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Capitulo 1.

Introduccién.

El oscurecimiento enzimatico es un serio problema que se presenta en las frutas y
verduras, este proceso comienza con la oxidacion de diversos sustratos fendlicos,
principalmenteo-difenoles, que se encuentran en dichos alimentos. La reaccién de
oxidacion es catalizada a través de la polifenol oxidasa (PPO), que interviene para
formar productos de tipo quinona, los cuales pueden sufrir diversas reacciones y asi
formar agregados moleculares de alto peso molecular llamados melaninas, que son los
causantes del oscurecimiento observado. Mantener bajo control dichos procesos es de
vital importancia y es por ello que se ha implementado el uso de diversos aditivos que
ayuden a la eliminacién de estos procesos indeseables. Una de las clases de compuestos
que apunta a ser una excelente opcién para satisfacer estas demandas son las
ciclodextrinas (CD), que son oligdmeros de unidades de carbohidratos agrupadas n
veces para formar una estructura ciclica. Las ciclodextrinas poseen cualidades
anfipaticas sorprendentes, debido a su alta solubilidad en agua y su capacidad para

formar complejos de inclusidon con compuestos apolares.

La observacion previa de que la adicion de CD previene el oscurecimiento enzimatico
en preparados de manzana fresca ha sugerido que los comptaiitaslicos, que son

los sustratos de la PPO, son capaces de formar complejos de inclusion con las CD'’s, por
lo que al estar el sustrato en el interior de la cavidad de la CD, la PPO no es capaz de
oxidarlo. Basados en esto, consideramos que la formacion de complejos de inclusion
estables hard a los compuestoslifenolicos menos susceptibles a la oxidacion
enzimatica por PPO, evitando y/o retardando el oscurecimiento enzimatico de los
alimentos. Por tal motivo, el objetivo primordial de este trabajo fue el de caracterizar el
proceso de inclusidon entre las y B- ciclodextrinas y algunos de los compuesto
difendlicos mas abundantes en frutas y verduras: el acido protocatecuico (APTC), el

acido cafeico (ACAF) y el acido clorogénico (ACGN).

El estudio voltamperométrico de los tres compuestaifenolicos realizado
inicialmente en ausencia de CD, muestra la presencia de un pico angddisodiado
a un pico catodico ), este mismo comportamiento se observo a todas las velocidades

de barrido estudiadas de 0.1 a 10 V/s, lo que muestra que en la escala de tiempo del
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experimento, el producto de oxidacién es estable. En el pico andgicodirre la
oxidacion del compuesto-difendlico a la correspondientebenzoquinona, en tanto

que en el pico catédico ocurre el proceso de reduccion. El analisis de los
voltamperogramas ciclicos experimentales, mediante simulacién digital muestra que la

oxidacion de estos compuestos ocurre via un mecanismo ECEC.

En presencia de concentraciones crecientas ¢e3-CD, los voltamperogramas de los

tres compuestos estudiados presentan un desplazamiento positivo en el potencial de pico
anodico (kg y un desplazamiento negativo en el potencial de pico catodigo &8i

como también una disminucion en el valor de la corriente de los piceski
respectivamente. Este comportamiento indica dos cosas, la primera, que en presencia de
CD es necesario invertir mas energia para lograr la oxidacién, y la segunda es la
evidencia de la formacion de los complejos de inclusion, que se demuestra por el
decremento de las corrientes anddica y catodica, que reflejan la disminucion del

coeficiente de difusion del compuestalifendlico debido a la formacion del complejo.

La determinacion de las constantes de formacign K los complejos de inclusion, se
realizO mediante la variacion de la corriente del pico anddico en funcidon de la
concentraciéon de CD, utilizando el modelo matematico desarrollado por Eahs y

Para todos los complejos de inclusién estudiados se obtuvd un buen ajuste lineal de los
resultados experimentales a dicho modelo, para concentraciones de CD superiores a la
concentracion estequiométrica de aamddifendlico. Los resultados muestran que para

los tres compuestos estudiados las constantes de formacién del complejo de inclusion
con ambas CD’s se encuentran en el mismo orden de magnitud. Los valores de K
indican que la inclusion del compuestdifendlico en la cavidad de la ciclodextrina es

un proceso favorable, con una estequiometria 1:1. En cuanto a tendencias estructurales,
las constantes de formacion indican que los derivados del &cido cinamico se asocian

preferentemente con @CD, mientras que los derivados del acido benzoico lo hacen

con la-CD.
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Capitulo 2.
Hipotesis y Objetivos.
Hipotesis

* Silos compuesto®-difendlicos se incluyen en la cavidad de la ciclodextrina
formando complejos de inclusion estables, entonces la enzima PPO no los podra
reconocer como Sus sustratos, lo que evitard o retardara el proceso de

oscurecimiento enzimatico.

Objetivo General

» Caracterizar el proceso de formacion de complejos de inclusionpentfeCD
y diversos compuestos-difendlicos naturales en medio acuoso, mediante la

técnica de voltamperometria ciclica (VC).

Objetivos Especificos

» Estudiar el comportamiento electroquimico por VC y electrdlisis a potencial
controlado (CC) de los compuestedifenolicos en medio acuoso de KCI 1 M e
investigar el mecanismo por el cual se lleva a cabo la oxidacion a la

correspondiente o-quinona.

» Caracterizar el comportamiento voltamperométrico de los compu@stos
difendlicos en presencia de CD y utilizando el modelo de Evanot. wvaluar
las constantes de equilibrio asociadas a la formacion de complejos de inclusién

entre los compuestosdifendlicos y las CD.
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Capitulo 3.
Antecedentes:

3.1 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo.

La manifestacion de una enfermedad en el ser humano dista de ser un proceso
unifactorial, ya que la mayoria de las veces se debe a un conjunto de causas de toda
indole, como son una alimentacién inadecuada, estados depresivos, falta de ejercicio y a
otros factores como la raza, el sexo y la edad del individuo. Si bien, el organismo ha
desarrollado una gran cantidad de ingeniosos mecanismos para mantener el equilibrio
con el medio ambiente, hay muchas ocasiones en las que el desequilibrio supera en todo
margen a estos mecanismos reguladores, lo que se traduce en la aparicion de varios
desdrdenes entre los que se encuentra el estrés oxidativo. En las ultimas décadas, el
estrés oxidativo ha tomado un lugar de importancia en los trabajos de investigacion a
nivel mundial! por la gran cantidad de problemas de daflidales como cancer,
arteriosclerosis, infertiliddd, problemas de tipo cardiaco, isquemia y envejecimiento
guese asocian al exceso en la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) las
cuales empeoran significativamente el dafio a pacientes que sufren de enfermedades
como: diabetes, VIH-SIDA y leucemia. Aunque debe tenerse claro que las EROS no
son en si del todo perjudiciales, ya que en pequefias concentraciones desempefian
diversas funciones en el organismo como la sefalizacion intracelular y la regulacion

redox.

Algo que es importante destacar es que englobadas dentro del concepto de EROS, no
s6lo se encuentran la especies radicales y no radicales que se producen por la reduccion
del oxigeno molecul&® sino que también otras especies derivadas del nitrégeno o

incluso especies de cléfacomo puede observarse en la Tabla 1.

A pesar de que la variedad de EROS producidas en el organismo es extensa, solamente
algunas de estas especies se encuentran en cantidades apreciables para generar dafos
significativos. Entre las EROS mas abundantes y ndtf/d8® desde un punto de

vista bioldgico se encuentran el oxigeno singulete, el anidn superoéxido, el peréxido de

hidrogeno, el radical hidroxilo y el éxido nitrico.
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Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno.

Radicales No radicales
Superoéxido G Peréxido de hidrégeno 0,
Hidroxilo OH Acido hipobromoso HO-Br
Hidroperéxido HO-O Oxigeno singuletéO,
Peroxilo lipidico R-O-O Acido hipocloroso HO-CI
Alcoxilo lipidico Cloruro de nitronio NGCI
Cloruro atomico Cl Cloraminas
Oxido nitrico NO Acido nitroso HNQ
Diéxido de nitrégeno N Cation nitrosilo NO

Tetradxido de dinitrogeno 0,
Peroxinitrito NO-O

3.1.1 Oxigeno singulete {0,).

El oxigeno molecular tal y como lo encontramos en la naturaleza se encuentra en su
estado basal de tripletéQp), esto es con dos electrones desaparfaddsen los
orbitales 2py (Figura 1).Por ende el oxigeno molecular por razones energéticas tiende

a estar siempre en la configuracion de la Figura 1 a menos que la influencia de un factor
externo como puede ser la incidencia de radiacion en presencia de un agente
sensibilizante, como las flavinas, promueva el apareamiento de los electrones en el
orbital molecular ocupado de mas alta energia (HOMO), ya sea en el mismo (singulete
A) o en orbitales distintos (singuleld. La generacion de esta especie causa severos
dafios en los sistemas lipidicos tanto de los alimentos como del organismo que los
ingiere, ya que es cerca de 1,000 veces mas reactiva que el oxigeno triplete, sin embargo
se veran los detalles de este mecanismo fotoinducido en las secciones posteriores, donde

se tratara la peroxidacion lipidica.

Facultad de Quimica U.N.A.M. 5



Capitulo 3. Antecedentes. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe

4
2P0, [/ :
i b
Emﬁrr ’f,:"—',:‘n :‘u
" o |
&t %
- ?p N A== 2'{]
o W A
g 20w, 4:4‘ ;
5 n.‘ ‘.*
— 2 ‘\ l-‘
@ [Ty '—1—*-'
Q 2s0, ,_f-l-,
O J,’ “,
J’J' “1
28 €, 2 2s
2isg, ™

Figura 1. Diagrama de orbitales moleculares de la molécula de oxigeno en su estado basal de triplete
3
0.,

3.1.2 Anion radical superoxido (Oz'_).

Esta especie se produce en el organismo por diversos sistemas enzimaticos como son
NADPH oxidasa, xantina oxidasa, ciclooxigenasa y lipooxigenasa o0 por via no
enzimatica por la autooxidacion de varios componentes presentes en los alimentos,
como flavonoides, compuestos fendlicos, algunas fragancias y colorantes. También por
la exposicion fotoquimica de los alimentos y por la adicidon de un electron extra al
oxigeno intracelular, lo que generalmente se lleva a cabo durante la cadena respiratoria.
Si bien este radical no es muy reactivo debido a que no puede atravesar las membranas
celulares, el radical superoxido puede reaccionar de distintas maneras, incluyendo la
reaccion con NOpara producir peroxinitrito y las reacciones con las enzimas que
poken centros de hierro-azufre como la aconitasa en mamiferos. Adicionalmente, el

radical superoxido puede dismutar de acuerdo a la reaccién (1).
20, +2H - H0; + O, 1)

La reaccion (1) es catalizada enzimaticamente por la superéxido dismutasa (SOD) y por

via no enzimatica la reaccion se favorece a valores altos de pH. Otra reaccion de
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importancia se da con el acido ascorbico, que también constituye una linea de defensa
adicional a la SOD contra el superéxido y que toma gran importancia debido a que el

acido ascorbico se encuentra en relacion 4:1 conatesada SOD.
3.1.3 Peroxido de hidrégeno (bD,)

La mayor parte del peroxido de hidrogeno intracelular proviene de la dismutacion del
O, (reaccion (1)). Sin embargo, existen otras fuentes como las reacciones catalizadas
por la glicolato oxidasa y la monoamina oxidasa. Al igual que;€é] @I peréxido de
hidrogeno es una especie poco reactiva sin embargo puede atravesar la membrana
celular y reaccionar con metales de transicion, tales corfioyReu’, para formar el

radical hidroxilo (*OH) (Figura 2), el cual resulta muy nocivo para el organismo. El
peréxido de hidrégeno es capaz de inhibir la actividad de varias enzimas de la
glucdlisis, y en altas concentraciones puede oxidar a los grupos tiol (-SH) de las
proteinas y causar ruptura de las cadenas del ADN. Por accion de la mieloperoxidasa, el
H.O, genera el HOCI, una especie soluble en lipidos, altamente reactiva, que
rapidamente oxida a los constituyentes de las proteinas, incluyendo a los grupos tiol, los

grupos amino y la metionina.

Con respecto a las defensas que presenta la célula contg®l| Bk encuentran la
glutatién peroxidasa (GPx), la catalasa y la peroxirredoxina (Prx), que junto con la
SOD conforman la mayor defensa antioxidante de las células (Figura 2).

Grw » H20+02
Enzimas que =
contienenqﬂavinas Cu,Zn-50D GVCatalasa Eg
0, > O, —> H,0, Prx —
H—
Fm —
Cu' ‘OH =

=

Peroxidacién %E
==

de lipidos

Daiio al ADN ¥
proteinas

Figura 2. Procesos enzimaticos de formacién y degradacion,dg €&,0, en la célula. Imagen extraida
de [10]. No6tese la cantidad de defensas enzimaticas con las que cuenta la célula para evitar a toda costa la

formacion del radical *OH que resulta sumamente perjudicial a las funciones celulares del organismo.
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3.1.4 Radical hidroxilo (OH)

El radical hidroxilo (*OH) es sin duda la EROS mas reactiva y dafina que existe, puede
formarse por métodos fisicos como exposicion a radiaciones de alta energia, por la
ruptura homolitica del agua, pero principalmente por la reaccion de Fenton, que utiliza
al H,O, en presencia de metales de transicion como material de partida, reaccion (2).

H,0, + M™ — OH + «OH + M ™" M = F&", Cu' )

El O," juega un papel importante tanto al regenerar la forma reducida del metal,
reaccion (3), como produciendo el radical hidroxilo a través de su reaccion con el
peroxido de hidrogeno, reaccion (4), por lo que al conjunto de reacciones (3) y (4) se les

conoce como reacciones de Haber-Weiss.
O, +M (n+1)+ O, + M™ (3)
Oz._ + HzOz + HJr — 02 + Hzo +'OH (4)

La peligrosidad de esta especie radical se debe a que puede interaccionar con
practicamente cualquier biomolécula siendo las constantes cinéticas de rapidez (k) del
orden de 1910 M's*. A diferencia de las EROS estudiadas antes, no existen

mecanismos de defensa especificos in vivo para detener la accion del radical «OH.
3.1.5 Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico es un compuesto de vital importancia en el organismo ya que en las
cantidades adecuadas desempefa diversas funciones utiles. EI NOe se sintetiza en las
neuronas del sistema nervioso central donde actia como neuromodulador en la memoria
y en la coordinacién de la actividad neuronal, asi como en la regulacion del flujo
sanguineo y en la modulacién del dolor. El éxido nitrico se fanmévo a partir del
aminoacido L-arginina por accién de la enzima 6xido nitrico sintetasa. Entre los efectos
adversos del 6xido nitrico, esta su reaccién con el anién radical superéxido (k = 6.7x10
M™s?) para formar el anién peroxinitrito (Figura 3) el cuél tiene una alta citotoxicidad

y sirve como precursor de otras ERSS
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NO'\ Hf‘/' ONOQOH =———p NO:* + OH*
/ONOO‘ >\
02" CO2 ONOOCO7 mmmmmp- NO2* + CO3" ™

Figura 3. Produccion de peroxinitrito y sus EROS derivadas.

El peroxinitrito debe su alta citotoxicidad principalmente a su reaccion con las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), a la escision de iones cobre de los centros
activos de varias enzimas, al ataque sobre los residuos de tirosina que constituyen a las
proteinas, asi como en la produccién de un gran nimero de especies dafiinas como son

el radical'lOH y el peroxocarboxilato (Figura 3).
3.2  Daifio provocado por las EROS

La produccion de EROS dentro del organismo es parte de diversos procesos fisioldgicos
naturales, sin embargo cuando éstas se encuentran en exceso pueden dafar al organismo
de tres formas principal®s la primera de ellas es el ataque directo a las bases
nitrogenadas que forman al ADN, lo que puede desencadenarse en diversas mutaciones
y carcinogénesi$?, la segunda forma es la reaccién con los aminoacidos que
conforman a las proteinas y como se ha visto, el tipo de aminoacido afectado dependera
en gran medida de la EROS que produce el dafio. Ademas del dafio individual a los
aminodcidos, las EROS pueden provocar la ruptura de los enlaces peptidicos y la
agregacion de proteinas, las que adicionalmente pueden sufrir la reacciébn con los
intermediarios generados durante la reaccion de EROS con los lipidos. Por ultimo, el
tercer tipo de dafio que provocan las EROS es la oxidacion de los lipidos, que es el
proceso que se lleva a cabo con mayor facilidad debido al elevado nimero de lipidos
presentes en los organismos vivos y en gran variedad de productos alimenticios de
interés industrial y comercial. Las reacciones de los lipidos se estudian con una mayor

profundidad en la seccion siguiente.
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3.3 Oxidacién de los lipidos.

Las funciones biolégicas de los lipidos son varigfaya que pueden actuar como
cofactores de diversas enzimas, acarreadores de electrones, pigmentos receptores de luz,
agentes emulsificantes, hormonas y mensajeros intracelulares. Sin embargo, de todas
éstas funciones destacan el almacenamiento de energia cuando las reservas de
carbohidratos se agotan y el rol estructural que juegan conformando las membranas
celulares en forma de fosfolipidos y esteroles, por lo que los lipidos se encuentran
presentes en un amplio margen en todos los organismos vivos, especialmente en forma
de triglicéridos. Es justamente esa relativa abundancia la que hace a los lipidos més

susceptibles a la descomposicién oxidativa por las ERRDS

La oxidacion lipidica se lleva a cabo por cuatro mecanismos distititos
a) Autooxidacion.
b) Fotooxidacion.
c) Reacciones asociadas a la lipooxigenasa.

d) Oxidacion lipidica catalizada por metales.

Solo las dos primeras son directamente iniciadas por alguna de las formas del oxigeno,
la tercera es de caracter enzimatico, sin embargo las tres comparten el hecho de que el
grado de oxidacion de los lipidos de un producto alimenticio puede incrementarse

dependiendo de la cantidad de EROS que se encuentren presentes en el medio. A

continuacion se explicara a detalle cada uno de estos mecanismos de oxidacion lipidica.
3.3.1 Autooxidacion de los lipidd&*®!

La autooxidacion es la reaccion espontanea del oxigeno atmosférico con los lipidos en
presencia de un iniciador de radicales, este suele ser el proceso mas comun por el que se
da la oxidacion y depende en gran medida de la cantidad de oxigeno presente, del area
de contacto con el mismo (una fruta cortada en muchos trozos contiene mayor
superficie que una con un solo corte), de la temperatura (a mayor temperatura mayor
oxidacion), del estado de los lipidos (un diacilglicerol es mas facil de oxidar que un
triacilglicerol) y del grado de saturacion del lipido (a menor saturacion, mayor

oxidacion).
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La autooxidacién es una reaccion que se lleva a cabo por radicales libres, donde
generalmente las EROS son los iniciadores. Como toda reaccion por radicales libres, en
la autooxidacion se distinguen tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion, las
cuales pueden visualizarse en el siguiente esquema de reacciones, donde R es un grupo

lipidico y X', es una especie radical.

Iniciacion:

X"+ R-H >R +HX (5)

Propagacion:

R + O, — ROO (6)
ROO + R-H —ROOH + R 7)
Terminacion:

ROO + ROJ — ROOR + Q (8)
ROO + R — ROOR 9)
R +R - RR (10)

Iniciacién secundaria:

ROOH —RO + OH (11)

2 ROOH —-RO0O + RO + ... (12)

En el primer paso de iniciacion tiene lugar la sustraccion de un atomo hidrégeno por

una especie radical, reaccion (5), produciendo un radical lipidiccaRaz de

reaccionar con ©para formar un radical peréxido lipidico, reaccion (6). El perdxido
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lipidico, ROG, reacciona con otras moléculas de lipido, generando nuevos radigales R
reaccion (7), que reaccionan con oxigeno propagando asi la reaccién. Cuando la
concentracion de lipidos disminuye debido a la descomposicion, es factible que dos
especies radicales reaccionen para formar especies neutras con propiedades quimicas
distintas a los compuestos de origen, reacciones (8) a (10), a este tipo de reacciones se
les conoce como reacciones de terminacién. Estas reacciones tienen una importancia
relevante, ya que los productos de dichas reacciones son los responsables del deterioro

en el flavor y valor nutricional del alimento (Figura 4).

Si bien es cierto que la mayoria de las reacciones de autooxidacion de los lipidos se
inician por EROS, a medida que la concentracion de peréxidos aumenta éstos se
convierten en nuevos iniciadores para la reaccion de autooxidacion, reacciones (11) y
(12).

Figura 4. Adaptada de [8Diversos productos de descomposicion de los peréxidos lipidicos.

Adicionalmente a lo antes mencionado, otra caracteristica de las reacciones de
autooxidacion es que presentan un periodo de induccién (Pl), que es el intervalo de
tiempo en el que no se presentan cambios detectables en los lipidos en cuanto a su
estado de oxidacion (Figura 5), la duracion de este periodo es muy sensible a varios
componentes presentes que pueden actuar como prooxidantes, es decir incrementando la
velocidad de la reaccion de oxidacién, o como antioxidantes que reducen la velocidad

de éstos procesos.
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Figura 5. Grafica hipotética de la oxidacion de un producto alimenticio, el factor de oxidacién puede ser
absorbancia en el caso de compuestos coloridos, cuentas por minuto u otra variable dependiendo del
método con el que se mida el deterioro oxidativo. El punto marcado con X indica el Pl especifico del

producto alimenticio que esta relacionado con la cinética de esta reaccion.

3.3.2 Fotooxidacion de los lipidd&*8.

La fotooxidacion es una ruta alterna a la autooxidacion para la degradacion de lipidos y
al igual que en el caso de la autooxidacion, se lleva a cabo una produccion de radicales
libres, pero en esta ocasion iniciada por la luz y un agente sensibilizante adecuado, éste

tipo de reacciones carecen de PlI.

Las sustancias sensibilizantes en estas reacciones son: la riboflavina, las clorofilas y las
hematoporfirinas, las cuales son capaces de transformar al oxigeno, de triplete a
singulete, por transferencia de la energia absorbida a diversas longitudes de onda. El
mecanismo por el que ocurre esto se detalla en las reacciones (13)-(15):

S + hu— lS —>3S* (13)
5 +3%0,- 0, +19 (14)
'0," + R-H - R-0-0O-H (15)
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En la reaccidon (13) el sensibilizante (S), se excita por medio de energia luminosa,
pasando al estado de triplete excitado, el cual puede transferir su energia al oxigeno
molecular triplete, produciendo al sensibilizante excitado y a la molécula de oxigeno
como singulete, reaccién (14). Finalmente, el oxigeno singulete reacciona con los

lipidos que se encuentran en el medio formando perdxidos lipidicos.

