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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

(NH4)2ABTS: 2,2 "-diazino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) de amonio
ABTS?:2,2 "-diazino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) o ABTS dianién
ABTS*—: ABTS anidn radical

ABTS®: ABTS Dizwitterion

DMSO: Dimetil sulféxido

MeOH: Metanol

H>0: Agua

(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2: Compuesto diamoniohexaacuozinc(II) 2,2 -

diazino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)
Espectrofotometria UV-Vis: Espectrofotometria Ultravioleta-Visible
BusNPFe: Hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
EtsNBF4: Tetrafluoroborato de tetraetilamonio
g: coeficiente de extincidon molar

A: longitud de onda

E+\: potencial de inversidon anddico

E.\: potencial de inversion catddico

Ei-o: potencial de corriente nula

E1/2: potencial de media onda

Eyc: potencial de pico catddico

Epa: potencial de pico anddico

Ve: velocidad de barrido



RMN !H: Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno
TMS: Tetrametilsilicio

0: desplazamiento quimico

ppm: partes por millén

M: concentracion Molar

mM: concentracién milimolar

ESPtiq4: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS2- 1 mM en DMSO

utilizando una malla de platino como electrodo de trabajo

ESCva4: Disolucion al final de la electrolisis del ABTS?2- 5 mM en DMSO

utilizando una barra de carbono como electrodo de trabajo

ESPt24: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS2- 10 mM en DMSO

utilizando una malla de platino como electrodo de trabajo

ESPtim: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS2- 5 mM en MeOH

utilizando una malla de platino como electrodo de trabajo

ESCvim: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS2- 5 mM en MeOH

utilizando una barra de carbono como electrodo de trabajo

ESPtia: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS?2- 1 mM en H>0

utilizando una malla de platino como electrodo de trabajo

ESCvia: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS?2- 1 mM en H>0

utilizando una barra de carbono como electrodo de trabajo

ESPt2a: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS2- 5 mM en H>0

utilizando una malla de platino como electrodo de trabajo

ESCva2a: Disolucion al final de la electrdlisis del ABTS2- 5 mM en H>0

utilizando una barra de carbono como electrodo de trabajo



INTRODUCCION

El 2,2 -diazino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulféonato) de amonio o
(NH4)2ABTS (Figura 1) es un mediador redox de origen sintético que en
los ultimos anos ha destacado su importancia como alternativa ecoldgica
para disminuir la contaminacién de los efluentes generados en la industria

de produccion del papel [*-12] y en la industria textil. [13-18]

|\> S SO3NH,4
T 1T
H4NO3S S {1

Figura 1. Estructura quimica del (NH4)2ABTS.

El ABTS? presenta dos estados de oxidacion con diferente potencial redox
y forma dos especies distintas (ABTS*- y ABTS?), sin embargo, cuando el
ABTS? se hace reaccionar con algunas sustancias de interés se lleva a
cabo una oxidacién monoelectrénica en lugar de dos electrones, que da
origen al ABTS* lo cual disminuye la eficiencia para la degradacién de
sustratos, dado que la oxidacion del ABTS® permitiria oxidar mas
eficientemente los sustratos de interés, pues realizaria el intercambio

efectivo de dos electrones.

De ahi, la necesidad de proponer nuevos mediadores y/o sistemas que
ayuden a hacer mas efectiva la degradacion de los productos generados
en la industria de produccion de papel o en la industria textil [19-23], asi
mismo, también se ha vuelto de gran interés estudiar procesos en los

cuales se reutilice el mediador para abatir costos inherentes al mismo.

En la presente tesis se realizd una caracterizacidon electroquimica del
ABTS?- para estudiar su comportamiento redox en los disolventes dimetil
sulféxido (DMSO), metanol (MeOH) y agua (H20), con base en estos
estudios se realizaron electrdlisis exhaustivas con el fin de generar el

1



segundo estado de oxidacion del ABTS? y conocer su reactividad, el
segundo estado de oxidacion fue generado por técnicas electroquimicas
(electrdlisis exhaustiva por cronopotenciometria de pulso sencillo
utilizando electrodos de trabajo con gran superficie de contacto), esta
técnica tiene la ventaja de dar resultados mas limpios si se compara con
lo que reportan diversos autores como Osman, Branchi y Yan-Ru [24-27],
los cuales realizaron la oxidacidon del ABTS?2- por métodos quimicos lo que
provocé la ruptura de la molécula y los subproductos del ABTS2- generan
junto con algunos reactivos, aductos. Esta situacion promueve la

descomposicién del ABTS?- y dificulta su posible reutilizacién.

