliticos (21).

97



APENDICE B

Utilizando la ecuacion y = Px, se presenta en la tabla siguiente los
resultados de las pendientes (m) y los coeficientes de correlacion (r) de las
curvas patron obtenidas en CLAR y EC de cada uno de los productos

auténticos esperados en la radiolisis de los acidos o-, m- y p-HB.

o-HB
Producto CLAR EC
esperado m r m R
Catecol 12.519 0.999 0.856 0.999
Acido 2,6-DHB 34.222 0.999 2.313 0.998
Acido 2,5-DHB 18.468 0.999 1.227 0.999
Acido 2,4-DHB 71.357 0.999 4.110 0.997
Acido 2,3-DHB 38.635 0.999 1.784 0.999
m-HB
Producto CLAR EC
esperado m r m R
Acido 3,4-DHB 53.212 0.999 4.169 0.999
Acido 2,5-DHB 18.731 0.999 1.812 0.999
Acido 2,3-DHB 16.854 0.999 2.016 0.999
Acido 3,5-DHB 13.980 0.999 1.348 0.987
Resorcinol 10.316 0.999 0.625 0.996
p-HB
Producto CLAR EC
esperado m r m R
Acido 3,4-DHB 102.719 0.999 52.905 0.999
Hidroquinona 29.817 0.999 1.956 0.999
Acido 2,4-DHB 148.272 0.999 9.607 0.999
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APENDICE C

Ecuaciones para la evaluacion de la eficiencia y resolucion en el presente

trabajo.

Donde:

N = numero de platos teéricos
tr = Tiempo de retencion o tm (tiempo de migracion) en el caso de
electroforesis

wl/2 = Anchura medida a una altura igual a la mitad de la altura del pico

R (tr, —tr,)
1/2(wb, +wh, )

Donde:

Rs = Resolucion

tr1 = Tiempo de retencion o tm; (tiempo de migracion en el caso de
electroforesis) del pico 1

tro = Tiempo de retencion o tmy (tiempo de migracion en el caso de
electroforesis) del pico 2

wbi1 = Anchura medida de la base del pico 1

wbz = Anchura medida de la base del pico 2
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