3.3.3 Oxidacion por lipooxigenas&™.

Otra ruta que lleva hacia la formacion de los hidroperdxidos es la reaccion entre el
oxigeno y un lipido insaturado catalizada por la lipooxigenasa (Linoleato oxigeno
oxidoreductasa (EC1.13.11.12)). Esta enzima oxida especificamente a los &cidos
poliinsaturados que contienen un metileno entre dobles enlaces, como es el caso del

acido linolénico y araquiddnico (Figura 6).

La forma nativa de la lipooxigenasa contiene un atomo de hierro que se encuentra en
estado de P& para que la enzima sea activa, es necesario oxidarld’ ,ayFesto se

consigue por la reaccion con algun peroxido. Asi, se ha observado que en los aceites
sumamente puros hay un periodo de latencia, debido a que la enzima se encuentra

inactiva, hasta que la reaccién con un perdxido formado por otras vias la activa.

Figura 6. Mecanismo de oxidacién de acidos grasos por la lipooxigenasa.

La lipooxigenasa puede encontrarse en un sinnumero de alimentos, siendo la mejor
caracterizada la de la semilla de soya, la cual presenta diversas isoformas, que se
clasifican en tipo | y tipo I, la diferencia en ellas radica en la zona 6ptima de pH, las
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isoformas de tipo | funcionan en pH alcalinos, mientras que las de tipo Il en la zona de
pH neutro.

En muchas ocasiones se encuentran presentes en los alimentos pequefias cantidades
traza de metales de transicidn, los cuales debido a su amplia gama de estados de
oxidacion contribuyen a la formacion de gran cantidad de radicales alcoxilo, los que
pueden entrar en la etapa de propagacion de la autooxidacion de los lipidos. La facilidad
con la que los metales producen radicales libres es debido a que la energia de activacion
para la ruptura homolitica de los peroxidos disminuye de 184 kJ/mol a solo 63-104
kJ/mol. En este caso el mecanismo por el que se da la oxidacién lipidica, reacciones
(16) y (17), es un proceso que implica la continua regeneracion del metal. Esta
regeneracion no se da en un 100% debido a la interaccion del metal con las diversas
especies nucleofilicas presentes en el medio celular, aunado a que la regeneracion de la
especie reducida ocurre via formacién de un radical perdxido lipidico en una reacciéon

demasiado lenta comparada con el consumo del metal para formar el radical alcoxilo.
Reaccion rapida; ROOH +M— RO + M"Y+ oH (16)

Reaccion lenta: ROOH + ffY* — ROO + M™ + H' (17)

3.4  Conceptos basicos de los antioxidant&$®>]

Hasta este momento hemos hablado de todos los mecanismos y factores que provocan la
oxidacion y deterioro de las biomoleculas tanto en los organismos vivos como en los
alimentos. Sin embargo viene a nuestra mente ¢ Coémo logran los organismos defenderse
de las EROS? y ¢, cdmo evitan que la propagacion de radicales libres generados por las
EROS inicien todas las reacciones en cadena antes mostradas? La respuesta a estas
interrogantes, se encuentra en los compuestos llamados antioxidantes. Un antioxidante
se define como cualquier sustancia que es capaz de aplazar, retardar o prevenir el
periodo de oxidacién de las biomoleculas constituyentes de un alimento u organismo.
En los alimentos, los antioxidantes retardan los flavores inadecuados, alargando el PI,

por lo que su adicion al final de este periodo no retarda en absoluto el enranciamiento.
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3.4.1 Tiposy mecanismos de antioxidanté§?151°l

Debido a la funcion que cumplen los antioxidantes estos se clasifican como

antioxidantes primarios, antioxidantes secundarios y compuestos sinergistas.

3.4.1.1 Antioxidantes Primarios

Los antioxidantes primarios se encargan de donar atomos de hidrégeno o electrones a
los radicales libres generados por las EROS o por la peroxidacion lipidica,
convirtiéndolos en productos mas estables, interrumpiendo la propagacion de las
reacciones en cadena. Muchos de los antioxidantes naturales 0 sintéticos que presentan
la funcionalidad fenol en alguna parte de su estructura, entran en esta definicion de
antioxidantes primarios, debido a su gran habilidad como atrapadores de radicales
libres.

En su mecanismo de accion los antioxidantes primarios pueden inhibir la fase de
iniciacién de la peroxidacion lipidica al reaccionar con un radical alquilo, o bien pueden
inhibir los pasos de propagacion al reaccionar con un radical peréxido lipidico o con un

radical alcoxilo, reacciones (18) a (20), en donde AH representa al antioxidante.

AH+R — A"+ RH (18)
AH + ROO — A’ + ROOH (19)
AH + RO — A"+ ROH (20)

Adicionalmente los radicales libres del antioxidant§ pueden interferir con los pasos

de propagacion formando compuestos estables, reacciones (21) y (22).

A’ + ROO — ROOA (21)

A"+ RO — ROA (22)
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Una accidn caracteristica de este tipo de antioxidantes es que el Pl y la duracién de este
periodo es siempre proporcional a la concentracién del mismo, por lo que se empiezan a
observar deterioros debidos a la oxidacion a partir de que el 90% de la concentracion

del antioxidante se ha consumido.

3.4.1.2 Compuestos sinergistas.

Los compuestos sinergistas se dividen en dos amplias categorias, la primera de ellas la
conforman los compuestos con propiedades quelantes y el segundo grupo lo forman los
compuestos capaces de reaccionar con el oxigeno molecular. La accion de los

sinergistas es de vital importancia ya que en muchos casos ayudan a la regeneracion

efectiva del antioxidante primario, regresandolo a su forma reducida.

Si bien los agentes quelantes no actian como antioxidantes, atrapando radicales libres,
su funcion es interferir con los metales prooxidantes como cobre y hierro que aunque
estan presentes en cantidades traza, resultan ser excelentes formadores de radicales
libres. Entre los agentes quelantes mas utilizados se encuentran el 4cido etilendiamino

tetraacético (EDTA), el &cido citrico, los aminoéacidos (Figura 7) y los fosfatos.

El &cido ascorbico, el palmitato de ascorbilo, el acido tartarico (Figura 7) y los sulfitos,
son compuestos capaces de reaccionar con el oxigeno libre y mantenerlo alejado del
sistema. Este sinergismo en particular se presenta en los citricos, y es la razén del por
qué cuando se afiade limon a algunos preparados como el guacamole, no se observa un

grado apreciable de oxidacion hasta pasado cierto tiempo.

El parAmetro que caracteriza a la actividad sinergética ecuacion (23) se denomina S y
se define por:

S= PL(Ph+Pk) >0 (23)
Donde Pj, es el periodo de induccién en presencia de ambos inhibidorgsyyF®I

son los periodos de induccion en presencia de cada inhibidor individual. En donde el

porcentaje de sinergismo se define de acuerdo a la ecuacion (24).
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Figura 7. Principales compuestos sinergistas.

3.4.1.3Antioxidantes secundarios.

Los antioxidantes secundarios, son sustancias que por reduccion y/o donacion de
hidrogeno descomponen a los hidroperéxidos, formando productos estables como los
alcoholes. En general todos los compuestos de azufre como los tioles, los sulfuros y
disulfuros son inhibidores activos de la autooxidacion (reacciones (25) a (29)).

2 RSH + ROOH —R-S-S-R + R-OH + bD (25)
R-S-R + ROOH —R-SO-R + R-OH (26)
R-S-S-R + ROOH —R-S-SO-R +ROH (27)
R-SO-R + ROOH— R-SGQ-R + ROH (28)
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R-NH, + ROOH —R-N(OH)R + H0 (29)

La secuencia de reacciones (25)-(26) muestra que los tioles tales como la cisteina o el
glutation, son capaces de oxidarse a disulfuros, reacciéon (25), los sulfuros como la
metionina o el acido 3,3-tiodipropionico se oxidan a sulfoxidos, reaccion (26), los
disulfuros se oxidan a tiosulfinatos, reacciéon (27), y los sulfoxidos pueden reaccionar
con otras moléculas de hidroperéxido formando sus respectivas sulfonas, reaccion (28).
Por dltimo los grupos aminos libres de las proteinas pueden reaccionar con los

hidroperéxidos libres, reaccion (29), para formar iminas por posterior deshidratacion.

A pesar de la efectividad que han mostrado estos compuestos, su uso sigue siendo de
gran polémica debido a la hipersensibilidad que presentan algunas personas frente a este
tipo de compuestd§ "8 Entre los sintomas que se presentan por el consumo
excesivo de compuestos sulfurados, se encuentran: nausea, dolor de cabeza, mareo,
diarrea y en los peores casos shock y muerte, por lo que la presencia de estos
compuestos debe de estar forzosamente incluida en la etiqueta de los productos.

3.4.2 Antioxidantes naturales vs. Antioxidantes sintéticog>481516.18]

A pesar de que en la actualidad se cuenta con una gran cantidad de antioxidantes
sintéticos, éstos no han logrado sustituir a los que se obtienen por fuentes naturales,
principalmente de frutas, vegetales y semillas. La preferencia de este tipo de
compuestos sobre los de origen sintético, se debe a las nuevas tendencias que influyen
en el consumidor, las cuales sostienen que los alimentos que contienen componentes
sintéticos resultan a la larga perjudiciales en la salud del organismo. Se considera que
los antioxidantes que se extraen de fuentes naturales son totalmente inocuos debido a
que los hemos venido consumiendo en la dieta durante miles de afos. Es por ello que
en la presente tesis, se dard un mayor énfasis en las diversas clases de antioxidantes
naturales que contienen las frutas y verduras, y la importancia de los mismos como
defensa frente al fendmeno del oscurecimiento enzimatico, dejando a un lado los

antioxidantes sintéticos como los galatos y diversos fenoles.
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3.5 Principales antioxidantes naturales presentes en frutas, verduras y semillas.

Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino de las
plantas y se consideran como metabolitos secundarios, ademas estos compuestos son
por mucho la principal defensa antioxidante no enziméatica frente a las EROS. El
contenido de compuestos fendlicos en las frutas y verduras es variable y depende del
tipo de planta de donde provienen, del tipo de siembra y de las condiciones ambientales
del lugar donde se cosecha, por lo que siempre es recomendable una dieta que incluya
varios tipos de verduras y frutas, a fin de cubrir todas las demandas de compuestos
antioxidantes que el organismo requiere, ya que los animales superiores no somos
capaces de sintetizar este tipo de compuestos. Entre los antioxidantes fendlicos
naturales de mayor abundancia se encuentran los tocoferoles, los derivados de los
flavonoides y los derivados de los acidos benzoico y cinAmico, de los cuales se hablara

con mayor profundidad en las siguientes secciones.

3.5.1 Los tocoferoles.

Los tocoferoles comprenden un grupo de compuestos quimicos relacionados entre si;
los tocoferoles y los tocotrienoles los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en
los tejidos de las plantas (de 500-1000 mg/kg), especialmente en nueces, aceites
vegetales, frutas y verduras. Algunas fuentes especialmente ricas en tocoferoles son el

germen de trigo, el maiz, el aceite de soya y la lechuga.

Los tocoferoles y los tocotrienoles presentan homélogoB-, y- y &- por lo que los 8
compuestos forman en conjunto el complejo de la vitamina E. La unidad estructural
basica en todos los homodlogos es un anillo de 6-cromanol con una cadena lateral de fitol
(Figura 8).Los homdlogos difieren entre si solamente en el nUmero y posicion de los
grupos metilos unidos al anillo aromatico, mientras que en el caso de los tocotrienoles,
la diferencia es la presencia de tres instauraciones en las posiciones 3',7’ y 11’ de la

cadena lateral del fitol.
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Figura 8. Diferencias estructurales entre los diversos homélogos de los tocoferoles.

Los tocoferoles (TOH) actian como antioxidantes donando un atomo de hidrégeno del
grupo fendlico a los radicales peroxilo, reaccion (30), el nuevo radical del tocoferol,
TOe, puede estabilizarse por resonancia a traves del anillo aromético y posteriormente
puede formar productos no radicales, que incluyen peréxidos estables, reaccion (31), y
dimeros de tocoferol, reaccion (32). En el esquema de reacciones (30)-(32) se muestran

las principales vias de defensa antioxidante.

TOH+ ROO+ —ROOH + TOe (30)
ROQOes + TO» — TO-OOR (32)
TOes + TO+— dimeros (32)

A condiciones fisiolégicas el orden de actividad antioxidante que se observa en los
tocoferoles esa- >3- > y- > &-, sin embargo a temperaturas entre 50-100°C se observa
el orden inverso. Eti-tocoferol es el miembro mas abundante de toda la serie y su
actividad biologica es cerca de dos veces mayor que en el caso de los hofjogos

, mientras que es cerca de 100 veces mayor que en el caso del hasndogouanto a

su aspecto fisico los tocoferoles son sustancias de amarillo péalidas a claras, son
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sustancias viscosas y de consistencia aceitosa insolubles en agua pero si en aceites. A
pesar de que eal-tocoferol puede sintetizarse ya sea en su forma libre o con el grupo
hidroxilo esterificado en forma de acetato para su mejor manejo y estabilidad, sélo se ha
logrado obtener la mezcla racémica, la que debido a la gran especificidad de los
sistemas bioldgicos resulta menos eficaz que el compuesto natural.

3.5.2 Compuestos derivados de los flavonoide’®*®!

Los flavonoides son un grupo de sustancias fenolicas de origen vegetal que se
caracterizan por tener un esqueleto carbonado del tip&;-Cs (Figura 9). La
estructura basica de estos compuestos consiste en dos anillos arométicos unidos por una
cadena alifatica de tres atomos de carbono que ha sido condensada para formar un
pirano o en algunas ocasiones un furano. Varias subclases de compuestos se han
identificado en base a los patrones de sustitucion y a las posiciones de los anillos By C
(Figura 9). Los subgrupos principales son: flavonoles, flavonas, isoflavonas, catequinas,
proantocianidinas y antocianinas. Las chalconas, las flavanonas, las leucoantocianinas y
los dihidroflavonoles son los precursores comunes para los diferentes grupos en las vias

biosintéticas.

Los flavonoides presentan actividad antioxidante por diversos mecartShpesten
reaccionar con los radicales peroxido lipidicos, en otros casos pueden actuar como
agentes acomplejantes de metales y como atrapadores de oxigeno. Para que una
molécula flavonoide posea una maxima efectividad de captacion de radicales, deben
cumplirse una serie de requisitos, entre los que se pueden mencionar: a) una estructura
3’,4’- dihidroxi en el anillo B, b) un enlace doble 2,3 en conjunto con un grupo 4-oxo en

el anillo C, c) la presencia de un grupo 3-hidroxilo en el anillo C y d) un grupo 5-
hidroxilo en el anillo A. Aunque los flavonoides que poseen un Unico grupo hidroxilo
actlan como grupos atrapadores de radicales libres, se ha observado que la presencia
de grupos hidroxilo multiples, especialmente en el anillo B, aumenta la actividad

antioxidante.
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Figura 9. Estructuras de compuestos relacionados a los flavonoides.

3.5.3 Derivados o-difendlicos de los acidos benzoico y cinami€ds®!

El altimo grupo de compuestos antioxidantes lo forman los compuestiendlicos
derivados del &acido benzoico y del acido cinamico (Figura 10). Los compuestos
fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas ya que contribuyen en

procesos vitales como en la formacién de las paredes celulares y como precursores
sintéticos de los flavonoides.

Con respecto a su capacidad antioxidante, los derivados del 4cido cinamico presentan
mayor activida® que los derivados del acido benzoigason por mucho la clase de

antioxidantes mas comunes en las pldtitan especial el acido cafeico y el acido
clorogénico.
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Derivados del a&cido benzoico

OH o OH CH,
HO. P (¢}
o OH o~
HO OH
OH ‘s . acido siringico
. . . . acido protocatecuico
acido p-hidroxibenzoico O
CH,
o]
o
ch/ OH
acido vanilico
HO -
3
o
HO Derivados del acido cindmico HO
OH _~Chs
% o
Ho | |
HO. CH; HO

HO
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(0]

) ) | acido sinapico
acido p-cumarico Ho

o o

acido cafeico

OH

acido ferulico

HO

OH

OH

OH

COOH O

HO COOH acido rosmarinico

acido clorogénico

Figura 10. Diversos compuestos fendlicos derivados del acido benzoico y del acido cinamico.

El acido clorogénico es el compuesto que se encuentra con mayor recurrencia en una
amplia gama de vegetalé®>* como en los frijoles, papas, manzanas, en las hojas de
tabaco, ceboll&S' y en otros productos como los viffsque resultan ser fuentes ricas

de este tipo de moléculas antioxidantes. También se encuentra en la mayor parte de las
especias que se usan para sazonar los alimErftdsor lo que podemos darnos cuenta

dela gran influencia de los compuestos fendlicos en la dieta humana.
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Los compuestos fendlicos combaten la oxidacion de acuerdo a tres mecanismos
generales:

a) Previniendo los procesos de iniciacion de la peroxidacion lipidica.
Los compuestos fendlicos al presentar esta funcionalidad son capaces de reaccionar
directamente con los radicales formados durante la peroxidacion lipidica, tanto en la
fase de iniciacion como en la de propagacién o con las EROS, con lo que cumplen la
funcidn de antioxidantes primarios. La eficacia de los compuestos fendlicos se
demuestra al observar, por ejemplo, la magnitud de las constantes de rapidez de acido
clorogénico con diversos tipos de especies radicales (Tdhlg'2)

Tabla 2. Constantes de rapidez del acido cafeico y en algunos casos de su éster

el 4cido clorogénico con diversas EROS.

EROS Compuesto/ constante de velocidad'(#4)
Peroxilo lipidico R-O-O 1.5x10’
Superéxido G 9.6x 10/
Hidroxilo OH 3.24x 10°

Peroxinitrito NO-O Quinona del clorogénico 1.6 30°

Dioxido de nitrogeno N@ 8.6x 10°
N,Oj; Tridxido de dinitrégeno 8.6x 10°
Oxigeno singuletéO, 5.1x 10°

b) Regeneracion de tocoferoles.
Los compuestos fendlicos simples son capaces de regenerar los tocoferoles consumidos
en los diversos procesos oxidativos del organifflp por reduccién del radical

tocoferilo, en presencia de acido ascorbico.

c) Quelacion de metales.
Los compuestos fendlicos en presencia de metales de transicion com&/r# Fg
Cu®* pueden actuar como ligantes, inhibiendo los procesos de formacién de radicales

*OH, por medio de reacciones tipo Fenton.

Como puede observarse, la importancia de los compuestos fenolicos como agentes
antioxidantes es vital para la defensa del organismo contra las EROS, sin embargo la
abundancia de este tipo de compuestos, hace que el producto alimenticio sea susceptible

a un proceso de deterioro adicional a la peroxidacion lipidica y que suele ser igual de
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destructiva con las propiedades organolépticas y nutricionales de los alimentos. Este
otro proceso se conoce como oscurecimiento enziméatico, en el que los compuestos
fendlicos, son precisamente los sustratos del proceso de deterioro enzimatico.

3.6 Oscurecimiento en productos alimenticio&:>182°3%

El oscurecimiento en frutas y verduras es un proceso comun que ocurre en una gran
diversidad de alimentos en especial en frutas y verduras, asi como en algunos productos
de origen animal como los camarones. Este proceso puede ser de origen enzimatico o no
enzimatico y se caracteriza por la aparicién de colores que van de amarillentos a café
oscuro en la superficie del producto expuesta al ambiente, aunado a que las propiedades
sensoriales y nutricionales del alimento se ven ampliamente afectadas. Si bien en
algunos productos como las hojas del tabaco o de té éste no es un proceso indeseable,
no obstante en la mayoria de los casos se convierte en algo desfavorable ya que afecta
en gran medida el valor comercial del producto.

3.6.1 Oscurecimiento enzimatic§>182%

Este tipo de oscurecimiento se lleva a cabo cuando las células que componen al
alimento se fracturan ya sea por un cambio brusco de temperatura (como ocurre con los
alimentos congelados) o por medios mecanicos (como la agitacién o el corte con algin
instrumento), lo que lleva a la ruptura de los diversos compartimentos celulares

ocasionando que los compuestos fendlicos se liberen de sus vacuolas y entren en
contacto con las enzimas citoplasmicas, las que en presencia de oxigeno del aire inician

el proceso de oxidacion.

Dos clases de enzimas son las causantes de catalizar este proceso de oxidacion y se
conocen genéricamente con el nombre de polifenol oxidasas (PPO). Esta clase de
enzimas se encuentran presentes en algunas bacterias y artropodos pero sobretodo en la
mayoria de las plantas y en todos los mamiferos incluyendo al ser humano. Las PPO se
encuentran generalmente en los cloroplastos y en algunos casos presentan formas

solubles en el citoplasma, su tamafio varia de 57 a 62 kDa.
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La primera clase de PPO es la catecolasa (1,2-bencenodiol: oxigeno-oxidoreductasa.
E.C1.10.3.1) que cataliza dos tipos de reacciones (Figura 11): i) la hidroxilacion de
monofenoles para darhidroxifenoles (actividad cresolasa) y ii) la oxidacion de estos
compuestos a-quinonas. Ambos tipos de reacciones emplean oxigeno como cofactor.
Cabe mencionar que la mayoria de las veces la actividad cresolasa se pierde durante la

purificacién, por lo que en diversos preparados la razén de la actividad catecolasa sobre
la cresolasa puede ser de 1 a 40.

OH OH 1/, Oy I|C)|
OH  PPO actividad &
T 2 02 ‘ S catecolasa | &
- PPQ actividad P } =
cresolasa H,0
R R R

Figura 11. Reacciones de oxidacion de sustratos fendlicos por la PPO.

La segunda clase de PPO recibe el nombre de lacasa (bencenodiol: oxigeno-
oxidoreductasa E.C1.10.3.2) y cataliza la reaccion de oxidacién tantm-de

hidroxifenoles como de pidroxifenoles a sus respectivas quinonas (Figura 12).

OH

OH

0
i Y
e /
L
o acasa !
14 0,
Hy0
OH
o P =0
A
HO / o
R R

Figura 12. Accion de la lacasa sobre distintos sustratos fendlicos.

La caracteristica estructural mas importante de estas enzimas es la presencia en su
centro activo de dos atomos de cobre, unidos cada uno de ellos a tres residuos de
histidina (Figura 13¥Y. En su entorno se sittian una serie de aminoacidos hidrofébicos,

con anillos aromaticos, que también son importantes para la union de los sustratos.
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H88 — Haad

Figura 13. Estructura de las PPO.

El pH 6ptimo de estas enzimas es variable y se encuentra en el intervalo de 4 a 7
dependiendo de la fuente de donde se obtiene la enzima y de la proporcion de

isoenzimas.

Entre la amplia cantidad de compuestos fendlicos que se encuentran en frutas y
verduras, solo los monofenoles o difenoles sirven como sustratos directos de las PPO.
Los derivados del acido cafeico y 3-flavonoles son cominmente los mejores sustratos.
Otras clases de compuestos fendlicos como son las flavonas y taninos son sustratos mas
bien de caracter débil, debido probablemente al impedimento estérico ocasionado por el
tamano propio de estos compuestos y de sus diversos sustituyentes. Si bien esta clase de
compuestos no son sustratos directos pueden causar gran parte de este oscurecimiento
actuando en reacciones de oxidacién acopladas. Se cree gue en este tipo de reacciones
catalizadas por la PPO, el oxigeno se une primero a la enzima, los valores de las
constantes de Michaelis aparentegdfp) para este proceso estan en el intervalo de 0.1

a0.5 mmol' y las correspondientes al sustrato se encuentran en el orden del mmol

Las quinonas provenientes de la reaccion enzimatica de las PPO son muy reactivas y
pueden formar una gran cantidad de compuestos coloridos por medio de sus reacciones
con otros componentes nucleofilicos presentes en el medio cgbutahiciendo

compuestos de alto peso molecular, conocidos como melaninas (Figura 14), que son los

compuestos que imparten la coloracion amarillo-eadimento.
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Figura 14. Imagen tomada de [15] Reacciones aiquinonas con diversos compuestos que llevan a la
formacion de melaninas y compuestos coloridos que provocan el oscurecimiento enzimatico. Todas las
reacciones son de tipo no-enzimaticas excepto la de lacasa. Los productos coloridos causantes del
oscurecimiento se muestran con asteriscos. Ox, oxidaciones con oxigeno molecular; Pr-SH prBrelNtds.

Pro-NH, prolina; AA-NH, aminoacidos; HAsc, acido ascorbico; DHA &cido deshidroascérbico; R-SH

compuestos pequefios tipo tiol.

3.7 Métodos empleados contra el oscurecimiento enzimatico.

Para evitar los efectos indeseables del oscurecimiento enzimatico se han desarrollado
gran cantidad de procedimientos, los cuales pueden dividirse en tres tipos:

a) Métodos de proteccion fisicos.

b) Proteccidn contra el oxigeno.

c) Métodos quimicos.

3.7.1 Métodos de proteccion fisicos.

Entre los métodos fisicos de proteccién se encuentran aquellos relacionados a cambios
en la temperaturdel producto, por ejemplo el enfriamiento el cual debe de ser lo mas

rapido posible. Una vez que el producto se encuentra congelado (generalmente a
temperaturas menores de 0 °C) el cambio de color es practicamente nulo (temperaturas
de -18 °C o menores) iniciandose éste al descongelar. Este método se aplica con

particular eficiencia en hongos y en rebanadas de manzana y pera. El tratamiento
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térmico también puede emplearse para inhibir la actividad enzimatica de la PPO, en este
caso, el producto se sumerge por algunos minutos en agua hirviendo o jarabes calientes
donde se alcanzan temperaturas superiores a los 90 °C. A temperaturas mayores a 70 °C
las PPO se inactivan y muestran su mayor resistencia al calentamiento alrededor de pH
= 6, por lo que el calentamiento acompafiado de valores inferiores de pH, suele ser
efectivo.

Otros métodos fisicos incluyen el tratamiento con radiacion, la disminucién del pH por
electrodialisis, la deshidratacion y la aplicacién de grandes presiones (400-500 MPa)
con el fin de lograr la pérdida de las funciones de la enzima.

3.7.2 Proteccion contra el oxigeno.

El fundamento de esta técnica es mantener lo méas alejado posible el oxigeno del
producto alimenticio y con ello evitar que actue como cofactor de las PPO. Esto se logra
de muchas maneras, por ejemplo con empaques cerrados herméticamente, o empaques
al vacio. Se ha observado que una presion de aproximadamente 380 mm de Hg es
suficiente para mantener la mayoria de los alimentos en buen estado, la utilizacion de
presiones demasiado altas afecta la textura y la apariencia de los alimentos. Otra opcion
es realizar el empaque del producto en una atmdsfera pobre en oxigeno como puede ser
bajo atmésfera de GG N,, donde este ultimo ha resultado ser mas efectivo debido a
gueconserva mejor el sabor y aroma de los productos.

3.7.3 Métodos quimico§™>32

Numerosos compuestos quimicos inhiben el oscurecimiento enzimatico, pero de todos
ellos sélo algunos se consideran totalmente inocuos y no alteran las propiedades
organolépticas de los alimentos, teniendo ademas un costo razonable, por lo que el uso

de la mayoria de aditivos no se encuentra adecuadamente lejislado.

En el caso de alimentos de origen vegetal, las legislaciones de muchos paises permiten
solo el uso del acido ascorbico y sus derivados, de sales como el cloruro de sodio y el
clorito de sodit®, y con estrictos limites los compuestos azufrados como son, el

diéxido de azufre y los tiol€4. Recientemente se han atribuido propiedades favorables
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y seguras al 4-hexilresorcinol como un compuesto contra el oscurecimiento

enzimétic&® especialmente aplicado a los cambios de color en camarones.

Los métodos quimicos pueden clasificarse de acuerdo con su modo de accion primario

en seis categorias, que seran detalladas a continuacion.
3.7.3.1Compuestos reductores.

Estos compuestos actian reduciendo a los precursores de la pigmentacion,
reconvirtiendo por ejemplo las quinonas a fenoles, este efecto sin embargo es de
caracter temporal, ya que estos aditivos se reducen de manera irreversible, produciendo
especies quimicas que modifican los sabores y olores de los alimentos. Entre los
compuestos que pertenecen a esta familia se encuentra el acido ascorbico y su isémero
el acido eritérbico. Otro de los inconvenientes de estos compuestos es su baja
especificidad y penetrabilidad a la matriz celular de los alimentos. Se han utilizado
también derivados fosfatados del acido eritérbico que lo liberan al entrar en contacto
con las fosfatasas, asi como ésteres derivados de acidos grasos como el palmitato, que si
bien, a corto plazo presentan un efecto menor con respecto al acido libre, su efecto es

mayor en periodos de tiempo prolongados.
3.7.3.2 Agentes quelantes.

Como se mencion6 anteriormente, la enzima PPO contiene cobre en su centro activo,
por lo que el uso de agentes quelantes disminuye la cantidad de cobre libre para formar
parte del centro activo de la enzima, provocando su inactivacion. Entre los agentes
quelantes mas comunes se encuentran el EDTA (Figura 7), los polifosfatos (ATP vy

pirofosfatos) y macromoléculas (porfirinas y proteinas).

3.7.3.3 Agentes acidulantes.

El valor de pH 6ptimo para la PPO varia de especie a especie, pero en muchos casos se
encuentra en el intervalo de 4 a 7 como en la leéfiligda uva Napoled#”, por lo
que para inactivar la enzima se puede afiadir una serie de agentes acidulantes que

mantengan en el medio valores de pH inferiores al 6ptimo. Entre este tipo de
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compuestos se encuentra el acido citrico que puede actuar también como agente
guelante de cobre. Otros acidulantes importantes son los &acidos malico, tartarico y
fosforico, sin embargo la desventaja de este ultimos compuestos frente al acido citrico

es su elevado costo y la modificacion del sabor de alimentos.
3.7.3.4 Compuestos inhibidores de las PPO.

Existen reportados en la literatura una gran cantidad de compuestos que cumplen con
esta funcion, sin embargo sélo pocos tienen una aplicacion practica en la industria
alimentaria. Entre los compuestos que presentan esta actividad se encuentran los
derivados alquilicos en posicién 4 del resorcinol, en especial el 4-hexilresotoiu

tiene un valor de 1§ bajo (IGo = concentracién necesaria para inhibir el 50% de la
actividad enzimatica) y presenta baja toxicidad, por lo que se considera seguro para la
salud. Estos derivados del resorcinol han resultado eficaces para evitar el
oscurecimiento en camarones, rebanadas de manzana y guacamole, adicionalmente
presentan ventajas sobre los sulfitos debido a la alta especificidad que presentan hacia la
PPO. Otro tipo de compuestos utiles son los alcoholes alifaticos que inhiben la PPO
conforme el nimero de carbonos que los constituyen aumenta de 2 a 5. Ademas de los
alcoholes algunos péptidos pequefios (600 Da) como los que se encuentran en la miel de
abeja son capaces de inhibir la actividad de la PPO. Los aniones inorganicos como el
CI' y Br inhiben la actividad de la enzima por modificacion del sitio activo, mientras
que algunos otros como el NOo el SQ no lo logran debido a su gran radio iénico.

Otro compuesto comun es el acido kojico que fue descubierto entre los productos
metabolicos de algunos hongos comdspergillus Nigery el Peniciliumy que en
combinacion con el &cido ascérbico protege de manera extraordinaria a los alimentos, al
grado de que se encuentra patentado, las desventajas es que resulta caro y en algunos

casos toxico.

3.7.3.5Tratamientos enzimaticos.

Una opcidn para evitar el oscurecimiento enzimatico es la modificacion irreversible de
los sustratos fendlicos por medio de la enzima bacterial protocatecuicato 3,4-
dioxigenasa (EC1.13.11.3), la cual cataliza la apertura del anillo y la fusién en posicién

orto- de los catecoles, ésta no ha sido muy empleada debido al costo que representa. La
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catecol transferasa armetiltransferasa, es una enzima capaz de metilar la posicion 3-

de los compuestos 3,4-dihidroxiaromaticos, esta reaccién es irreversible y provoca que
la enzima PPO no pueda actuar sobre el sustrato. Las proteasas de plantas, tales como
ficina, papaina y bromelaina son enzimas de amplia especificidad y se ha encontrado
gue son efectivas como inhibidores del oscurecimiento enzimatico. Su efecto inhibitorio
se atribuye a que se unen o hidrolizan sitios especificos necesarios para la actividad de
la PPO.

3.7.3.6Formacion de complejos con los sustratos de la PPO.

Con esta clase de compuestos se logra inhibir el oscurecimiento enzimatico mediante la
formacion de complejos con los sustratos de la PPO. Entre estos compuestos se
encuentran el chitosan y las ciclodextrinas (CD). Las ciclodextrinas son los compuestos
usados en esta tesis y de los que se hablara en la siguiente seccion.

3.8 Aspectos generales de las ciclodextrinas (CE9)*.

Las CD son compuestos oligosacaridos ciclicos-Beglucopiranosa que se obtienen a
partir de la transformacion del almidén por ciertas bacterias &swilus Macerans

por la accién de la enzima glucosil transferasa. Estas estructuras se encuentran unidas
por enlaces de tipa-(1-4). Estos compuestos se conocen también como cicloamilosas,
ciclomaltosas o dextrinas de Schardinger en honor a su descubridor. La estructura de
las CD permaneci6 como un misterio hasta que en 1942 se logré elucidar por
difraccidn de rayos X la estructura de ¢tasy 3-CD y en 1948 la de \&CD. Estas tres
ciclodextrinas son las mas comunes, aungue existen CD de tamafios mayoresdomo la
CD y lae-CD que carecen de importancia. Una de las propiedades mas significativas de
las a-, B- y y-CD es la posibilidad de formar complejos de inclusion con diversas
moléculas organicas, lo que les ha dado una amplia gama de aplicaspeegmimente

en la industria farmacéutiéa*® y de alimentd4®“®! debido a su nula toxicidad y a la

posbilidad de aumentar la solubilidad de ciertos medicamentos.

Estructuralmente las ciclodextrinas tienen la apariencia de conos truncados (Figura 15),
donde la parte exterior es de caracter hidrofilico debido a que los grupos hidroxilo que

conforman a las glucopiranosas se encuentran dispuestos al exterior, mientras que el

Facultad de Quimica U.N.A.M. 33



Capitulo 3. Antecedentes. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe

interior de estas cavidades es de caracter hidrofobico, lo que les permite la inclusion en
su interior de compuestos organicos apolares o parcialmente polares, como es el caso

de los derivados del acido cinamiféby muchos otros compuestos organicos.

Figura 15. Tomada de [42] Estructura en forma de cono truncado de las CD, en este caso se representa la

B-CD

Como ya se menciond, las CD mas empleadas para la formacién de complejos son las
a-, B-, y y-CD que son los oligobmeros de 6, 7 y 8 unidades de glucopiranosa
respectivamente. Fisicamente las CD son compuestos en forma de polvos blancos e
higroscépicos y altamente solubles en agua, a excepciérf3dela la que por razones
estructurales posee una solubilidad menor a la de sus andlogos de 6 y 8 unidades. La
solubilidad de las CD depende en gran medida de la temperatura y puede determinarse

de manera tedrica de acuerdo a las ecuaciones (41)%!(43)

Cocp = 112.71;3353(HH Ezglmﬂ (41)

] 1) 1
Cs.cp = 18.2336e14.13ﬁ_r} EZQ&]H (42)

(-3187+/-32 )[%] [ﬁ]ﬂ

C = (219.4+/-9.8)e (43)

vy-CD
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Donde C queda expresada en mg/mL y T se expresa en K.

Las principales propiedades fisicas de las CD se encuentran resumidas en la (Tabla 3).

Tabla 3. Principales propiedades fisicas de las CD.

) Ciclodextrinas.
Propiedades

a B Y
Unidades de glucopiranosa 6 7 8
Masa molar (g/mol) 973 1135 1297
Diametro de la cavidad (A) 47-53 6.0-65 75-83
Temperatura de descomposicion (°C) 250 —2BB5 - 265 240 - 245
Solubilidad en agua (g/100 mLE a 25 °c 14.50 1.85 23.20
Solubilidad en agua (mM) 149.02 16.30 178.87
Rotacion de la luz polarizada 150 162.5 177.4
Profundidad de la cavidad (A) 7.9 7.9 7.9
Diametro de la periferia (A) 14.6 15.2 17.5
Volumen aproximado de la cavidad de la periferia
por molécula (&) 262 972
Volumen aproximado de la cavidad de la periferia
oor gramo (& 0.14 0.20
Moléculas de KD en la cavidad 8 11 17

Con respecto a estas propiedades la hidrélisis de estos compuestos sigue el siguiente
orden:a- < - <y- <&, aunque debe mencionarse que es dificil que estos procesos

ocurran por que las CD son muy estables en amplios intervalos de pH.

3.9 Formacion de complejos de inclusion entre ciclodextrinas y moléculas

organicad®®3!

Las CD se pueden considerar como capsulas que pueden incluir una gran cantidad de
moléculas en su cavidad hidrofébica creandose de esta manera una interaccion no
covalente entre el huésped y la CD. La formacién de complejos en disolucion es un

proceso que se encuentra en un equilibrio dinamico, donde la velocidad de la reaccién

directa, se iguala a la velocidad de la reaccion inversa, ecuacion (44):
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CD+GQ§@ CD-G (44)
b

Donde G es la molécula huésped y CD-G es el complejo de inclusion y la estabilidad de
este complejo esta descrita en términos de la constante de formagidm d& su
constante de disociacion {K EI fendmeno de inclusién consiste basicamente en la
sustitucion de las moléculas de® que se encuentran en el interior de la CD por un
huéped menos polar. Este proceso es energéticamente favorable debido a la formacion
de interacciones entre el huésped y la cavidad. En este tipo de procesos la entalpia y la

entropia tienen un papel de gran importancia.

El fendbmeno de complejacion se produce debido a la unién de varios efectos:
a) Sustitucién de las interacciones apolares-polares de las molécula® geHas
dd sustrato con la cavidad hidrofébica de la CD y formacion de las nuevas
interacciones tipo van der Waals
b) Liberacion de la tension del anillo durante la complejacion.
c) La estabilizacidén energética por solvatacion. La hidratacién del complejo es méas

favorable que la de los componentes individuales.

Los parametros termodinamicos com&, y AH pueden obtenerse a partir de la
dependencia de las constates de disociacion con la temperatura, o bien, pueden
determinarse de manera mas exacta por métodos termogravirfiéttitgstambién
mediante la dependencia de la temperatura sobre la K

Otros factores de importancia en la formacion de complejos de inclusién con CD son la
compatibilidad geométrica de la molécula huésped, si el huésped no tiene el tamafio
adecuado no se ajustara dentro de la cavidad de la ciclodextrina, la polaridad y carga
del huésped. La estabilidad de los complejos de inclusion esta en funcion del caracter
hidrofobo del sustrato, moléculas altamente hidrofilicas no formarian complejos de
inclusién con CD vy si los formaran la interaccion seria muy débil. También la

temperatura y el disolvente juegan un papel importante.

Facultad de Quimica U.N.A.M. 36



Capitulo 4. Parte Experimental. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe

Capitulo 4.
Parte Experimental.

4.1 Reactivos.

En la presente tesis se trabajé con tres compuestifsndlicos presentes en diversas
frutas y verduras de manera natural (Figura 16). El acido protocatecuico, APTC ( acido
3,4-dihidroxibenzoico, No. CAS 99-50-3, 154.12 g/mol) y el acido cafeico, ACAF
(acido 3,4-dihidroxicinamico, No. CAS 331-395, 180.16 g/mol) fueron de Sigma-
Aldrich. El acido clorogénico, ACGN (acido 1,3,4,5-tetrahidroxiciclohexano
carboxilico 3-(3,4-dihidroxicinamato, No. CAS 6001-76-9, 363.32 g/mol) se obtuvo de
Fluka. En todos los casos la pureza de las sustancias se comprobd por cromatografia en
capa fina (cromatoplacas en gel de silice 60 F 254, marca Aldrich ) utilizando diversas
proporciones de hexano y acetato de etilo como eluyentes.

o ) OH
I HO HO
HO
T - P
o =
s ‘ OH |
HO 0
acido protocatecuico HO\ - x”
APTC H 0
6]
acido cafeico G EeEl
ACAF acido clorogénico
ACGN

Figura 16. Estructura quimica, nombre y clave de los compuesthfendlicos estudiados.

Se emplearon también ferrocenometanol, FCM (No. CAS 1273-86-5, 216.07 g/mol),
a-ciclodextrina,a-CD, (No.CAS 10016-20-3, 972.84 g/mol)pyciclodextrina,-CD

(No CAS 7585-39-3, 1134.98 g/mol) de Sigma-Aldrich . En todas las determinaciones
se usoO KCI (Sigma-Aldrich, No. CAS 7447-40-7, 74.55 g/mol) en una concentracion

1 M como electrolito soporte. Para el burbujeo de las soluciones se utilizé nitrogeno de

alta pureza(99.999 %) marca Infra.
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Todos los reactivos empleados en este trabajo se pesaron con exactitud en una balanza
marca Scaltec © modelo SBC 21 que permite pesar con precision hasta décimas de

miligramo.

4.2  Equipo y materiales empleados.

Los experimentos de voltamperometria ciclica, asi como los experimentos de
electrdlisis a potencial controlado, se realizaron en un potenciostato Autolab© modelo
PGSTAT 100, acoplado a un ordenador conteniendo el software GPES©, el que

permitio el almacenamiento, la visualizacion y el analisis de los datos obtenidos.

Para la técnica de voltamperometria ciclica, se trabajé en una celda enchaquetada de
aproximadamente 15 mL (Figura 1a9n el habitual arreglo de 3 electrodos. En todos

los experimentos la temperatura de la disolucién dentro de la celda se mantuvo
constante a 25°C, utilizando un recirculador de marca Termo Scientific © modelo
Nestlab RTE 7

Electrodo de
carhon de vitreo

Contraelectrodo

Electrodo de
referencia de

Tubo de teflin para Ag/AgCl

hurbujeo con nitrégeno

—»

Entrada y salida
de agua T=25"C

‘_

Figura 17. Esquema de la celda empleada para los experimentos de voltamperometria ciclica.
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Todos los electrodos empleados en este trabajo son marca BAS (Figura 18), el
electrodo de trabajo fue un electrodo de carbén vitreo de 0,06868ecsuperficie, el

dereferencia fue de Ag/AgCl, en una solucion acuosa de KCI| 3 M. Finalmente, como
contraelectrodo se utiliz6 un alambre de Pt, enrollado apropiadamente a fin de

incrementar su superficie.

5.7 mm

-

sem RE-SB

75c¢cm

Figura 18. Especificaciones de los electrodos empleados en este trabajo. Electrodo de carbén vitreo
(izquierda), electrodo de referencia Ag/AgCI (derecha). El electrodo de carbdn vitreo se encuentra
recubierto por una capa de baquelita que contiene un alambre de Cu como conexién al disco de carbon. El
electrodo de referencia contiene un alambre de Ag recubierto por AgCI en una capsula de vidrio
conteniendo una disolucién de KCI 3.0 M, el extremo inferior consiste de un trozo de vidrio poroso
(Vycor ©).

La celda empleada en los experimentos de electrdlisis a potencial contti@adaina
capacidad aproximada de 100 mL. Al igual que en la voltamperometria se tiene un
arreglo de tres electrodos, s6lo que en esta ocasion el electrodo de trabajo consistio en
una malla de carbon de gran area superficial, aproximadamente 3.5 cm de diametro y
5 cm de altura. Esto se hace con el fin de garantizar que todas las moléculas en
disolucién se transformen al producto de oxidacion. El contraelectrodo, un alambre de
Pt, se encontraba aislado fisicamente de la disolucion del analito mediante un tubo de
Luggin (Figura 19)conteniendo una disolucién de KCI 1.0 M. Durante la realizacion del

experimento el sistema se mantuvo bajo agitacion magnética.
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Tubo Luggin
Contraelectrodo

de Pt
Electrodo de

Electrodo de referencia Ag/AgCl

trabajo para
voltamperometria

ciclica Burbujeo con nitrégeno

Malla de
carbon
{electrodo
de trabajo)

Agitador
~ magnético

Figura 19. Diagrama de la celda empleada para los experimentos de electrolisis a potencial constante.

Entre cada determinacion, el electrodo de trabajo se pulié cuidadosamente con alimina
marca Leco © con tamafio de particula de uef el exceso de alimina se elimind

con agua destilada y sonicacion por 30 segundos (Cole Parmer © modelo 8891).
Finalmente, antes de introducir el electrodo en la celda, éste se limpi6é con acetona (J.T
Baker ©). Entre cada analito estudiado, el electrodo de trabajo se pulia con
suspensiones de alumina marca Buéhler © de 5.0, 1.0 yn@.3inalizando con el

pulido convencional con alimina de 0.@Q6n y acetona. Para obtener mayor
reproducibilidad en las determinaciones, previo al estudio del analito, el electrodo de
trabajo se sumergio en la disolucién burbujeada del electrolito soporte y se realizaron 30
ciclos de potencial, barriendo en el intervalo de -0.2 a 0.9 V a una velocidad de barrido
de 0.1 V/s.

Para los experimentos de voltamperometria ciclica y de electrolisis a potencial
controlado se mantuvo en todo momento atmoésfera de nitrogeno, esto con el fin de
mantener libre de oxigeno la disolucion bajo estudio y en el caso de la electrdlisis a

potencial controlado contribuir con agitaciéon mecénica al sistema.
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Todas las simulaciones digitales se realizaron con el software de simulacién digital de
experimentos electroquimicos DigiEfth version 4.0 (http://www.elchsoft.com) . La
optimizacién de la geometria molecular se realizé6 con el programa Spaffin’06

proporcionado por Wavefunction Inenvw.wavefun.cor

4.3 Procedimiento.

4.3.1 Calibracion del area efectiva del electrodo de trabajo y determinacion de la

resistencia no compensada, R

Se realizé un estudio de velocidades de barrido para el sistema de ferrocenometanol
(FCM) en KCI 1.0 M, con el conjunto de electrodos referidos en la seccion de
materiales y equipo. Las velocidades empleadas fueron de 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0,
3.0, 5.0 y 10.0 V/s vy se trabajo con tres concentraciones del FCM: 0.5, 1 y 1.5 mM,
empleando en cada caso 10 mL de disolucion, burbujeada por 45 minutos con nitrégeno
de alta pureza. Para cada velocidad se registraron los voltamperogramas por duplicado,
empezando de las velocidades mas bajas a las mas altas y regresando alade 1.0 y 0.1
V/s para verificar la reproducibilidad del proceso. Posteriormente, se registraron para
cada velocidad de barrido, los voltamperogramas ciclicos del medio electrolitico en
ausencia del analito, éstos se restaron al voltamperograma ciclico del analito,
corrigiendo asi la contribucion de la corriente debida al cargado de la doble capa en el
sistema electrolitico. Durante el experimento no se aplicé ninguna compensacion
electrénica, por lo que el valor de la resistencia ho compensada y el area real del
electrodo de trabajo se determinaron por simulacién digital de voltamperogramas
ciclicos de FCM, utilizando el coeficiente de difusion, D, y la constante de velocidad
heterogénea, k°, reportados en la literatura para este contpyestoque cabe sefialar

gue durante el experimento no se hizo correccion electronica de la caida ohmica, el total
de la resistencia no compensada se aplicé durante la simulacion. Para la titulacion con
CD se utilizaron los voltamperogramas ciclicos a 0.1 V/s, en donde la contribucion de la

caida 6hmica es minima.

Facultad de Quimica U.N.A.M. 41



Capitulo 4. Parte Experimental. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe

4.3.2 Electrélisis a potencial controlado para los compuestos o-difendli€832.

Se prepararon 50 mL de las disoluciones de cada acido de tal forma que se tuviera una
concentracion aproximada de 1.0 mM (aunque en este caso la medicion depende no de
la concentracion sino de la cantidad de masa electrolizada). Para facilitar la
solubilizacion de los analitos, las soluciones de ACGN y APTC se sometieron a 3
minutos de sonicacion, mientras que en el caso del ACAF dada su baja solubilidad en
agua fueron necesarios 35 minutos. Previo a la electrdlisis, todas las soluciones se
burbujearon con Ndurante aproximadamente 50 min. Con el microelectrodo de carbén
vitreo debidamente pulido se registré un voltamperograma inicial de la disolucion para
elegir el potencial al que se llevara a cabo la electrdlisis, en este caso el potencial de
oxidacion se situ6 alrededor de 0.7 V para los tres compuestos bajo estudio. Este valor
corresponde al potencial donde el transporte de masa se encuentra limitado por la
difusién, pero no lo suficientemente alejado del pico anddico como para causar una
sobreoxidacion. Una vez determinado el potencial de electrolisis, se hizé la conexion al
electrodo de malla de carbén vy se inicié el experimento manteniendo el valor del
potencial constante hasta que todo el analito en disolucién ha sido oxidado. El fin del
experimento de electrolisis se determind cuando la carga no cambio en funcién del
tiempd®®. Dado que en este experimento se requiere que todas las moléculas del
analito en disolucion sean oxidadas, la disolucion a electrolizar se mantuvo bajo

agitaciéon magnética y burbujeo de nitrdgeno durante todo el experimento.

Cada experimento se realizé por duplicado y la contribucion del medio de reaccién a la
carga total, se evalué mediante un experimento de electrdlisis del medio electrolitico sin
el analito, los resultados mostraron que dicha contribucion es insignificante, asi el valor
de carga total se determind directamente a partir de la gréfica de carga (Q) vs. tiempo
(t). Al terminar la electrolisis se registr6 el voltamperograma de la disolucidn

electrolizada.

4.3.3 Determinacion del comportamiento electroquimico de los compuestos
difendlicos en ausencia de CD.

Se siguio el procedimiento descrito para el ferrocenometanol, trabajando cada

compuesto a dos concentraciones diferentes: aproximadamente 0.5y 1.0 mM para
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ACAFy 1.0y 2.0 mM para ACGN y APTC. Las condiciones de sonicacion fueron las
mismas que en el caso de la electrdlisis a potencial controlado y se realiz6 el mismo
registro de velocidades de barrido que para FCM, corrigiendo en todos los casos la

contribucién del medio electrolitico.

Los voltamperogramas ciclicos de todos los compuestos se obtuvieron midiendo la
corriente (i) en el electrodo de trabajo como una funcion del potencial (E vs. Ag/AgCl).

En todos los voltamperogramas ciclicos las corrientes negativas muestran la presencia
de reacciones de oxidacion, mientras que las corrientes positivas corresponden a

reacciones de reduccion.

4.3.4 Determinacion del comportamiento electroquimico de los compuestos o-

difendlicos en presencia de CD.

En cuanto a la preparacion y solubilizacién de los compuestdendlicos se siguio el

mismo procedimiento que en los casos anteriores. Para este estudio los
voltamperogramas se registraron a velocidad constante de 0.1 V/s. En el case de la
CD, dada su alta solubilidad (14.5 g / 100 mL) fue posible la preparacion de una
disolucién stock de concentracion aproximada 0.1 M. Utilizando una micropipeta
(Eppendorf © de 20 a 1Q4L) se adicionaron alicuotas de BD de la disolucion stock

de CD, hasta obtener un total de 10 concentraciones crecientes. Entre cada adicion de
CD, la disolucion se mantuvo durante 30 segundos bajo agitacion magnética y burbujeo
con nitrégeno para su homogeneizacion. Los voltamperogramas ciclicos para cada

concentracién de CD se registraron por duplicado.

Para los céalculos de la concentracion total de CD se incluyd el efecto de la dilucion
debida a los diferentes voliumenes de disolucion stock afiadido. Cabe sefialar que la
concentracion del analito no se modificé durante la titulacion con CD, debido a que la
disolucion stock de ésta se aforé con la disolucién del compaoatifendlico y del

electrolito soporte, ambos en la misma concentracion que en la celda electroquimica.

En el caso de IB-CD, debido a su baja solubilidad (1.85 g / 100 ifiigbla 3), no fue

posible preparar una disolucion stock, por lo que para la preparacion de las
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disoluciones conteniendo diferentes concentracionespB-@D, ésta se adiciond
directamente en estado sdlido. La concentracior3-D utilizada comprende el
intervalo de 1.0 mM a 10.0 mM aproximadamente. Después de cada adicion, las
soluciones se agitaron mecanicamente durante aproximadamente 60 segundos bajo
atmosfera de nitrdgeno y se registraron los voltamperogramas correspondientes.

En estos estudios los valores de corriente anddica y catédica, asi como sus potenciales
correspondientes se obtuvieron mediante la funcién de maximos y minimos con la que
cuenta el GPESO© , estas determinaciones se realizaron sobre los voltamperogramas

corregidos.
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Capitulo 5.
Resultados y discusion.

El interés fundamental de este trabajo de tesis fue caracterizar los complejos de
inclusion entren- y B-CD y tres compuestos o-difendlicos, los acidos protocatecuico
(APTC), clorogénico (ACGN) y cafeico (ACAF), gue son compuestos muy abundantes
en diferentes frutas y verduras. Se propone que al estar un compaéstadlico en el

interior de la cavidad de una CD, la enzima PPO no seria capaz de oxidarlo y de esta

manera se evitaria o retardaria el oscurecimiento enzimatico.

Para tal proposito se inicio la caracterizacion del comportamiento voltamperométrico de
los o-difenoles en medio acuoso y el estudio del mecanismo de oxidacion mediante
simulacién digital de los voltamperogramas experimentales. Asi, fue necesario realizar
primero la calibracion del area del electrodo de trabajo, asi como la determinacion de la
caida 6hmica, ya que estos parametros son necesarios en la simulacion de los
voltamperogramas. Para apoyar el mecanismo propuesto, se obtuvo el nimero de
electrones intercambiados en el proceso de oxidacidon mediante experimentos de
electrélisis a potencial controlado. Una vez que se determiné el mecanismo de
oxidacion, se estudio el comportamiento voltamperométrico para los tres compuestos de
interés, en presencia de concentraciones crecientesa-dey [B-CD. Los
voltamperogramas ciclicos fueron entonces analizados empleando el modelo de Evans y

col. para obtendas constantes de formacion #e los complejos de inclusion.

La ultima parte de este trabajo se centra en la discusion y comparacion de otros valores
de K; reportados en la literatura, obtenidos por otras técnicas con los valores obtenidos
en esta tesis. Ademas se presenta informacion relevante de otros autores que sirve de

apoyo a nuestra investigacion.

5.1 Calibracion del area efectiva del electrodo de trabajo y determinacion de la

resistencia no compensada.

La electroquimica al ser una ciencia interfacial depende en gran medida de la superficie
disponible para que se lleve a cabo la reaccion, por esto es de fundamental importancia
conocer el valor exacto de area real del electrodo, esto es de gran utilidad especialmente
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cuando se requiere obtener parametros electroquimicos y cinéticos de manera
cuantitativa, por ejemplo cuando se emplea la simulacion digital de los

voltamperogramas ciclicos experimentales.

El area del electrodo de trabajo y el valor de la resistencia no compensada se
determinaron mediante simulacion digital de los voltamperogramas ciclicos de FCM
obtenidos a diferentes velocidades de barngoy(concentraciones. EI FCM se eligio
debido a que presenta un sistema redox reversible, cuyas propiedades electroquimicas,
como son el coeficiente de difusion, D, y la constante heterogénea de transferencia de

electrones, k°, han sido perfectamente determinadas en mediol&uoso

El proceso redox que tiene lugar para el FCM, es la transferencia de un electron en el
atomo de hierro, con estado de oxidacion*{Fepara formar un derivado del i6n

ferricinio, FE€*, reaccién (45).
FCM(FE€" — FCM(FE™) + e E°, k°  (45)

En las Figuras 20 y 2% presentan los voltamperogramas ciclicos de FCM a diferentes
velocidades de barrido y concentraciones, respectivamente. Como puede observarse la
corriente de los picos voltamperométricos aumenta a medida que la velocidad de barrido
y/o la concentracion se incrementan. En el Anexo B, ecuacién (117), se muestra que la
dependencia entre la corriente y la velocidad de barrido es cuadratica, en tanto que en el

caso de la concentracion, la dependencia es directamente proporcional.
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Figura 20. Voltamperogramas ciclicos de FCM 0.55 mM en KCI 1.0 M &2% velocidades de barrido de:
0.1,0.2,0.3,0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 y 10.0 V/s. Electrodo de trabajo: C vitreo.
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Figura 21. Voltamperogramas ciclicos de FCM 0.55, 1.07, y 1.63 mM en KCI 1.0 M@ 25

velocidad de barrido de 0.1 V/s. Electrodo de trabajo: C vitreo.

Es importante mencionar, que para cada concentracion y velocidad de barrido estudiada,
los experimentos se realizaron por duplicado, obteniéndose en todos los casos una

reproducibilidad excelente. Una buena reproducibilidad es fundamental, para obtener un
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buen ajuste entre los voltamperogramas tedricos calculados por simulacion digital y los
voltamperogramas experimentales. Adicionalmente a esto, queda manifiesto que no hay
una contribucion importante de fenomenos de adsorcion del analito sobre la superficie

del electrodo de trabajo bajo estas condiciones experimentales.

Para la simulacion de los voltamperogramas ciclicos experimentales es necesario
conocer la concentracion y velocidad de barrido experimentales, el coeficiente de
difusion (D) del FCM en el medio bajo estudio, el valor de la constante heterogénea de
transferencia electrones (k°) y el area del electrodo (inicialmente se emplea el area
nominal que indica el fabricante, que es de 0.0%) grrel valor de la resistencia no
compensada (B Los valores del coeficiente de difusion (7.8%10r¢/s) y la k° (2.06

cm/s) utilizados en la simulacién se obtuvieron de un trabajo previo de Baftfy col

Dado que durante el experimento no se aplicO ninguna compensacion electronica, el
valor de la resistencia no compensada se encontré6 por simulacion digital de los
voltamperogramas experimentales. Partiendo de que la magnitud de la k° se conoce con
exactitud, lo que se hace en la simulacion es fijar este valor (2.06 cm/s) e ir modificando
la R,, hasta encontrar el valor Unico de resistencia que ajusta bien para la separacion de
los potenciales observada en los voltamperogramas ciclicos experimentales de todas las
concentraciones y velocidades de barrido estudiadas. Simultaneamente a la
determinacion de la Rse ajusta la posicion del pico mediante la manipulacion del
valor del potencial de oxidacion (E), en nuestro caso, el potencial que mejor explica la
posicién de los picos en todos los voltamperogramas experimentales es 0.215 V. Asi,
fue posible determinar un valor dg R20Q, que corresponde al medio acuoso de KCI

1.0 My para el arreglo particular de la celda electroquimica empleada.

Una vez ajustada la posicion y la separacion de los picos voltamperométricos, se hace
un ajuste mas fino, en el que se busca la mejor concordancia en la corriente de los picos
voltamperométricos, este ajuste se logra mediante la modificacion del coeficiente de

difusion (el que inicialmente se fijo en el valor teorico).

La magnitud de la variacion entre el coeficiente de difusion obtenido por simulacion y
el valor experimental esta relacionada con el area efectiva del electrodo de trabajo

mediante la ecuacion (46). Por esto, es importante pa&a las diferentes
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concentraciones de FCM se obtengan valores de coeficiente de difusion reproducibles,

dentro de un error experimental no mayor al 5%.

D3’ (46)

Donde Aes el area efectiva del electrodo empleadesiel area nominal del electrodo
reportada por el fabricante yiBs el coeficiente de difusion tedffth El coeficiente
de difusién encontrado por simulacién es 8x110° cm/s, lo que lleva a un valor de
érea efectiva de £ 0.06865 crh

Para la aplicacion de este procedimiento, las velocidades de barrido deben
seleccionarse en un intervalo tan amplio como sea posible, en nuestro caso el intervalo
estudiado fue de 0.1 a 10.0 V/s y las concentraciones deben comprender el intervalo de

concentraciones en el que se estudiaran los analitos de interés.

En las Figuras 22 y 23se presentan algunos ejemplos representativos del ajuste
obtenido entre los voltamperogramas ciclicos simulados y los experimentales. Es
importante mencionar, que la misma serie de parametros se utilizé para todas las
concentraciones y velocidades de barrido estudiadas. Como se observa, el ajuste
obtenido en todos los casos es muy bueno, y los resultados obtenidos son congruentes,
ya que el area obtenida no esta muy alejada del valor esperado y con respecto a la
compensacion de la resistencia, se obtiene un valor pequefio, tal y como se espera para

un medio altamente conductor como es el KCI en alta concentracién 1.0 M.
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Figura 22. Comparacion entre los voltamperogramas tedricos (simbolos) y experimentales (linea continua) de
FCM 1.63 mM en KCI 1.0 M a 2& y velocidades de barrido: a) 0.1V/s b) 5.0 V/s. Electrodo de trabajo C

vitreo.
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Figura 23. Comparacion entre los voltamperogramas tedéricos (simbolos) y experimentales (linea
continua) de FCM: a) 0.5 mM yb) 1.0 mM en KCI 1.0 M #Q@5a una velocidad de barrido de 0.1 V/s

Electrodo de trabajo C vitreo.
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5.2 Estudio electroquimico de los compuestos o-difendlicos en medio acuoso.

5.2.1. Voltamperometria ciclica

Ejemplos representativos de los voltamperogramas ciclicos obtenidos a diferentes
velocidades de barrido para los &cidos protocatecuico (APTC), cafeico (ACAF) y
clorogénico (ACGN) (Estructuras en la figura 16) en disolucién acuosa de KCI 1.0 M a

25°C se muestran en las Figuras 24 - 26.

100 +

50+

-50 4

Velocidad de barrido

I(LA)

-100

-150

-200

-250 —— —
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 0.2

E(V) vs. Ag/AgCI

Figura 24.Voltamperogramas ciclicos de APTC 1.09 mM en KCI 1.0 M &2% velocidades de
barrido de: 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 V/s. Electrodo de trabajo C vitreo.
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Figura 25. Voltamperogramas ciclicos de ACAF 1.15 mM en KCI 1.0 M &2% velocidades de
barrido de: 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 V/s. Electrodo de trabajo C vitreo.
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Figura 26. Voltamperogramas ciclicos de ACGN 1.99 mM en KCI 1.0 M 2% velocidades de

barrido de: 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1, 2, 3y 5 V/s. Electrodo de trabajo C vitreo.
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En las figuras anteriores se observa que los tres compuestos presentan un pico anddico
(la) asociado a un pico catodico (Ic), de la misma forma que se obtuvo para el FCM,
excepto que para estos compuestos, la separacion entre amboARjco&d ;- Eyc) es

mayor (Tabla 4), observandose el mismo comportamiento para las diferentes
velocidades de barrido estudiadas. La forma de los voltamperogramas ciclicos sugiere
que en el pico la el compuesto catecdlico, odnidroquinona, se oxida a la
correspondiente-benzoquinona, en un proceso involucrando dos electrones y dos
protones, pasando por la formacién de la semiquinona (reaccion (47)). La reaccion
opuesta, es decir la reduccién deolguinona a lao-hidroquinona ocurre durante el
barrido inversB¥ al potencial del pico Ic (inverso de la reaccién (47)).

SO = O O

Tabla 4. Potenciales anddicos y catodicos de los
compuestog-difendlicos en medio acuoso de  KCI 1.0
M obtenidos a 0.1 V/s.

Compuesto (V) Eoc (V) AEp (V)
APTC 0.561 0.352 0.209
ACAF 0.486 0.295 0.191
ACGN 0.529 0.334 0.195

FCM 0.233 0.175 0.058

Los potenciales de oxidacion en la Tabla 4 muestran que los compuestos derivados del
acido cinamico (ACAF y ACGN) presentan una mayor tendencia a la oxidacion que el
derivado del acido benzoico (APTC). A pesar de que el potencial de oxidacion no se
relaciona directamente con la capacidad antioxidante de algun compuesto en
especific§!®, se ha observado que los derivados del acido cinamico presentan una
mayor actividad antioxidante que los derivados del acido benzoico. En el caso del
ACAF y el ACGN el potencial de oxidacion que se observa es menor para el primero

de los compuestos, sin embargo el ACGN, presenta una mayor actividad antioxidante.

El orden de oxidacion entre los derivados del acido cinamico y los derivados del acido

benzoico se explica debido a la formacion de estructuras de resonancia mas estables
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debido al doble enlace presente en la estructura de los derivados del &cido cinamico, ya
gue si bien ambas clases de compuestos pueden presentar el fendmeno de resonancia,
los derivados del acido cinamico pueden estabilizar la deficiencia de carga en un mayor
namero de atomos, lo que se manifiesta en un menor requerimiento energético para la
formacion de la semiquinona radical. Un fendmeno interesante y que merece ser
mencionado es la estabilizacién del radical de la semiquinona, via un puente de
hidrogeno intramolecular entre el oxigeno radical y el grupo —OH vecino (en el caso de

los compuestos o-difendlicos esta distancia es cercana a los 3 A) (Figul¥t27))

oH -e, -H 0

OH 0

Figura 27. Estabilizacion a través de puente de hidrogeno intramolecular en el radical semiquinona de

compuestog-difendlicos.

Otra tendencia significativa, es el hecho que los coeficientes de difdgi@mden de la

masa y volumen molecular de los compuestos en una forma inversa, es decir, a mayor
volumen, menor coeficiente de difusion (Ver Anexo B). Es por esto que resulta
interesante comparar los voltamperogramas ciclicos de los tres compuestos estudiados,
graficando la corriente normalizada,, i(corriente/concentracion del analito) vs. el
potencial. Teéricamente, de acuerdo al volumen molecular de estos compuestos (Tabla
5), se esperaria la siguiente tendencia para la magnitud de la corgek®a.G > |

ACAF > iy ACGN, que es justamente la tendencia que encontramos experimentalmente
(Figura 28).

Tabla 5. Masas y volumenes moleculares de los compuestifendlicos calculadas mediante
optimizacién de la geometria molecular con la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) a nivel
B3LYP 6-31G*

Compuesto APTC ACAF ACGN
Masa atémica (uma) 154.121 180.159 354.311
Volumen molecular (3 141.02 173.64 322.86

Facultad de Quimica U.N.A.M. 55



Capitulo 5. Resultados y discusion. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe

20 - —APTC

Ic
| _ACAF H oH
10 ACGN _/
. - N/
;

)
i

)

=

i _// £ il /

= -10 — OH

= —

i ) | SN o

Z, 20 —

-, o CO0H
'5|‘H OH
A

1.0 0.3 0.8 0.4 0.z 0.0
E{V)vs. Ag/ApgC]

Figura 28. Voltamperogramas con corriente normalizada a la concentracion para APTC (linea roja),
ACAF (linea azul) y ACGN (linea verde) en KCI 1 M a’5y 0.1V/s. Electrodo de trabajo C vitreo.

5.2.2 Electrdlisis a potencial controlado.

Para confirmar que el pico anddico la corresponde a la transferencia de dos electrones
para la oxidacion de-hidroxifenol ao-quinona, reaccion (47), se realiz6 para los tres
compuesto®-difendlicos la determinacion del numero de electrones por electrolisis a
potencial controlad&®>?. El potencial de electrélisis se fijo algunos mV después del
pico de oxidacion la (0.7 V para todos los compuestos) y se midié la carga en funcion
del tiempo (Figura 29). La carga experimental total (Q) esté relacionada con el nimero
de electrones transferidge) y con el numero de moles de especie oxidada, (N
mediante la ley de Faraday, ecuacién (48), en donde F es la constante de Faraday. ( Ver
Anexo B).

Q=nFN (48)
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Figura 29. Curva carga vs. tiempo para la electrdlisis a potencial controlado de 0.7 V vs. Ag/AgCl para:
APTC 5.06x 10° moles (linea continua y remarcada), ACAF 33> moles (linea discontinua) y

ACGN 5.15x 10° moles (linea delgada y continua) en KCI 1.0 M a temperatura ambiente.

Los valores experimentales de(Tabla 6) muestran que el numero de electrones
obtenido por esta técnica no concuerda con los dos electrones esperados para el paso de
o-hidroquinona @-quinona. Esto se puede explicar debido a que la escala de tiempo del
experimento de electrdlisis (dos horas aproximadamente) es mucho mayor que la de la
voltamperometria ciclica. Es bien sabido queokagiinonas son especies reactivas, que
facilmente reaccionan con especies nucleofilicas via reacciones de Michael, de tal
manera que cualquier especie nucleofilica presente en el medio de reaccion podria
reaccionar con la-quinona electrogenerada. En la Figura 30 se observa que el ataque
nucleofilico causa la regeneracién de la funcion catecol, de tal manera que el nuevo
catecol, al potencial de la electrélisis se estaria también oxidando. Esto explicaria el
hecho de que para APTC y ACAF se tenga un namero de electrones mayor al esperado.
Sin embargo, es muy posible que en el caso del ACGN la adicion de especies
nucleofilicas esté muy impedida debido a lo voluminoso del sustituyente en la posicion
4- del catecol (Figura 16).
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Figura 30. Reactividad de las-quinonas electrogeneradas en presencia de nucledfilos, via la reaccion de

adiciéon de Michael.

Tabla 6. Numero de electrones obtenidos por electrdlisis

a potencial controlado.

Compuesto APTC ACAF ACGN
Electrones
) 2.9 2.3 1.7
transferidosrg)

5.2.3 Investigacion del mecanismo de oxidacion mediante simulacion digital.

La oxidacion de compuestos catecélicoshidroquinonas) a-benzoquinonas y la
reduccion de quinonas a hidroquinonas son procesos inversos, de tal manera que el
esquema cuadrado de reacciones propuesto para la reduccion del sistema quinona a
hidroquinon&®  aplica también para el proceso inverso, de hidroquinona a
benzoquinona (Figura 31).

La Figura 31 muestra que el proceso de oxidacion puede seguir diferentes trayectorias,
el que se siga una u otra ruta depende de las condiciones experimentales, incluyendo
tanto el pH del medio de reaccion, como la acidez y/o la basicidad de las especies
involucradas, las que estan directamente con la estructura molecular del compuesto

o-difendlico.

En el caso particular de APTC con valoresp#& de:pKa = 4.35 (grupo -COOH),

pKa, = 8.79 y pKag = 13.0 (grupos —OH fendlicoS§*°", es razonable asumir que bajo

las condiciones experimentales, considerando que se trabajé en una disolucion acuosa
de KCI 1.0 M (pH = 6.8), los grupos -OH fendlicos no estaran disociados, por lo que
cualquier trayectoria involucrando equilibrios acido- base iniciales pueden descartarse.

Asi, de acuerdo con la Figura 31, debera haber al menos tres diferentes trayectorias
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posibles que expliguen el mecanismo de oxidacién odeidroguinona ao-
benzoquinona. Electroquimicamente estas trayectorias se pueden representar de la
siguiente manera:EC,-Cs-E5 (linea azul, en la figura 31),H,-E4-Cs (linea verde) y
E;-E>-Cs-Cs (linea roja), en donde E corresponde a un paso Electroquimico y C a un
paso quimico. Otras trayectorias incluyendo reacciones de disproporcion en fase
homogénea podrian también tener lugar. Esta misma consideracion es valida para
ACAF y ACGN, ya que sus propiedades acidas no difieren mucho de las del APTC.
(Tabla 7).

OH (49) B oult® (50) OH
- € -e- =
OH El ’ kol | OH Ez ’ k02 \OH+
H,Q H,Q™ H,Q*
(57)
(55) (56) .
H+ Kl H+ K2 H K3
) oH"
o (51) o (52) _
-e- -e-
E., k° o NN
313 . OH B, K% O
OH HO HO*
e Y 60
(58) (59) \
H'/‘ K, H|| K H|| K
(@)
o (53) o (?i) VY
-e-
= o)
2 o  Es. K% - o °° Q
Q~ Q

Figura 31. Esquema cuadrado de reacciones para la oxidaciéidieoquinona a-benzoquinona. }Q
representa a APTC, ACAF Y ACGN y Q a sus respectivas quinonapresenta el potencial para las
reacciones de transferencia de electrongs$a kbnstante de rapidez asociada a dichas transferencias y K

representa la constante de protonacién de la reaccién homogénea.
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Tabla 7. Valores de pKa de los compuestes

difendlicos.

Compuesto pKa; (COOH)  pKa(-OH) pKas(-OH)
APTC 4.3% 8.79 13.06
ACAF 4.43 8.69 -
ACGN 3.3 8.60 -

a Referencias [58,59]
b Referencia [60]

¢ Referencia [61]

Para elucidar cual de estas trayectorias es la mas factible, se llevd a cabo un analisis
sistematico de los voltamperogramas ciclicos experimentales utilizando el programa de

simulacion digital de datos electroquimicos DigiElch versiof.0
e Mecanismo B ,— G

Se analiz6 primero el comportamiento voltamperométrico en términos del mecanismo
Ei1,2-Cs6 (linea roja en la figura 31) comenzando con el pasg.Ereaccion (61) que
resulta de la combinacion de las ecuaciones (49)y (50)) que corresponde a un proceso de
dos electrones formando la quinona diprotonad&)®H seguido por el paso quimico

C. 2 (ecuaciones (57) y (60), cuya combinacion genera la ecuacion (62)) correspondiente
ala reaccion de disociacién de®f'para dar la quinona neutra (Tabla 8). Utilizando el
modelo cinético de Butler-Volm& teniendo como parametros ajustatfés k°, y a

paa la reaccion 1 no logramos una buena concordancia con los resultados
experimentales, particularmente para el pico catddico Ic, ya que en todos los casos el
pico obtenido por simulacion es mucho mas agudo que el experimental. La Figura 32a
muestra un ejemplo del mejor ajuste que se logré obtener con este mecanismo y modelo
cinético de transferencia de electrones. En la Tabla 8a se presentan los parametros
utilizados en la simulacion. Claramente, este mecanismo no explica la forma de los

voltamperogramas ciclicos experimentales.

Posteriormente, se ensayd para el mismo mecanismo el modelo de cinética de
transferencia de electrones de Mar@lisel cual permite explicar mejor la presencia de
picos anchosEn este caso el coeficiente de transferencia de electrone® es

congante como en el modelo de Butler-Volmer, sino que varia con el potencial de
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acuerdo con la ecuacion (63), en doideorresponde la energia de reorganizacion

interna.

_1 F(E-E°)
a=—+-—- — 7
21 (63)

Tabla 8. Parametros utilizados para la simulacion digital de los voltamperogramas ciclicos
experimentales de acido protocatecuico 1.09 mM en disolucion acuosa de KCI 1.0 mM.

Simulacion basada en un mecanismeg-E€; g, reacciones (61) y (62), de acuerdo con a) el modelo

de Butler-Volmer y b) el modelo de Marcus.

a. Modelo de Butler-Volmer

Reacciones electroquimicas E° (V) a k °12(cm/s)
HQ HEr H.Q™ +2e” (61) 0420 0670  9.8x10°
Reacciones quimicas Kz (M) ks (%) ko (M7's™)
HQ* B Q+2H (62) 1.0x10  0.10 1.0x 10°
D (Todas las especies) 6.25 x10° cnf/s

Tabla 8b. Modelo de Marcus

Reacciones electroquimicas E° (V) A k°;, (cm/s)
HQ HEr H.Q™ +2e” (61) 0.452 1.0 5.2 x10*
Reacciones quimicas K6 (M) ke (s%) ko (M™s™)
HQ* UB Q+2H (62) 1.0x10 003  3.0x10°
D (Todas las especies) 6.8 x10° cnt/s

Los mismos parametros de simulacion se utilizaron para todas las velocidades de barrido,
comprendidas entre 0.03 y 10.00 V/s. Potenciales V vs. Ag/AgCl. Temperatura: 25 °C. Durante el

experimento la resistencia no se compenso electrénicamente, por lo que el total deCesse, 20

incluyé durante la simulacion.
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Figura 32. Voltamperogramas ciclicos experimentales (linea continua) de APTC 1.09 mM, en
disolucién acuosa conteniendo KCI 1.0 M a°@5y velocidad de barrido de 0.2 V/s. Electrodo de
trabajo: C vitreo. Simulaciones (circulos) basadas en un mecanjstig d&=reacciones (60) y (61), de
acuerdo con el modelo cinético de transferencia de electrones de: a) Butler-Volmer y b) Marcus de

acuerdo a los parametros descritos en las Tablas 9a y 9b, respectivamente.
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En la Figura 32b se presenta una comparacién entre el voltamperograma ciclico
experimental y la simulacién utilizando el modelo de Marcus con el mecanismo descrito
por las reacciones (61) y (6ZJabla 8). En este caso es posible observar que el ajuste,
particularmente en la region del pico catddico (Ic), es mucho mejor. Sin embargo,
ahora la forma del pico anddico no concuerda con lo observado experimentalmente,
basicamente el mismo comportamiento se observo para todas las concentraciones y
todas velocidades de barrido estudiadas. En la tabla 8b se presentan los parametros que

proporcionaron el mejor ajuste a los voltamperogramas ciclicos experimentales.

* Mecanismo & - E,— Gz

La carencia de ajuste entre el experimento y la simulaciéon, condujo a probar otro

mecanismo.

El siguiente mecanismo que se considero fue el mecanigiBg & ¢, €l cual involucra
dostransferencias de electron consecutivas, formando el cation radical y en seguida el
dication (reacciones (49) y (50), Figura 31 y Tabla 9), seguidas por la disociacion, en un
solo paso, del dication generando la quinona neutra (reaccionT@da 9). En la

Figura 33 se observa que utilizando este mecanismo se obtuvieron mejores resultados
que con el mecanismo; EC3 6, Sin embargo, no se logra un buen ajuste para la onda
catodica Ic, ya que, el pico obtenido por simulacion es todavia ligeramente mas agudo
que el pico obtenido experimentalmente. Este mismo comportamiento se observé para
todas las velocidades de barrido, asi como para otras concentraciones. Se pudo también
observar que las simulaciones no son sensibles al valor de la constante de equilibrio de
la reaccion (62), ya que se encontré que valores del orden’ debigh de 18 proveen
igualmente buen ajuste, esto sugiere que es necesario contar con una medida

experimental independiente de dicha constante.
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Figura 33. Voltamperogramas ciclicos experimentales (linea continua) de APTC 1.09 mM, en disolucién
acuosa conteniendo KCI 1.0 M a %5 a una velocidad de barrido de 3.0 V/s. Electrodo de trabajo: C
vitreo. Simulacion (circulos) de acuerdo al mecanisprg,E; 6, reacciones (49), (50) y (62).

Parametros de simulacion en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros utilizados para la simulacion digital de los voltamperogramas ciclicos
experimentales de acido protocatecuico 1.09 mM en disolucion acuosa de KCI 1.0 M. Simulacién

basada en un mecanismpB-C; ¢, reacciones (49), (50) y (62), usando el modelo de Butler-

Volmer.
Reacciones electroquimicas E° (V) a k° (cm/s)
HQ UEr HQ +e” (49) 0.521 05  45x10°
HQ" U HQ* +e” (50) 0.447 05 55 x10*
Reacciones quimicas K (M) k (s ko (M7's™)
HQ* U Q+2H (62) 1.0x10° 0031  3.1x 10
D (Todas las especies) 7.00 x10° cnf/s

Los mismos pardmetros de simulacion se utilizaron para todas las velocidades de barrido,
comprendidas entre 0.03 y 10.00 V/s. Potenciales V vs. Ag/AgCIl. Temperatura: 25 °C. Durante el
experimento la resistencia no se compenso electronicamente, por lo que el total deCesse, 20

incluy6 durante la simulacion.
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* Mecanismo & - C,5— Es

El siguiente paso fue determinar si el mecanism€&€t-Es (representado por la linea

azul, Figura 31) podia explicar mejor los voltamperogramas obtenidos a las diferentes
concentraciones y velocidades de barrido. Para tal proposito se incluyeron en el
programa de simulacién las siguientes reacciones: la oxidacion de un electrén del
catecol dando la semiquinona cation radical (reaccion (49)), seguido por la disociacion
en un solo paso de la semiquinona catién radical generando la semiquinona anion
radical (reaccion (64), que surge de la combinacién de las reacciones (49) y (54)), la que
finalmente por oxidacion de un electron conduce a la formacién la quinona neutra

(reaccion (54)), en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros utilizados para la simulacion digital de los voltamperogramas ciclicos
experimentales de acido protocatecuico 1.09 mM en disolucion acuosa de KCI 1.0 M.
Simulacion basada en un mecanismCEs-Eq, reacciones (49), (54) y (64), usando el modelo

cinético de Butler-Volmer.

Reacciones electroquimicas E° (V) o k° (cm/s)
HQ U HQ"+e” (49) 0.518 0.5 4.2 x10°
Q" Uy Q+e” (54) 0.416 0.44 1.2 x10°
Reacciones quimicas K (M) ki (s1) Ko
HQ™ Hr Q@ +2H (64) 0186  7.2x10° 3.9 x10"
D (Todas las especies) 7.00 x10° cnf/s

Los mismos parametros de simulacién se utilizaron para todas las velocidades de barrido,
comprendidas entre 0.03 y 10.00 V/s. Potenciales V vs. Ag/AgCl. Temperatura: 25 °C. Durante
el experimento la resistencia no se compenso electrénicamente, por lo que el total de esta, 20

Q, se incluy6 durante la simulacion.

Este mecanismo produjo una mejor concordancia con los voltamperogramas
experimentales, que los mecanismog>€Ezs y. E-Ex-C36 Sin embargo, para
diferentes series de experimentos que se estudiaron, se observé que utilizando un mismo
grupo de parametros para todas las velocidades de barrido estudiadas, no fue posible
obtener un buen ajuste, principalmente en la region del pico de reduccién Ic. El

principal problema fue que el grupo de parametros que proveia mejores ajustes para las

Facultad de Quimica U.N.A.M. 65



Capitulo 5. Resultados y discusion. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe

bajas velocidades de barrido, no permitia buen ajuste para las altas velocidades de
barrido y viceversa. La Tabla 10 muestra los parametros con los cuales logramos
obtener una menor desviacion entre la simulacion y los voltamperogramas ciclicos

experimentales obtenidos a todas las velocidades de barrido.
* Mecanismo g -G, — E4— Cs

Nuestra siguiente alternativa fue entonces el mecanisr@®-Es-Cs (representado por
la linea verde en la Figura 31), correspondiente a la secuencia de reaccione$5@p) —
— (52) —(60) que se indica en la Tabla 11.

Tabla 11. Parametros utilizados para la simulacién digital de los voltamperogramas ciclicos
experimentales de acido protocatecuico 1.09 mM en disoluciéon acuosa de KCI 1.0 M.
Simulacion basada en un mecanismeCEE,-Cs, reacciones (49), (56), (52) y (60)
respectivamente, con el modelo cinético de Butler-Volmer.

Reacciones electroquimicas E° (V) a k° (cm/s)
HQ Up HQ " +e” (49) 0.664 0.48 0.043
HQ UF HQ +e” (52) 0.516 0.61 0.043
Reacciones quimicas K (M) ke (sY) ko (M7's™)
H.Q" Upr HQ +H' (56) 002 1.0x10° 5.0 x10"
HQ" OB Q+H (60) 06  1.0x10° 1.7 x10"
D (Todas las especies) 7.00 x10° cnf/s

Los mismos parametros de simulacion se utilizaron para todas las velocidades de barrido,
comprendidas entre 0.03 y 10.00 V/s. Potenciales V vs. Ag/AgCl. Temperatura: 25 °C. Durante
el experimento la resistencia no se compenso electrénicamente, por lo que el total de ésta, 20
Q, se incluyé durante la simulacion.
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Figura 34. Voltamperogramas ciclicos experimentales (linea continua) de acido protocatecuico 1.09 mM

en disolucion acuosa conteniendo KCI 1.0 M 42% diferentes velocidades de barrido: a) 0.05 V/s, b)

0.3 V/s, ¢) 1.0 V/s, d) 3.0 V/s. Electrodo de trabajo: C vitreo. Simulacion (circulos) de acuerdo al

mecanismo EC,-E4-Cq , reacciones (49), (56), (52) y (60) respectivamente, con los parametros de

simulacién mostrados en la Tabla 11.
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Para esta propuesta mecanistica se observa que el ajuste obtenido para todos nuestros
voltamperogramas experimentales fue mucho mejor que con cualquiera de los otros
mecanismo ensayados, presentandose en dicha tabla los parametros
voltamperométricos que proveyeron mejor ajuste con los voltamperogramas

experimentales a todas las velocidades de barrido.

La Figura 34 (voltamperogramas 34a a 34d) muestra algunos ejemplos representativos
del ajuste a los voltamperogramas ciclicos experimentales de APTC, empleando los

parametros descritos en la Tabla 11.

5.3 Caracterizacion del fendmeno de inclusién entra- y B- ciclodextrinas y los

compuestos o-difendlicos.

5.3.1 Estudio por voltamperometria ciclica.

Con el fin de observar la posible formacién de complejos de inclusion entre los
compuesto®-difendlicos y las ciclodextrinas, se realizé la adicion de concentraciones
crecientes de- y -CD a soluciones acuosas de APTC, ACAF y ACGN y se estudio su
comportamiento voltamperométrico, se observo en todos los casos una disminucion
sustancial en las corrientes de los picos la y Ic, asi como también un incremento en el
AEp = B Epe, con el pico de oxidacion la desplazandose a valores mas positivos y el
dereduccion Ic a valores menos positivos. La magnitud del cambio en la corriente y en
el AE, fue dependiente de la concentracion de CD utilizada. Ejemplos representativos
de éste comportamiento se muestran en las Figuras 35, 36 y 37.

Debido a que las CD son compuestos macrociclicos, la incorporaciéon de una molécula
huésped en su cavidad hidrofébica disminuye la difusividad de dicha molécula huésped

con respecto a su forma liBfe? !

y dado que la corriente de pico es proporcional a la

raiz cuadrada del coeficiente de difusidon, entonces la disminucion en el coeficiente de
difusion de la especie electroactiva, o molécula huésped, es la responsable de la
disminucién observada en la corriente de ambos picos. Por otra parte, debido a que la
especie electroactiva se encuentra dentro de la cavidad de la CD, es razonable que el

potencial de oxidacion se desplace a valores mas positivos que la oxidacion del
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compuesto libre. Asi, los experimentos voltamperométricos evidencian claramente que

el compuesto o-difendlico se esté incluyendo en la cavidad de la ciclodextrina.

20
— APTC
—— APTC + [a-CD]

10+

g
-20 4
-30 4
T T T T T T T T T T 1
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
E(V) vs. Ag/AgCI
20
| e APTC
10l ——APTC+[-CD]
0
< o]

-20 -

-30

-40 , . , . , . , .
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

E(V) vs. Ag/AgCI

Figura 35. Voltamperogramas ciclicos de APTC en a) 1.07 mM y b) 1.26 mM en KCI 1 FCay286.1
V/s, en presencia de concentraciones crecientes deCB)( 0.50, 1.01, 1.51, 2.00, 2.49, 2.97, 3.45,
3.93, 4.39, 4.86 mM), y en B}CD (1.13, 2.25, 4.31, 5.49, 6.62, 8.12, 9.29 mM).
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159 emmmm ACAF
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Figura 36. Voltamperogramas ciclicos de ACAF a) 0.73 mM b) 0.69 mM en KCI 1 M@ 250.1
V/s, en presencia de concentraciones crecientes deCB)( 0.50, 0.99, 1.49, 1.98,2.46, 2.94, 3.41,
3.88, 4.34, 4.81 mM), §-CD( 1.37, 2.37, 3.31, 4.37, 5.55, 6.54, 7.90, 8.87 mM).
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Figura 37.Voltamperogramas ciclicos de ACGN a) 1.01 mM b) 1.04 mM en KCI 1.0 NGy2®.1
V/s, en presencia de concentraciones crecientes deCB)(0.50, 0.99, 1.48, 1.97, 2.45, 2.92, 3.40,
3.86, 4.33, 4.79 mM), §-CD (1.28, 2.36, 3.35, 4.37, 5.68, 6.98, 8.30, 10.35 mM).
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5.3.2 Determinacion de las constantes de formaciols, mediante el modelo de
Evans y colaboradores.

Para la determinacion de las constantes de formacion de los complejos de inclusion se
empled el modelo de Evans y colaboraddte¥! quienes sugieren que la corriente de

los picos voltamperométricos del huésped en presencia de CD es proporcional a un
coeficiente de difusion aparente,p) que contiene la contribucion de los coeficientes

de difusion del huésped libre,;Dy del complejo de inclusion, Pde acuerdo con la
ecuacion (65), en dondees la fraccién de complejo formado, que esta correlacionada
con la constante de equilibrio para la formacion del complejpd& acuerdo con la
ecuacion (66) en donde [CPgs la concentracion de CD en el seno de la disolucion.
Esta ecuacion considera que la estequiometria del complejo de inclusion es 1:1, esto
es, una molécula de CD incorpora en su cavidad una molécula del compuesto huésped.
Estudios previos por otros autores (ver seccion 5.3.3), asi como determinaciones
realizadas por nuestro grupo de investigacion utilizando la técnica de calorimetria

demuestran que la estequiometria de los complejos de inclusion aqui estudiados es 1:1.

Dapp = XD¢ + (1-X)Dx (65)
Kf :;
[CD], (1-x) (66)

Mediante la combinacion de las ecuaciones (65) y (66) y basandose en el hecho que la
corriente de pico es proporcional a la raiz cuadrada del coeficiente de difusion, Evans y
colaboradores obtuvieron la expresidn matematica que se muestra en la ecuacion (67).
Esta ecuacion correlaciona la variacion en la corriente de pico en funcion de la
concentracion de CD, permitiendo obtener de manera cuantitativa las constantes de
formacion del complejo de inclusion, en dongee i, Son la corriente en presencia y

en ausencia de CD, respectivamente. En este caso los valoiesodeesponden a la
corriente que se obtiene de los voltamperogramas experimentales registrados para

diferentes concentraciones de CD .
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iP 2_ 1 1 iP ’ +Dc
ino) KiCDL| i) | Py ©7

Reordenando la ecuacién (67) para obtener directamente de la pendiente el valor del
inverso de la constante de formacién del complejo, es decir la constante de disociacion

del complejo, K (pendiente = K= 1/ K;), se obtiene la ecuacién (68):

N2
('pj D,
Ipvo 1 Df

1_(-% jz K, [cD], i 1_[.% ]2 (68)

p,0

En la Figura 38 se representan las gréficaséipﬂgo)z/ (1—(i Ji p,o)z) vs. [CD]* para los

resultados experimentales de ACAF can y B-CD, todos los demds sistemas
estudiados presentaron también un buen ajuste lineal. Cabe mencionar que este ajuste
lineal se obtiene para concentraciones de CD mayores a la estequiométria 1:1 con
respecto al compuestadifendlico, ya que a concentraciones inferiores de CD, el ajuste
resulta polinomial, y el modelo de Evans no puede aplicarse. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado, obteniéndose una alta reproducibilidad en los datos. Los
valores de las constantes de formacion del complejo de inclusipis€keportan en la

Tabla 12, donde se observa que los valores de las constantes de formacion para todos
los compuestos y con ambas ciclodextrinas se encuentran practicamente en el mismo
orden de magnitud, por lo que es dificil establecer tendencias estructurales, excepto que
aparentemente los derivados del acido cinamico se asocian preferentemente-con la
CD, mientras que el derivado del acido benzoico lo hace preferentemente}eGibla

Sin embargo, es necesario extender estos estudios a otros compuestos de estas familias,
para poder observar tendencias mas claras. Los valores de las constantes de formacion
muestran que el fendmeno de inclusion se da favorablemente, de tal manera que el
compuestoo-difendlico prefiere estar incluido dentro de la cavidad hidrofobica de la

CD, a estar en su forma libre.
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Figura 38. Determinacién de la constante de formacién del complejo de inclusion entre  ACAF 0.73 mM
cona-CD (cuadrados) y ACAF 0.69 mM c@aCD (triangulos), de acuerdo a la ecuacion (68), para
CD, K¢ = 268.5 par$-CD, K;= 166.0

Tabla 12. Constantes de formacfgrara los
complejos de inclusion de los compuestos o-

difendlicos con ay 3-CD.

Compuesto Ciclodextrina K Log K¢
APTC a-CD 157.40 2.197
APTC B-CD 352.40 2.547
ACAF a-CD 268.50 2.429
ACAF B-CD 166.00 2.220
ACGN a-CD 431.50 2.635
ACGN B-CD 371.50 2.570

 Determinados por voltamperometria ciclica de
acuerdo con el modelo descrito por Evans y col.,

ecuacion (68).

Es importante mencionar, que el modelo de Evans, ecuacién (67), se ha aplicado

anteriormente y de manera exitosa en la determinacion de constantes de formacion de
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complejos de inclusion con diversas moléculas huésped, como por ejemplo en la
oxidacion de catecolaminé&®y en la reduccion de antraquinofidsen medio acuoso.
Adicionalmente en nuestro trabajo encontramos que la aplicacién del modelo de Evans
(ecuacion (68)), ajusta muy bien a los resultados experimentales permitiendo obtener
tendencias lineales con alta reproducibilidad (Figura 38), siempre y cuando la CD se
encuentre ligeramente en exceso con respecto al catecol. La comparacion entre nuestros
valores y los que ya se encuentran reportados en la literatura se presenta en la seccion
5.3.3.

5.3.3 Resultados por otros autores que sirven de apoyo a nuestros resultados.

5.3.3.1Estequiometria, fuerzas estabilizadoras y orientacion de las moléculas de
ACGN y ACAF en el complejo con3-CD.

La estequiometria 1:1 de los complejos de inclusion con ciclodextrinas de compuestos
estructuralmente parecidos a los estudiados en esta tesis, ha sido comprobada por
diversos autores por ejemplo en el caso de los acidos curftdriedacluso para el
ACGN®",

El estudio de M. Strazisar y sus colaborad8tesonsisti6 en preparar complejos de
inclusion de diversos acidos cumaricos fe@D por el método de coprecipitacion a fin
de poder realizar determinaciones simultaneas de la relacidon estequiométrica entre la
molécula huésped y la CD y de las constantes de estabilidad de dichos complejos.
Mediante las técnicas de IR, estudios de solubilidad de fases, técnicas de lavados con
diversos disolventes y espectrometria de masas, obtuvieron que la estequiometria de

esta clase de complejos es 1:1.

Peter L. Irwin y colaborador€8 estudiaron la formacién de los complejos de inclusién

de AGCN en presencia d&-, (3-, y y-CD’s y B-CD polimerizada a diferentes valores

de pH, fuerza i6nica y temperatura en sistemas amortiguados y en jugo de manzana. Los
parametros termodinamicos de estos complejos se obtuvieron en disolucion mediante la
técnica de espectroscopia UV-Vis. Estudios’#eNMR permitieron comprobar que la

estequiometria para los complejos es 1:1.
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Como se mencion6 en la seccion 3.9 de este trabajo, el proceso de inclusion ocurre
cuando la parte apolar del compuegtalifendlico, se introduce en la cavidad
hidrofébica de la CB*®"® este proceso se favorece principalmente por las
variaciones entropicas del sistema debidas a efectos de solvatacion, tanto de las
moléculas de agua que son desplazadas del interior de la cavidad al ocurrir el fenémeno
de inclusién, como las fuerzas de Van der Wiafé! que se generan al incluirse la

molécula huésped cuando se forma el complejo.

Gérnas y colaboradofé® mediante calculos de dindmica molecular determinaron la
orientacion mas favorable de las moléculas de ACGN y ACAF en el complejo de
inclusion conP-CD. Para cada uno de los complejos, ACBNCD y ACAF: 3-CD,
calcularon dos posibles orientaciones, en ambos se consideré que el anillo aromatico
quedaba incluido en la cavidad de la ciclodextrina, en el primer sistema (orientacion 1)
los grupos —OH de la molécula huésped estan dirigidos hacia la cara primaria de la
ciclodextrina y en el segundo sistema (orientacién 2), los —OH del huésped quedan
orientados hacia la cara secundaria de la ciclodextrina. (Figuras 39 y 40). La
optimizacién por minimizacion de la energia mostr0 que en el caso del ACAF la
orientacion 1 es mas favorecida por 80.1 kJ/mol que la orientacion 2 (Figura 39),
mientras para el ACGN la orientacion 2 es la mas favorecida por una magnitud similar,
80.3 kJ/mol (Figura 40). Las energias de los complejos se calcularon considerando al
agua como disolvente, bajo estas condiciones los resultados muestran que los complejos
de inclusion dep-CD con ACGN son energéticamente mas favorables que los
complejos con ACAF. La optimizacién de la geometria de estos complejos indica que
con excepcion del complejo del ACGN en la orientacion 2 (Figura 40b), las
interacciones por puente de hidrégeno no juegan un papel importante en la
estabilizacion de los complejos, lo que sugiere de nuevo que son las interacciones de
van der Waals las que proveen la estabilidad de los complejos. Para el complejo ACGN:
B-CD en la orientacion 2, se encontro un puente de hidrogeno entre el oxigeno del grupo
éster del ACGN y uno de los grupos hidroxilo primarios (en la cara primaria)fde la

CD.
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Figura 39. Tomada de [44]. Estructuras de las dos posibles orientaciones del ACAF al formar el
complejo de inclusion cof-CD, a) orientacion 1, b) orientacién 2. La orientacion 1 es la

energéticamente mas favorecida
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Figura 40. Tomada de [44]. Estructuras de las dos posibles orientaciones del ACGN al formar el
complejo de inclusion cop-CD, a) orientacion 1, b) orientacién 2. La orientacion 2 es favorecida

energéticamente.
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5.3.3.2Valores de las constantes de formacion para los compuestoslifendlicos

encontrados en la literatura y comparacién con nuestros resultados.

En la tabla 13 se muestran los valores obtenidos por diversas técnicas para las
constantes de formacién de los complejos de inclusién con los compuekteasolicos

cona- y B-CD, en los casos donde fue posible obtener ambos valores de la literatura.

En la tabla 13 también se especifican las condiciones de pH, temperatura y fuerza idnica

en las que fueron obtenidas asi como la fuente bibliogréfica.

Tabla 13.Comparacion entre los valores de las constantes de formag)qa(i los complejos de

inclusién de los compuestodifendlicos cona- y f-CD, obtenidos por otras técnicas.

Compuesto CD K;(M™) pH Fuerzaiénica Temperatura (°C) Técnica? Referencia.
APTC i 264 6.5 0.10 25 uv [67]
ACAF B 278 7.0 - 25 Fluorescencia [44]
ACGN B 597 6.5 0.10 25 uv [67]
ACGN B 646 6.5 0.05 25 uv [67]
ACGN B 522 6.5 1.40 25 uv [67]
ACGN B 799 6.5 0.10 3 uv [67]
ACGN i 526 3.6 0.10 25 uv [67]
ACGN B 424 7.0 - 25 Fluorescencia [44]
ACGN a 626 6.5 0.10 25 uv [67]
ACGN a 321 3.6 0.10 25 uv [67]
ACGN a 1144 65 0.10 3 uv [67]

a En el caso de la técnica de UV, la fuerza ionica se fijé con diferentes concentraciones de buffer de

fosfatos, y acetatos segun el valor de pH reportado. pH 6.5 fosfatos, pH 3.6 acetatos.

® | os valores de constante de formacién para los complejos de inclusién se determinaron mediante la
mezcla de disoluciones acuosas de los compuestos huésped y de cada CD, en relacion 1:10

respectivamente.

A pesar de que en este trabajo de tesis no se presenta el estudio de las constantes de
formacion de los complejos de inclusion a otros valores de temperatura, pH y fuerza
iGnica (aungue se realizara en un futuro como extension al proyecto), resulta interesante
observar el efecto de la modificacion de dichos parametros. Se observa que los valores

de las constantes de equilibrio son altamente dependientes de la temperatura ya que al
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aumentar esta magnitud, el valor de la constante decrece (de’783N a 597 M a

25°C para ACGN conp-CD), un decremento similar se observa también para el
complejo cona-CD (Tabla 13). Esto puede explicarse debido a la mayor libertad del
huésped para poder entrar y salir de la cavidad. Los datos de la Tabla 13, muestran que
la fuerza idnica tiene un efecto menos importante sobre la magnitud de las constantes
(de 597 M* a fuerza i6nica (I) 0.1 a 522Ma 1=1.40 para ACGN con-@D).

En el caso del pH, la variacion de las constantes de equilibrio no puede ser predicha
cualitativamente ya que para el complejo eftt€D y AGCN, los valores no son
afectados en gran medida (597 Bl pH 6.5 a 526 a pH 3.6), mientras que en el caso del
complejo cona-CD, los valores de la constante se ven ampliamente modificados (de
626 M* para pH 6.5 a 321 M para pH 3.6).

Como puede observarse en la tabla 12, los valores dbt&nidos experimentalmente

por voltamperometria ciclica se encuentran en el mismo intervalo de magnitud que los
valores reportados en la literatura mediante otras técnicas (Tabla 13), sin embargo la
comparacion directa de dichos valores no es posible debido a la diferencia de

condiciones experimentales.

Entre las perspectivas de este trabajo esta realizar la simulacion digital de los
voltamperogramas ciclicos experimentales y el uso de una técnica independiente, como
la calorimetria, para estimar las constantes de formacion de los complejos y de esta
manera poder corroborar los valores obtenidos mediante la aplicacion del método de

Evans ycol.
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Capitulo 6.
Conclusiones.
Estudios en ausencia de Ciclodextrinas.

* Mediante electrdlisis a potencial controlado, se observé que el niamero de
electrones intercambiados durante la electro-oxidacion de los compoestos
difendlicos difiere de 2, que es el valor esperado para la conversion de catecol a
o-quinona lo que sugiere la presencia de reacciones acopladas (adiciones tipo
Michael) sobre la quinona electrogenerada. La observacion de que a menor
impedimento estérico de los compuestos mayor es el nUmero de equivalentes de
electrones obtenidos en la electrolisis, apoya la presencia de dichas reacciones
acopladas.

» Los voltamperogramas ciclicos de los compuestdgendlicos en ausencia de
CD a todas las velocidades de barrido estudiadas muestran una sefial anddica
con su correspondiente sefial catddica, lo que indica que la quinona
electrogenerada es estable en la escala de tiempo de la voltamperometria ciclica,
lo que no ocurrid en el caso de la electrolisis a potencial controlado, dada la
escala de tiempo mayor.

« Se estudié6 mediante simulacién digital las diferentes posibilidades mecanisticas
paa la oxidacion de los compuestmslifenolicos en ausencia de CD, siendo un
mecanismo tipo ECEC el que proporcioné el mejor ajuste.

e Se observé experimentalmente la mayor facilidad de oxidacion de los
derivados cindmicos contra los derivados benzoicos, lo cual se explica debido a
la mayor estabilizacion de densidad electronica, en los derivados del acido
cinamico.

* Fue posible observar experimentalmente en términos de la magnitud de corriente
normalizada a concentraciony)i registrada en los voltamperogramas, la

proporcionalidad inversa entre volumen molecular y coeficiente difusion.

Estudio en presencia de Ciclodextrinas.
« Se comprob6é que bajo las condiciones experimentales utilizadas se da el
fendmeno de inclusién entre el compuesttifendlicos y las CD’s. Esto se puso

de manifiesto por el desplazamiento de los potenciales de pico anddico y
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catédico (menor tendencia a la oxidacion) y la paulatina disminucion de la
corriente para ambas sefiales conforme se aumenta la concentracién de CD.

 Los tres compuestos estudiados y con ambas ciclodextrinas presentan un
excelente ajuste al modelo de Evans y colaborafotéslo que nos permitié
determinar las constantes de formacion de los complejos de inclusion,
considerando que la reproducibilidad de los experimentos es alta.

* En todos los casos se forman complejos de inclusién con estequiometria 1:1 con
valores de K del orden 1®M™ mostrando que la formacion del complejo es un
proceso favorable.

* Se encontrd que los derivados del acido cinamico, esto es, los acidos cafeico y
clorogénico, se asocian preferentemente con-@D, mientras que el acido
protocatecuico derivado del acido benzoico presenta mayor afinidad fen la

CD considerando los valores de para cada caso.
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ANEXO A [6069-73]

Fundamentos de Electroquimica y Cinética Electroquimica.

Las reacciones quimicas ocurren cuando se da un suministro adecuado de energia al
sistema, produciéndose un reacomodo y/o formacién de nuevos enlaces entre los
atomos que conforman reactivos, para originar productos. En un gran numero de
ocasiones los reactivos difieren de los productos solamente en una particula, que puede
ser cedida o ganada durante la reaccién, como ocurre en las reacciones de complejacion,
acido-base y redox, siendo esta ultima clase de reacciones donde aparece la
electroquimica como una herramienta invaluable, no solo para obtener informacion de
transferencias electronicas entre reactivos y productos, sino también informacion

termodinamica y cinética de estos procesos.

La electroquimica se defiie’” como la disciplina que estudia la relacion de la
electricidad con las reacciones quimicas y se estudia primordialmente en  celdas
electroquimicas, que son una coleccion de interfases conductoras inteligentemente
colocadas en base a reactividad y el fenbmeno a estudiar. En las celdas electroquimicas
se estudia la interaccion existente entre un analito presente en una fase conductora y un
electrodo, es por ello que la electroquimica es una ciencia de tipo interfacial, ya que es
justamente en la interfase electrodo-solucion donde se llevan a cabo las transferencias
electrénicas hacia los reactivos o hacia el electrodo en funcion del potencial eléctrico
aplicado. La estructura de la interfase electrodo-solucion es bastante compleja, sin
embargo se puede esquematizar de acuerdo a la Figura 41, donde puede observarse que
alrededor de la superficie cargada del electrodo se ha formado una doble capa, donde
coexisten cationes solvatados, moléculas de disolventes y ciertas especies adsorbidas en
la superficie metalica, ademas se distinguen dos regiones: el plano interno de Hemholtz
(IHP) y el plano externo (OHP).

La facilidad con la que se lleva a cabo una transferencia electronica del analito a la
superficie conductora del electrodo, dependera de la naturaleza del analito, y del
producto que se forma ademas del acoplamiento de los estados del metal con respecto a

los estados electronicos del analito (Figura 42).
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IHP OHP

Capa difusa

Cation
solvatado

Aniones
ezpecificamente
adsorbidos

O = Moléculas de disolvente

-

Figura 41. Tomada de [53]. Modelo propuesto para la region de la doble capa bajo condiciones donde los

aniones se encuentran especificamente adsorbidos.

En electroquimica el flujo de portadores de carga ya sea del electrodo a la disolucion o
viceversa, genera como respuesta una corriente (i), la cual se define como la cantidad

de carga (q) que fluye por unidad de tiempo (t). (Ecuacion (69))

. dq

dt (69)

La unidad empleada para la corriente de acuerdo al Sistema Internacional de Unidades
(SI) es el Ampere (A), que se define como & suando la carga y el tiempo se

expresan en estas unidades.

De acuerdo a la naturaleza de la corriente que se observa en un experimento se pueden

definir dos tipos de procesos:

a) Procesos no Faradaicos.
b) Procesos Faradaicos.
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Los procesos no faradaicos son aquellos donde existen fluctuaciones de corriente, que
no son asociadas a la oxidacion o reduccion de algun analito, como los procesos de
cargado que ocurren debido a la doble capa formada en la interfase electrodo-solucion,
0 aprocesos de adsorcién/desorcion.

Electrodo Solucién Electrodo Solucion
Orbital — TN
@ n = molecular _+_
‘I- vacante
Potencial : —_—
A Orbital
® energetico molecular
¥ de los AH— ocupado AH—‘
electrones
Ade— A
(a)
Electrodo Sohicién Electrodo Solucién
Nivel Orbital
\ energético| ———  molecular S
@ de los vacante
electrones
Potencial —
@ l Orbital }/__: i
4”—% molecular —i—
ocupado '
A-e— A"

M

Figura 42. Tomada de [60]. Esquema representativo de a) reduccion, b) oxidacién de la especie A. El

sistema que se encuentra aqui ilustrado podria representar un compuesto aromatico (por ejemplo 9,10-

difenilantraceno) en un disolvente aprético (como acetonitrilo) frente a un electrodo de trabajo de

platino. El proceso redox, se lleva a cabo mediante la variacion del potencial (E) del electrodo con

respecto a la disolucion, lo que provoca que la transferencia se lleve hacia un lado o hacia el otro.

Los procesos faradaicos (Figura 42pn aquellos en los que la corriente observada se

debe a la oxidacion o reduccion de un analito, y por ende obedecen a las Leyes de
Faraday (Ecuacién (48)), la cual relaciona la cantidad de carga por mol de sustancia

L El arreglo que existe entre la doble capa y un capacitor es similar, es por ello que en los experimentos
de voltamperometria (variacién del potencial con respecto a la corriente, Anexo B) se registra cierta
corriente de cargado, analoga a la que se presenta en los circuitos eléctricos que se encuentran
capacitados.
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reaccionante (Fundamento de las medidas de electrolisis a potencial controlado Anexo
B).

Q=nN,F (48)

Donde Q es la cargaolél nimero de moles de sustancia electrolizada y n el nimero de
paticulas portadoras de carga cedidas o aceptadas y F es la constante de Faraday 96487
C/mol.

La velocidad de las reacciones puede estar limitada por varios factores, por ejemplo:

a) Reacciones quimicas que antecedan o precedan la transferencia electronica.

b) Transporte de masa que es el movimiento de material desde un punto hasta otro
dentro del sistema debido a diferentes modos de transporte originados por
diferencias en el potencial eléctrico (migracioén), potencial quimico (difusién) o
en el desplazamiento de volimenes de disolucion ya sea por agitacion o

gradientes de densidad (conveccion).

La ecuacion (70) recibe el nombre de ecuacion de Nernst-Planck y describe el flujo de
material (J;(x)) de una zona a otra de la disolucion (en este caso de manera
unidimensional) considerando cada uno de los tres modos de transporte: Difusion

(primer término), migracion (segundo término) y conveccidn (tercer término),

respectivamente.

3(0=-D 0C;(x) szD c 0AX) ,

. Cr *(X
boox RT '’ ox v

(70)

En este casd, (x) como ya se mencioné corresponde al flujo expresado usualmente en

0C. (x
unidades de mol’scm? D, es el coeficiente de difusion (&s), %corresponde
X

Facultad de Quimica U.N.A.M. 92



Anexo A. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe
Fundamentos de Electroquimica y Cinética Electroquimica

al gradiente de concentracion a una distancia x de la superficie del eleet%éé?o,es
X

el gradiente de potencial eléctridd, y z; son la concentracion y carga de las especie |

respectivamente y*(X) (cm/s) la velocidad a la cual un volumen de disolucion se

mueve a lo largo del eje x.

Considerando que en las condiciones experimentales ideales para realizar la
voltamperometria ciclica se anulan los términos de conveccion (disolucion en reposo y
temperatura controlada) y migracion (gran exceso de electrolito soporte), es evidente
que el fendmeno que describira el transporte de masa empleando electrodos

estacionarios es la difusion. Por lo que la ecuaciéon (ecuacion (71)) de flujo se reduce a:

aC, (x) (71)

J, (x)=-D, x

Hasta este momento ha sido estudiada la manera en la que el flujo se modifica en
funcién de la distancia, sin embargo en los experimentos electroquimicos otra variable
fundamental es el tiempo, por lo que se necesita una descripcion del flujo difusional

teniendo en cuenta esta variable. Las leyes que definen este comportamiento se

denominan leyes de Fick ecuaciones (72) y (73).

0C, (xt)

'Jo ( X’t) =Do ox (72)

ot (73)

aC, (xt) (azco(x,t)j
:DO
La primera ley de Fick (ecuacion (72)) establece que el flujo es proporcional al

gradiente de concentracién. En este caso el flujo expresado dgnot)es la

velocidad neta de transferencia de masa de una sustancia por unidad de tiempo y de

area, ademas note el signo negativo que indica la oposicion del flujo al incremento del
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gradiente. La ecuacion (73) recibe el nombre de segunda ley de Fick y puede ser
derivada a partir de la primera ley. La segunda ley nos permite conocer la variacion en
la concentracidn de una especie en funcion del tiempo, adicionalmente la resolucion de
esta ecuacion nos permite conocer los perfiles de concentracion, un concepto muy Util

gue se revisara en el siguiente anexo en la parte de voltamperometria ciclica.

El tratamiento microscopico de la difusiGh parte de considerar el movimiento
deatorio de las moléculas reaccionantes en disolucién (movimiento browniano), donde

el analisis estadistico de la posicidn de una particula nos conduce a la ecuacion (74).
X=+/2Dt (74)

Donde X es el desplazamiento promedio de la molécula, D es el coeficiente de difusion
y t es el tiempo. La ecuacion (74) permite a groso modo estimar el ancho de la capa de

difusién a diversos tiempos, una vez que se conoce el coeficiente de difusion.

El movimiento al que se encuentra sujeta una particula dentro de un disolvente se
encuentra dirigido por las colisiones con las particulas del liquido, al realizar un analisis
de fuerza y considerar la difusion unidimensional es facil observar que el movimiento

de la particula producira una fuerza fricciong] () debida a la viscosidach{) del
medio, es por ello que la fuerza tot&],( ) sobre la particula es simplemente la suma

de las fuerzas colisionaF((t)) y friccional, ecuacion (75) o su forma desarrollada la

ecuacion (76).

E

total,x

SESEES
dt dt (76)

Donde m es la masa de la particula g coeficiente de friccion que es dependiente del

=K ()+F,, (75)

tamafio y geometria de la particula.
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Einstein estudié esta ecuacion diferencial en 1905, demostrando que cuando se
promedia para numerosas colisiones de particulas de fluido, el desplazamiento

cuadratico promedioX) viene dado por la ecuacion (77).

@2 = 2k, Tt (77)
f

Donde k es la constante de Boltzmann, T la temperaturalcoeficiente de friccion

gue para particulas esféricas se encuentra dado por la ecuaciéon (78).

f = 6mn*r (78)

Donde r1f es la viscosidad y r es el radio de la molécula.

Sustituyendo la ecuacion (78) en (77) obtenemos la ecuacion (79).

79
s2=of KeT ), (79)
6mn*r

En la ecuacion (79), el término entre paréntesis es el coeficiente de difusion (ecuacion
(80)), esta ecuacion establece que el coeficiente de difusion de una particula depende de

la viscosidad del medio, el tamafio de la particula, y la temperatura.

Ko T (80)
6rn*r

c) Transferencia electrénica. Cinética electroquitfiicd’

La transferencia electronica es uno de los procesos quimicos mas relevantes en la
naturaleza debido al importante papel que desempefia en muchos procesos fisicos,

quimicos y biologicos, por ejemplo la generacion de ATP y la fotosintesis.
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La cinética de los procesos de transferencia de electrones puede ser estudiada, segun dos

tipos de enfoque:

a) Enfoque macroscoépico: Ecuacion de Butler-Volmer, Diagramas de Taffel.

b) Enfoque microscopico: Teoria de Marcus.

Empecemos con el enfoque macroscopico. Cuando un electrodo esta en su potencial
reversible existe un equilibrio entre las formas oxidada y reducida del sistema. Este

equilibrio se puede representar mediante la ecuacion (81):

o+eJffly R (81)

Considerando la reaccién (81) como de primer orden se tiene que la velocidad de
reaccion queda descrita por las ecuaciqBg¥ (84); donde vy v, corresponden a la
velocidad de la reaccidn directa e inversay k, son las correspondientes constantes de
rapidez de la reaccién y C*[O] y C*[R] corresponden a la concentracion del oxidante y

reductor en el seno de la disolucion.

VIV, -V, (82)
v, =k, C*[O] (83)
v, =k,C*[R] (84)

La velocidad total de la reaccién (Ecuacion (8%)sabe que es igual a la razén de la

corriente entre la constante de Fardday

VIV, -V, =||—: (85)

2 Esta deduccién proviene el hecho de considerar la ecuacién de R&aazgion (48))que relaciona la
cantidad de moles transformados por unidad de carga eléctrica.
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De acuerdo a la Teoria del Complejo Activado, las constantes de rapidez (ecuacion

(86)) se expresan como:

ST A (86)

k=——xe RT
h

Donde kg es la constante de Boltzmann, h la constante de Planck , R la constante de los
gases, T la temperatura, se conoce como factor de transmision y representa la

probabilidad de que los reactivos se transformen en productos, por ultimo

¢ - - . . . .
AG; corresponde a la energia libre del complejo activado, que puede dividirse en una

parte dependiente y otra independiente del potencial tanto para el proceso directo como

para el proceso inverso, ecuaciones (87) y (@ectivamente.

AG? (E)=AG] (EgJ+FE (87)
AG] (E)=AG], (Eg)-(10) (88)

Dondea en este caso es la fraccion de potencial aplicado (coeficiente de transferencia),
que nos da una medida de la asimetria en la barrera energética en los diagramas de
energia libre para las reacciones redox (Figura 43). Por lo que la curva de la energia

libre se ve sumamente afectada por el potencial.
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Figura 43. Tomada de [72]. Representacion esquematica del efecto del potencial del electrodo en la
energia libre4G) versus las curvas de coordenadas de reaccién, para un sistema monoelectrénico a dos
potenciales. E = Ee (linea sélida) y E < Ee (linea discontinua).

Si se considera todo lo anteriormente expuesto es posible obtener las constantes de
velocidad en funcion de la energia libeey del potencial de equilibrio (Ee), con lo que

se llega a las ecuaciones (89) y (90).

AG]Z: (Be) -oFE

k

kf:Le RT ¢RT (89)
h
g AG] (Ee) (1-0)FE

K= ; e RT ¢ RT (90)

Si se define la parte quimica como constante (primer término exponencial y lo que se
encuentra del lado izquierdo), y se denomingykk, o respectivamente y si se considera
adicionalmente la velocidad total en términos de la corriente (ecuaciéong8%ptiene

la ecuacion (91).

-oFE (1-o)FE
- * RT _ * RT
i =F| ks ,OCOe kb,OCRe (92)

Donde Gy * y Cr* corresponden a las concentraciones en el seno de la disolucion.

Por ultimo si se considera la corriente de intercambjce(i la ecuacion (91), se obtiene

la ecuacién de Butler-Volmer (Ecuacion (92)).

aFn  (L)Fn
I=1,|eR" -e RT (92)

La ecuacion de Butler-Volmer relaciona la corriente con dos parametros cinéticos muy

importantes:
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* a: Dala simetria de las curvas de energia libre, e indica la fraccion del potencial
que ayuda a la reaccion catodica y la fraccion)(es la fraccion de potencial
gue favorece la reaccién anddica.
* ip: Altura de la barrera de energia y valor de la corriente cuando el sistema se
encuentra en equilibrian(= 0)
Uno de los primeros aciertos de esta ecuaciéon fue dar una relacion cuantitativa de los
resultados de Tafel quien en 1905 observd (ecuacion (93)) que la corriente se

encontraba relacionada exponencialmente al sobrepotangial (
n=a-blog(i) (93)

Si se arregla de manera distinta la ecuacion de Butler-Volmer (ecuacién (94)) se llega a

una forma de la ecuacion de Tafel.

_2.303aR
oF

n -log II3n +log(i) (94)

1-eRT

Una vez que ha sido estudiado el enfoque macroscépico con la ecuacion de Butler-
Volmer es momento de abordar la teoria de Marcus, que posee una indudable
importancia dada su utilidad para elucidar una gran variedad de problemas y por ser el
primer tratamiento integro que tratdé de explicar este tipo de fendmenos de transferencia

de electrones a nivel microscopico.
-Teoria de Marcus de transferencia de electron&& 707578l

La teoria de Marcus surgio del interés de estudiar las reacciones de intercambio
isotdpico, que son aquellas descritas por la reaccién (95), donde * denota un is6topo
radioactivo, y que desde el punto de vista quimico son las reacciones mas sencillas que

existen, debido a que no se rompe ningun enlace quimico en el proceso.

% El sobrepotenciaj se refiere a la desviacién del potecial de equilibrio con respecto al potencial
aplicado.

Facultad de Quimica U.N.A.M. 99



Anexo A. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe
Fundamentos de Electroquimica y Cinética Electroquimica

*Fe*" + FE* — *Fe’" + Fe" (95)

Para desarrollar su teoria Marcus partié del hecho de considerar al disolvente como un
medio dieléctrico continuo, considerando que la transferencia electréonica depende en
gran medida de la disposicion de los dipolos del disolvente que solvata al analito antes y
después de la transferencia electronica (Figura 44), debido a que la velocidad con la que
se transfieren los electrones es mucho mayor a la velocidad con la que el nucleo percibe
este cambio, y por ende si consideramos la reaccién (95) €l r¢aén formado a

patir de *F€* se encontrard momentaneamente (hasta que ocurra un rearreglo de los
dipolos) en un entorno de solvatacién que era favorable para ¥| pee lo que

aparece de manera natural en este tipo de equilibrios un término energético que se

relaciona con la solvatacion.

~ | N /
i gt ® / N
>——< g - I
\ '
/ - b /
/N 2i—alia
Reactivos Productos

Figura 44. Efecto de los dipolos del disolvente, sobre reactivos y productos durante una reaccién de

transferencia electronica, en un intercambio isétopico.

La diferencia en la energia de solvatacion, no es el Unico término de importancia en las
reacciones de transferencia electronica, ya que en las reacciones de intercambio
isotopico de iones mas complejos, es necesario considerar el cambio en las coordenadas
vibracionales que ocurre al pasar de un estado de oxidacion a otro, como en el caso del
enlace Co-N, en la reaccion (96).

3+D

[ Co(NH, )6}2+ +[ CoNHy )5 | i [ Co(NH, )6}3+ + Co(NH, )6]2+
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(96)

Es por ello que Marcus describié el térmikp que se conoce como energia de
reorganizacion, y que se define como la cantidad de energia requerida para pasar de la
configuracién nuclear de reactivos a productos. La energia de reorganizacion se divide

en dos contribuciones una de solvatackw) {/ otra vibracionalXi). Ecuacion (97).
A=), A, (97)

El término correspondiente a la solvatacion se puede representar mediante la ecuacion

(98), que es valida solo cuando se considera un modelo de esferas.

)bo:(Ae)2 i+i+_1 _1_1
28 28 R &5 (98)

Donde aes el radio de la esfera donadora de catgel, i@dio de la esfera que acepta

la carga. R es la distancia entre los centros de los reactaatesrigesponde a los
coeficientes dieléctricos Optico y estatico respectivamaetes la carga transferida de

un reactivo a otro cuando ocurre la reaccion. El término que involucra a los coeficientes
Opticos se relaciona con el hecho que los grados de libertad de los nucleos no se pueden

reajustar instantdneamente al movimiento de los electrones transferidos.

La otra parte de la energia libre de reorganizacion (energia vibracional) se expresa de

acuerdo a la ecuacion (99).

(99)

oAk

Donde la suma se realiza en todas las vibraciones intramoleculares acopladas. La
contribucién del n-ésimo modo normal a la energia de reorganizacion se encuentra
dado en términos de la constante de fuerza k, y del cambio en las posiciones de

equilibrio entre los reactantes y productos, es degirfp r-0p,r.
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La constante de velocidad en la teoria de Marcus (ecuacion (100)) se expresa como:

AG”
kT (100)

k°=Ae

Donde A es un factor exponencial que depende de la naturaleza de la transferencia

electronica, por ejemplo que sea de tipo bimolecular o intramolecglles, Il constante

de Boltzmann, T es la temperaturaag” es la energia de activacién en el estado de
transicion, que se define por la ecuacion (101), que depentdle del sobrepotencial
aplicado (E-E°).

2
+ A F(EEY)
AG =—| 1+——-~ (101)
A

El valor maximo de la constante de transferencia de electrones ocurre cuando la energia

libre es igual y opuesta a la energia de reorganizacion.

La teoria de Marcus adicionalmente predice una dependencia no lineal del coeficiente
de transferencia de electrones con respecto al potencial aplicado (Ecuacionl@102))

que difiere en gran medida de lo que se espera al emplear el modelo de Butler-Volmer.

1 aAGi’t 1 F(EE) (ogop

= -+ -
F OE 2 2\ 2\ (102)

Dondew, y wg son los términos de trabajo electroestatico, debido al trabajo eléctrico
necesario para transportar reactantes cargados al sitio de reaccidon o transportar un

reactante cargado cerca de la superficie cargada del electrodo respectivamente.
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Anexo B.

Fundamento de las técnicas y mecanismos de reaccion.

B.1 Voltamperometria ciclicd®"*84
B.1.1 Teoria y fundamentos de la técnica

En la actualidad la voltamperometria ciclica se ha convertido en una herramienta vital
para el estudio de toda clase de sistemas donde se llevan a cabo reacciones de
transferencia de electrones. Debido a la sencillez con la que se obtienen los datos
experimentales y la gran versatilidad de la técnica ha encontrado aplicacion en diversos
campos de la quimica ya sea por si misma o0 acoplada a otra técnicas. La
voltamperometria ciclica, nos permite conocer las propiedades cinéticas como
termodinamicas de la reaccion de interés, ademas de informacion sobre las reacciones
acopladas que pudieran estar afectando el equilibrio redox principal, es por todo lo
anterior que la voltamperometria ciclica se usa regularmente como un estudio

preliminar antes de emplear cualquier otra técnica electroquimica.

La voltamperometria ciclica requiere del uso de potenciostatos, que son aparatos que
nos permiten controlar el potencial que aplicamos a la celda electroquimica, la cual
consiste de tres electrodos. Este arreglo presenta la ventaja de disminuir los errores en

el voltaje aplicado debido a la caida 6hmica (Figura 45).

POTENCIOSTATO

oY

Electrodo
de trabajo

Medido con respecto a
la referencia

(V)
U Electrode de

referencia

Contraelectrodo

Figura 45. Adaptado de [60Arreglo de tres electrodos de los equipos electroquimicos modernos.
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El electrodo de trabajo es el electrodo en el cual se lleva a cabo la reaccion de interés,
los hay de distintas formas, areas y materiales y la eleccién del mismo depende de las
caracteristicas del sistema en estudio y del intervalo de potencial en el que se va a
trabajar. El electrodo de referencia es aquel electrodo con respecto al que se fija el
potencial del electrodo de trabajo, idealmente los electrodos de referencia deben cumplir
con ciertas caracteristicas como son ser reversible y mantener su potencial constante
ante el flujo de pequefias corrientes. Los electrodos de referencia mas comunes son el
electrodo de calomel saturado (ECS) y el de Ag/AgCI. El tercer electrodo es el auxiliar

0 contraelectrodo el cual provee la corriente que necesita el electrodo de trabajo y evita
que pasen grandes cantidades de corriente a través del electrodo de referencia. El

contraelectrodo es usualmente un alambre de platino enrollado de gran superficie.

La voltamperometria consiste en realizar un barrido de valores potencial impuestos al
electrodo de trabajo, desde un potencial inicigl ¢&dnde no se lleva a cabo ninguna
reaccion de transferencia de electrones hacia una direccion ya sea positiva 0 negativa
(con respecto ajEcon el fin de oxidar o reducir al analito de interés, la respuesta
obtenida es una corriente. El barrido de potencial se lleva a cabo hasta un punto que se
conoce como potencial de inversion )Eue es el potencial donde se realiza el barrido
inverso de nuevo hacia;. EGraficamente estos barridos corresponden a una sefal
triangular de potencial en funcion del tiempo (E=E(t)) donde la pendiente de estos
gréficos corresponde a la velocidad de barngag(e se expresa por lo general en V/s
(Figura 46). La ecuacion (103) corresponde a la expresion matematica para la recta del

barrido directo y la ecuacion (104) a la expresion para el barrido inverso.
E=FE -ut validapara0>t<*% (103)

E =E —2uA*+vtvélida parat > A (104)
Donde X corresponde al tiempo en el cual se realiza el barrido inverso.

La velocidad de barrido es un pardmetro muy importante ya que nos permite observar
la presencia de reacciones quimicas acopladas a la reaccion redox de interés y qué tan

rapido se llevan estos a cabo con respecto al equilibrio principal, adesaa@ncuentra
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intimamente relacionada con la magnitud de corriente observada como respuesta en

voltamperometria ciclica tal y como se describira mas adelante.

E(t
ol EO

Barrido inverso

Pendiente = —

E1 ¢

Figura 46. Adaptado de [80Representacion grafica de la variacion del potencial en los experimentos de

voltamperometria ciclica.

En voltamperometria ciclica la corriente se grafica en funcion del potencial aplicado (i =
i(E)) obteniéndose de este modo un grafico que recibe el nombre de voltamperograma.
La figura 47 muestra el voltamperograma que se obtiene para la reduccion de
ferricianuro ([Fe(CNJ*, FICN) a ferrocianuro ([Fe(Chf", FOCN) donde el electrén

transferido corresponde al atomo de hierro. (Ecuacion (105)).

[Fe" (CN)g]* + € — [Fe'(CN)g]* (105)

El punto a en la figura 48 corresponde al potencial inicidJ ¢5e es un potencial en el

cual no se lleva a cabo el equilibrio de la reaccién (105) ni tampoco cualquier otra
reaccion de transferencia de electrones, por ende la corriente &#\qeadir de E se

hace un barrido de potencial en la direccidon negativa, hasta que llega el momento en el
que el potencial se ha vuelto lo suficiente negativo como para que se inicie la reduccion
de FICN, por lo que la corriente se vuelve distinta de cero (corriente catogicaig i
aumenta exponencialmente conforme el potencial se vuelve mas negativo como se
observa en los puntos b y c, de tal manera que se satisface la ecuacién de Nernst
(ecuacion (106)).

! En este caso se considera la correccién por la contribucién de la corriente capacitiva. (ver mas adelante
en el texto).
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Eop ,RT _FICN (106)
FICN/FOCN = g FOCN

Donde E®’ es el potencial formal de reduccion a las condiciones del experimento para el
par FICN/FOCN, R es la constante de los gases, T la temperatura, F la constante de

Faraday yn es el numero de electrones intercambiados en la reaccién, que en este caso
es 1.

20

Catodica

=}

Corriente i(pA)

-10

Anddica

-20 L .
0.8 06 0.4 02 0 -0.2

Potencial E(V) vs. ECS

Figura 47. Adaptada de [81]. Voltamperograma ciclico dgH€(CN)] 6 mM en 1M de KNQ. El
barrido se inicié a 0.8 V vs. ECS en direccion negativa%0 mV/s, en un electrodo de platino de 2.54

mn? de area.
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La ecuacion de Nernst indica que para cada potencial existe definida una relacion de
concentraciones de la especie oxidante (FICN) frente a la especie reductora (FOCN),
por lo que al variar el potencial se modifica esta relacién, a medida que el potencial se
hace mas negativo tiene lugar la transferencia electronica para formar a partir de FICN
la especie reducida FOCN, lo que se refleja en un aumento de la corriente catddica. El
punto d corresponde a un maximo de corriente, dicho valor recibe el nombre de
corriente de pico catédico,d), y el potencial al que esto ocurre se denomina potencial

de pico catodico (k). A partir del punto d la corriente decrece (puntos d-e-f ) a razon
de t? y se vuelve independiente del potencial aplicado debido a que la especie
oxidante (FICN) se ha agotado en las cercanias de la superficie del electrodo con lo que
la electrdlisis se ve limitada por la velocidad a la que llega mas FICN que pueda
reducirse a FOCN y se dice entonces que el proceso se encuentra dominado por
difusion. El potencial sefialado por el punto f se conoce como potencial de inversion
(Er) y es el potencial de retorno hacia En el caso de los puntos g, h e i ocurre lo
mismo que para los puntos b y ¢ solo que la corriente observada (corriente apddica, i
corresponde a la oxidacion de FOCN para regenerar el FICN de partida, en el punto |,
la concentracion de FOCN en la superficie del electrodo es cero recibiendo la corriente
y potencial registrados en este punto el nombre de potencial de pico anggico (E
corriente de pico anddico,f), respectivamente. Una vez mas en el punto k la corriente
obsrvada es independiente del potencial aplicado pero dependiefite lbgyando asi

al potencial de inicio y con ello el fin del experimento.

La manera en la que se ve reducida la concentracion de analito en las cercanias del
electrodo conforme el experimento de voltamperometria avanza queda de manifiesto al
observar los perfiles de concentracion para FICN y FOCN a diversos tiempos de
electrolisis (Figura (48)). Los perfiles de concentracion son representaciones de las
variaciones en la concentracién de un analito en funcion de la distancia con respecto al
electrodo durante el proceso de electrolisis, estos perfiles se obtienen al resolver las
ecuaciones de transporte de masa y son una herramienta didactica muy util, ya que el
comportamiento de la corriente durante la electrolisis se relaciona directamente con

estos perfiles. (ecuacién (107)).
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i=nFAD (G_Cj :cte(a—cj (107)
aX x=0 OX x=0

Donde i es la corriente, es el nUmero de electrones, A es la superficie del electrodo, F
la constante de Faraday y D el coeficiente de difusion. Como puede observarse la
pendiente de esta ecuacion viene dada por los perfiles de concentracion que son los que

determinan la corriente observada.

'y

a B d e

I r ‘ [/ FellCN)¥

e Ve Rl

Concentracion

Distancia
Figura 48. Adaptada de [81]. Perfiles de concentracion para FICN y FOCN, durante el experimento de

voltamperometria ciclica.

Hasta este momento se ha mencionado que la corriente observada en un
voltamperograma depende de los perfiles de concentracion, sin embargo en la vida real
no se trabaja con concentraciones de las especies redox en la superficie de un electrodo,
sino con concentraciones en el seno de la disolucion, que son las que podemos medir
con facilidad. De acuerdo con la ecuacién de Randles-Sevcik (ecuacion (108)), el valor
de corriente de pico i observada experimentalmente en un voltamperograma se

relaciona linealmente con la concentracion.

ip= (2.69 x10°)n*AD"v"Co* (108)

La corriente en la ecuacion (117) se da en Amperes, cuando el area (A) se expresa en
cnt, el coeficiente de difusion @) en cni/s , La concentracion del analit€g) en

mol/cnT y la velocidad de barridw) en V/s.

Facultad de Quimica U.N.A.M. 109



Anexo B. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe
Fundamentos de Electroquimica y Cinética Electroquimica

A manera de resumen los parametros mas importantes en un voltamperograma son la
corriente de pico anddicayd), la corriente de pico catddicgdiy sus respectivos
potenciales asociados tanto anodicogy)(Eomo catodicos (f). En un sistema que se
considere reversible estas magnitudes se relacionan entre si como lo indican las
ecuaciones (109) a (113).

of — Epa+EDC
Bo=—— (109)
AE =E-E, _0.059 (110)
n
ipa —
L (111)
pc
RT 28.0 (112)

E,,=E,; +1.09 = =B, = —mV a25°C

Ep-Ep,Z:Z.Z% :%va a 25°C (113)

La ecuacioén (109) relaciona dos parametros medibles en voltamperometria ciclica como
son Bay Exc con un parametro de gran importancia como es el potencial formal de
reduccion (E®). La ecuacion (110) nos permite realizar estimaciones del niamero de
electrones intercambiadog) (ademas de que la separacion de picos es uno de los
criterios mas empleados para juzgar la reversibilidad de un sistema. La ecuaciéon (111)
corresponde a una relacion que siempre se cumple en los sistemas reversibles, dado que
refleja que todo el material que se oxida o reduce se recupera de vuelta al realizar el
barrido de potencial inverso.,E corresponde al potencial medido a la mitad de
corriente del pico y se relaciona conEun parametro usado comunmente en

polarografia, que se denomina potencial de media onda y que se localiza a la mitad del
pico B y el B, (Figura 49).
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Figura 49. Tomada de [60].Voltamperograma de barrido lineal en términos de la funcién de corriente

adimensional, que ilustra la relacion existente entre los diversos parametros para un sistema reversible.

Debe tenerse siempre en mente que las ecuaciones descritas en este anexo aplican
solamente a sistemas reversibles, es decir de transferencias electronicas rapidas sin
reacciones quimicas acopladas y que por lo tanto no son aplicables a los sistemas
estudiados en este trabajo. Otro tipo de criterio para asignar la reversibilidad surge de
evaluar la funcidn de corriente adimensional del sistema (i*), la cual debe de ser igual a
0.4463 para sistemas reversibles (ecuacion (114)), ya que en el caso de los sistemas
quasireversibles ( 0.36> k° > 2.0 x 10v'?) e irreversibles (k< 2.0 x 1Pv*?), se

obtienen porcentajes en i* inferiores incluso al 50%.

i
i*= : T = 0.4463 sdlo para sistemas reversiblegs 14)

5 1
NFAC, DV (;’;jz v2

La corriente observada en los voltamperogramas de los sistemas quasireversibles e

irreversibles también puede ser descrita de manera similar que en el caso de los sistemas
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reversibles, sin embargo ese tema escapa del propésito de este anexo e involucra

analisis de la cinética electroquimica del sistema lo que complica mucho los calculos.
B.1.2 Consideraciones practicas: Corriente capacitiva y caida 6hmftas!

Al realizar un experimento de voltamperometria ciclica existe una serie de dificultades a
considerar que pueden distorsionar la forma de los voltamperogramas. Para poder
entender cual es el origen de esos problemas basta visualizar a la celda electroquimica
como un circuito eléctrico (Figura 50).

WE RE

! !
Cdl Risotucion

Figura 50. Adaptado de [80Representacion de una celda electroquimica como un circuito electrico.

La interfase electrodo-disolucion puede considerarse como un capacitor con un valor de
capacitancia §, debido a la formacién de la doble capa conforme se modifica el
potencial durante el experimento acoplada@n serie con una resistencia Rue

corresponde a la resistencia que ofrece la disolucion.

Como hemos visto hasta ahora los tratamientos teoricos de voltamperometria ciclica
asumen un barrido lineal de potencial que se aplica al electrodo de trabajo, sin embargo,
la resistencia de la disolucion ocasiona una caida de potencial de tal manera que el
potencial que leemos en el potenciostato no necesariamente es el potencial real. Asi
como el potencial sobre el electrodo de trabaja:JEEorresponde al potencial aplicado

por el equipo (Byp) Yy la contribucion de la caida éhmica de la disolucion (ecuacion
(115)).

Eye =E,., +iR (115)

appl u
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Considerando el efecto que este término adicional de potencial tiene sobre un
voltamperograma se tiene que para una corriente catoégice@€Emenos negativo que

Eapps |0 que provoca el desplazamiento del pico hacia valores de potencial mas
negativos, ocurriendo lo contrario para el caso de la corriente anddica, por lo que en el
caso de un sistema reversible el valorAlg sera mayor a 56 mV. Para obtener el
potencial de pico corregido en sistemas con valores pequefios de caida de potencial se
puede emplear la ecuacion (116), para lo cual se requiere medir la resistencia del

sistema de trabajo (medio electrolitico y arreglo de la celda).

+iR (116)

E,ea=E disoluci6i

p,real med

Donde E acorresponde al potencial de pico real, es decir en ausencia de la caida de

potencial y E,eqcorresponde al potencial medido que se obtiene del experimento.

Existen diversos métodos para disminuir la caida de potencial entre ellos se encuentran:
- Optimizar la concentracion de electrolito soporte.
- Colocar los electrodos de trabajo y de referencia lo mas cercano posible.

- Usar electrodos pequefios.

Como se ha mencionado anteriormente la doble capa de iones interaccionando con el
disolvente que se forma en la interfase electrodo-disolucién, se comporta como un
capacitor con un cierto valor de capacitancia denomingd€@ando se aplica un paso

de potencial existe cierta corriente que corresponde a la corriente de cargado de la doble

capa y que se expresa de acuerdo a la ecuacién (117) como:

RC, (117)

DondeAE indica la magnitud del salto de potencial, R la resistencia y t el tiempo. Los
valores de resistencia y de capacitancia se miden facilmente a partir del grafico In(i) en

funcién del tiempo, donde la ordenada al origen corresponde al valoAdERh(y la
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pendiente a- La capacitancia para muchos de los electrodos comunmente

dl

empleados en voltamperometria se encuentra entre los 10FAc2d.

Para el caso de un barrido de potencial ciclico, como en el caso de la voltamperometria,
la situacién es un poco mas complicada, ya que la capacitancia es una funcion del
potencial, sin embargo las caracteristicas generales pueden describirse en términos de
una capacitancia i-ésima constante (Figura 51). En este caso la corriente capacitiva
aumenta con un tiempo caracteristico que la nivela. Al momento de realizar el barrido
en la direccién contraria, la corriente capactiva cambia de signo, pero en todos los casos
es proporcional a la velocidad de barrido (ecuacion (118), por lo que el efecto de

distorsiéon sobre el voltamperograma es mayor a velocidades altas.

icap:C dID (118)

40 I I T T

S0 ic ap di .

2}

10

1(pA)

—14 | .

-30

-4 L | 1 i
0.0 =0.1 -0.2 -0.3 -0.4 -0.5

E(V)

Figura 51. Adaptada de [80]. Respuesta de la corriente de capacitancia para un barrido ciclico de

potencial, asumiendo una capacitancia constante.

Facultad de Quimica U.N.A.M. 114



Anexo B. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe
Fundamentos de Electroquimica y Cinética Electroquimica

La corriente capacitiva contribuye en ocasiones significativamente con la corriente
observada en los experimentos, dicha contribucion puede eliminarse facilmente ya que
en voltamperometria ciclica, como ocurre en el caso de otras técnicas analiticas se
registra un “blanco” es decir un voltamperograma de una solucion que contenga todos
los componentes del sistema a excepcion del analito, el cual se resta al

voltamperograma ciclico que contiene al analito.

Antes de realizar un estudio voltamperométrico es necesario trabajar sin provocar la
electrolisis del disolvente o del electrolito soporte, ya que fuera de esta zona de
potencial la corriente crece a niveles que no nos permite observar el comportamiento del
analito. Adicionalmente, el realizar este estudio permite verificar la presencia de
impurezas que pudieran afectar el experimento. Otro aspecto muy importante es que la
ventana de potencial depende en gran medida de la pureza de los disolventes empleados,
por ello en ocasiones es necesario recurrir a la purificacion de los mismos y de los

electrolitos soporte.

B.1.3 Mecanismos electroquimicd&®*

En esta seccidn se examina la respuesta de los voltamperogramas, para los mecanismos
electroquimicos mas simples (Mecanismos EC y ECE). Los mecanismos aqui descritos
emplean la notacion E-C, donde E corresponde a un paso electroquimico y C a un paso
quimico que se encuentra acoplado a una reaccién de transferencia electronica,
adicionalmente, se emplean subindices para definir si el paso es reversible (r),
irreversible (i) o quasi-reversible (q), por ejemplo la notaci@h &nota un mecanismo

con un paso electroquimico reversible, seguido de un paso quimico irreversible.

B.1.3.1. Mecanismo EC.

La forma de un voltamperograma se puede alterar significativamente si se encuentra una
reaccion quimica acoplada interfiriendo con la transferencia electrénica ya sea antes o
después del paso electroquimico, otros factores como el grado de reversibilidad y las
constantes cinéticas y de equilibrio juegan tambien un papel muy importante en las

desviaciones con respecto a la forma ideal de los voltamperogramas. A pesar de que un

paso quimico no produce ninguna contribucién de carga, puede influenciar los valores
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de carga que se obtienen en un equilibrio electroquimico, ademas dicho equilibrio

asociado no se encuentra afectado por el potencial del electrodo.

Se considera a continuacién el esquema de reacciones (119) y (120) que corresponden a

un mecanismo tipo EC.

] (119)
R (D_% O + N€ paso electroquimico (E)

on —» A Paso guimico (C) (120)

En el primer paso (E), una especie reducida (R) se oxida en la superficie del electrodo
para generar (O), como producto de la reaccion, sin embargo este producto es inestable
y reacciona quimicamente (C), ya sea consigo mismo, con alguna otra molécula
presente o incluso con el disolvente para dar el producto (A), el cual es no electroactivo.
Por lo que si la constante de velocidad de la reaccion (120) es muy grande en el barrido
de potencial inverso no se obtendra una corriente de respuesta para el paso de oxidacion
de O a R ya que la especie O ha reaccionado. En algunos casos la reaccién acoplada no
es tan rapida por lo que dependiendo de la velocidad de barrido es posible observar el

pico correspondiente a la oxidacion de O.

De manera general un mecanismo tipo EC, presenta las siguientes caracteristicas:

- La relaciéon entre la corriente catodica a anodi€a)(es una funcion de la

I o

constante de velocidad de la reaccién quimica acoplgdadk la velocidad de
barido (v). En la figura 52 se observan los voltamperogramas simifddos
considerando un mecanismo tipo EC. La figura 52a) corresponde al efecto que
tiene en los voltamperogramas el valor dedonde puede observarse que al
incrementar el valor de esta constante, la sefial catddica disminuye debido a que
se descompone la especie oxidada mas rapidamente para formar A. La figura
52b) muestra el efecto de la velocidad de barnda(un valor constante de k

(10 s%), como puede observarse se llega a una velocidad de barrido tal que el
voltamperograma presenta una sefial catodica bien definida, esto debido a que la

especie oxidada (O), no tiene tiempo de reaccionar para generar A (reaccion
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(120)), dado que en cuanto se forma se reduce de nuevo a R, con lo que se
obtienen ambas sefales, de oxidacion y reducciéon, como en el caso de una
transferencia simple de electrones. Asi, cuando se obtiene un comportamiento
como el que se muestra en la Figura 52 a y b, los voltamperogramas ciclicos
pueden analizarse para obtener una estimacién del valgr deskparametros
queusaron los autord para realizar las simulaciones se especifican al pie en

la figura 52.
. . . . k,RT
- El potencial de pico (§ para el barrido directo (cuandeF—>4), se
nFv

encuentra dado por la ecuacion (121).

T RT (kRT
E =£°-0.7800~ +SL 1 K
P nF  2nF r{ nl%j (121)

Existen descritas en la literattifacurvas de trabajo para determinardsi

como programas de simulacion digital de experimentos electroquimicos.

A manera de ejemplo dos sistemas reales que siguen este tipo de comportamiento son
la reduccién del &cido ascérbico a acido deshidroascéfhia cual es un producto
electroquimicamente inactivo que se forma por reaccion acoplada con el agua del
medio de reaccién y la reduccion de la metilcobalaffirgue libera un radical metilo y

un carbanion estabilizado por el anillo de corrina.

Facultad de Quimica U.N.A.M. 117



Anexo B. Hernandez Vargas Salvador Guadalupe
Fundamentos de Electroquimica y Cinética Electroquimica

a0 -
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Figura 52. Tomada de [84]. Voltamperogramas ciclicos obtenidos por simulacion con lo siguientes
parametros: a) area del electrodo 0.%,dth= 1 cm/sy =1 V/s, E°= 0.5 V, = Dg = 1x 10° cn¥/s, los
valores de kfueron de 1, 2, 3, 4, 5y 10.9b) area del electrodo (A) 0.1 k° = 1 cm/s, E°= 0.5V, P

=Dgr=1x10°cnf/s, k = 10 &', los valores de son: 1, 2, 4, 6, 8y 10 V/s.
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B.1.3.2 Mecanismo ECE.

Otro mecanismo que se presenta frecuentemente es el mecanismo ECE, este es un

mecanismo que ocurre en tres pasos representados por las reacciones (122) a (124).

RO'f1- O + né paso electroquimico (E) (122)
O 0= A Paso quimico (C) (129)
A O%). B + ne paso electroquimico (E) (124)

El primer paso es un proceso electroquimico que da lugar a un producto inestable (O)
gue reacciona quimicamente para generar a la especie A, que e€s a Su vez una especie

electroactiva, por lo que puede reaccionar para formar el compuesto B.

Durante el barrido de potencial inverso, un nuevo picg) @t detecta en el
voltamperograma, el cual corresponde al proceso redox de las nuevas especies
formadas. Adicionalmente, la segunda reaccion electroquimica (reaccion (124)) solo
puede ser observada si la nueva especie (A), es mas dificil de oxidar que el compuesto
padre.

Cuando se estudia una reaccion ECE por voltamperometria ciclica debe analizarse todo
el proceso secuencialmente, comenzando por la transferencia electrénica inicial que se
esté llevando a cabo. Posteriormente estudiar el tiempo de ventana que permite que la
reaccion acoplada ocurra, considerando que, como en el caso del mecanismo EC, si se
trabaja a valores de altos, es posible desacoplar la reaccion quimica. Finalmente se

estudian los efectos que provoca el permitir que la reaccion acoplada se lleve a cabo en

los pardmetros del voltamperograma.
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Mecanismo ECE Ia
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Figura 53. Adaptada de [84]. Voltamperogramas ciclicos obtenidos por simulacion, en los que se ilustra

un mecanismo tipo ECE, para diversos valores d€.1, 0.5, 1.0 y 2.0 V/s. Los parametros que se

0

usaron en esta simulacién son: area del electrodo 6,ktm1 cm/s, k=1 s', E(1)= 0.5V, E2 =0.25

V'y Do=Dg= 1x 10°cn¥/s

La Figura 53 muestra una serie de voltamperogramas ciclicos para un mecanismo ECE
obtenidos por simulacién a diferentes velocid&desEn este caso la oxidacion del
compuesto inicial conduce a una especie inestable (O) que se convierte en un producto
electroactivo (A) y que puede reducirse a potenciales por debajo de 0.3 V, lo que lleva a
la aparicion de la segunda onda de reducci@h (lbs parametros de simulacion para

estos voltamperogramas se muestran al pie de la figura 53.

El siguiente esquema de reacciones (Figura 54) es un ejemplo de sistema que se

comporta de acuerdo a un mecanismo tipo ECE.

En este ejemplo g-diaminobenceno sufre una oxidacién de dos electrones para formar
la imina diprotonada correspondiente, la que en medio acuoso esta imina se hidroliza
rapidamente para formar la quinona, es un producto electroactivo que por reduccion en

un proceso de dos electrones producp-l@droxibenceno. Cabe mencionar que todos
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los compuestos de la figura 54 son electroactivos y que la posicién exacta de los picos
sera dependiente de los valores individuales de E° para cada par, por lo que la forma del
voltamperograma dependera de los valores aeados en el experimento y del valor de

k: de las reacciones quimicas acopladas.

Paso Paso Paso
electroquimico quimico electroquimico
El Cl E2
+
NH, NH, o OH
e Hidrolisis +2H" 426
_— —_—
NH, NH, © OH
_— o p-quinona o )
p-diaminobenceno p-diiminabenceno p-dihidroxibenceno

diprotonado

Figura 54. Esquema de reacciones ejemplificando un mecanismo de reaccién ECE.

B.2 Electrdlisis a potencial controlad§®.

Como lo dice su nombre una electrélisis a potencial constante, consiste en fijar el
potencial del electrodo de trabajo a un valor determinado donde se lleve a cabo un

proceso electroquimico de interes, durante cierta cantidad de tiempo.

A diferencia de la voltamperometria ciclica y otras técnicas analiticas que no producen

cambios apreciables en la concentracion del analito en el seno de la disolucién, la
electrdlisis a potencial controlado hace uso de electrodos de gran aréa, con la finalidad
de oxidar o reducir al analito de interés en su totalidad, por ende se requieren largos
tiempos de electrolisis (minutos a horas) y mantener el experimento en agitacion

(transporte de masa eficaz) a fin de que la mayor parte de analito llegue hacia la

superficie del electrodo y pueda reaccionar. El intervalo de valores de potencial en el

cual se puede llevar a cabo de manera cuantitativa la reaccion, se puede calcular
facilmente con la ecuacién (125), que parte de considerar la fragtida QO reducido

para un proceso donde ambas especies redox (O y R), son solubles en el disolvente

empleado. La ecuacidn (125) se deriva de la ecuacion de Nernst (Ecuacion (106)).
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RT [ (1)
nkF X

E=E°"+ (125)

La electrélisis a potencial controlado tiene distintas aplicaciones, como la

electrosintesis, la electrogravimetria y la coulombimetria, esta ultima técnica se empled
en este trabajo, con la finalidad de determinar la cantidad total de electrones
intercambiados en la electrdlisis de los compuestdgénolicos (Ver seccion 5.2.2),

mediante el uso de las Leyes de Faraday (Ecuacion (48)).

El comportamiento de la corriente en funcién del tiempo, para la electrolisis a potencial

controlado parte del hecho de que la concentracion en el seno de la disojgides(

una funcion del tiempo, que decrece conforme la electrolisis avanza.

Si se considera al igual que lo hemos estado haciendo con voltamperometria, el proceso
de transferencia reversible deslectrones, donde O se reduce a R (Ecuacion (119)), en
un potencial de valor & tal que nos encontramos en la region de corriente linitegi

corriente observada en todo momento se encuentra determinada por la ecuacion (126).

i, ()=nFAmM,C; (t) (126)

Donden es el nimero de electrones intercambiados, F la constante de Faraday, A el
drea del electrodo, grel coeficiente de transporte de masa de la especie @), {a

concentracion de la especie oxidante en el seno de la solucion que es también funcion

del tiempo.

Si consideramos una eficiencia del 100% en el proceso redox antes descrito, obtenemos
de la ecuacion (127), que el valor de corriente limite es proporcional a la cantidad de

materia electrolizada del analito, es decir, a la razén de cambio que existe en los moles

de O en funcién del tiem o%j
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. [dN,(t)
||(t)—nF(Tj (127)

Donde N, es el numero total de moles de la especie O. Adicionalmente, si se asume que

la solucién es totalmente homogénea en el espacio, esto es despreciando el valor de la

capa de difusion en las cercanias del electrodo dopge @, es posible obtener la

ecuacion (127), en funcion d& y se llega a la ecuacion (128).

L dC, )
I'(t)_nFV(—dt j (128)

Donde V corresponde al volumen de la disolucion, ahora bien si igualamos la ecuacion
(128) con la ecuacién (126) obtenemos la ecuacion (129) dondgAP£Em es un

término andlogo a una constante cinética de primer orden, al resolver la ecuacion
diferencial e imponer como condicion de front&€gt)=C,(0) a t = 0, se obtiene la

ecuacion (130).

dG, (t A
o?t( ) _ nb C,=-pGC, (129)
Co(t)=C, (0™ (130)

De manera analoga el comportamiento de la corriente en funcion del tiempo esta dado

por la ecuacion (131).

i(t) =i(0)e™ (131)

Donde i(0) es la corriente inicial. De la ecuacion (130) y (131), se desprende el hecho
gue durante la electrdlisis a potencial constante, la corriente y concentracion decaen

exponencialmente en funcién del tiempo, como en el caso de una reaccion de primer
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orden.(Figura 55) y de igual manera puede determinarse el tiempo de electrolisis
mediante la ecuacion (132).

()
i(0)

] 1 2 3
ot pt
aJ h)
Figura 55. Comportamiento de la corriente en un experimento de electrdlisis a potencial controlado:
a) Decaimiento exponencial de la corriente de igual manera que ocurre en un proceso cinético de primer

orden. b) El mismo decaimiento en escala logaritmica.

P

——t log G(® ogm

G (0) i(0)

(132)
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