Cuando se generd el segundo estado de oxidacion del ABTS?, la disolucién
resultante se caracterizd por técnicas de espectroscopia de RMN !H y
espectrofotometria UV-Vis, encontrandose que el ABTS® es poco estable
y su molécula se fragmenta para dar origen a la 3-etil-2-benzotiazolina-
6-sulfonimina, 3-etil-2-benzotiazolina-6-sulfohidrazona, 3-etil-2-
nitrosobenzotiazolina-6-sulfonato o la 3-etildiazino-2-benzotiazolina-6-

sulfonato, ademas de regenerar a la especie ABTS?.

Al analizar detalladamente las estructuras de las moléculas que se
generan del mecanismo de descomposicion del ABTS®, se observa que la
parte mas vulnerable de la molécula es el enlace N-C (del grupo tiazolin)
y el enlace -N=N- en el centro de la molécula (grupo diazo), por lo cual

se sugiere una alternativa con la que se pueda estabilizar este mediador.

Con el trabajo realizado en la presente tesis, se pretende establecer las
bases para disefiar a futuro, la sintesis de una molécula similar al
(NH4)2ABTS, cuyo segundo estado de oxidacién presente una mayor
estabilidad en disolucion, permitiendo asi que en los procesos de
oxidacion donde participe, realice eficientemente la degradacion de

sustratos de interés, con un intercambio efectivo de dos electrones.



CAPITULO 1 ~ANTECEDENTES
El ABTS? y el ABTS* tienen diferentes usos como:

-Indicador de los radicales libres. Esta deteccion es importante en el
campo de la biologia, ciencias del medio ambiente y ciencias de los
alimentos. Por ejemplo el ABTS? es oxidado por NO; el cual a menudo
esta implicado en los procesos de algunas enfermedades, otro ejemplo
es, su empleo para poder detectar el destino que tienen los desinfectantes
de agua o los productos formados al final del proceso, como son las
especies reactivas de bromo y cloro, los niveles de contaminacion pueden
ser monitoreados por la formacién del ABTS* el cual presenta una
coloracion verde-azulada caracteristica, que puede determinarse por

espectroscopia de absorcion en el visible. [28-2°]

-Permite observar la cinética de la reaccién de determinadas enzimas
(prueba ELISA) ya que cumple con las siguientes cualidades para ser un
cromoforo: ser especifico para la peroxidasa, no inhibe la enzima oxidasa,
el producto de su primera oxidacion es estable, tiene un espectro de
absorcién UV-Vis definido, es quimicamente estable y en particular no es

toxico. [30]

-En la industria alimentaria y de la investigacion agricola, mide la
capacidad antioxidante de los alimentos, debido a que al utilizarlo como
reactivo de estas pruebas tiene buena reproducibilidad y facil control de
calidad, cuando el ABTS* es adicionado a los antioxidantes éste es
reducido a ABTS? y pierde su intenso color verde-azulado

caracteristico.[31-33]

-Agente que oxida por si sélo, capaz de oxidar diferentes compuestos
organicos sin requerir el uso de una enzima ya que puede efectuar

oxidaciones de los sustratos en condiciones desnaturalizantes de las



enzimas. Actla sobre compuestos aromaticos sustituidos principalmente

aquellos que tienen grupos hidroxilo o aminas. [6: 9]

-El ABTS? junto con la enzima Lacasa (enzima fenol oxidasa (EC
1.10.3.2), cataliza la reduccién via cuatro electrones del oxigeno
molecular a agua con la consecuente oxidacion monoelectrénica del
sustrato, usualmente en compuestos polifendlicos) (Figura 2)
participando asi en el blanqueamiento de la pulpa del papel, llevando a
cabo la oxidacion de los compuestos fendlicos de la Lignina (polimero
insoluble de acidos aromaticos y fenoles que le da coloracién marrén a la
madera), logrando asi la decoloracién de la pulpa que se extrae para

fabricar el papel. [34-35]

H,O~ Lacasa ediador XSustrato
X

O Lacasa,,~ *Mediadoryy” »Sustratogy

Figura 2. Esquema de la oxidacion de sustratos junto con el mediador por la enzima
Lacasa, esta enzima cataliza la reduccidon de cuatro electrones del oxigeno molecular a
agua con la consecuente oxidacién monoelectrénica del sustrato, usualmente en

compuestos polifendlicos.

-Ayuda al blanqueamiento de aguas residuales de la industria textil
porgue oxida a algunos colorantes textiles, logrando la decoloracién de

los efluentes desechados por estas industrias. [16. 18, 36]

-Y por ultimo, sirve para la deteccion de explosivos. El método se basa en
la oxidacién del ABTS? incoloro a una disolucion de intensa coloracién
verde-azulado (ABTS*), por didxido de nitrégeno (NO2) que puede ser
generado por nitroexplosivos como la NG (nitroglicerina), el DNT (2,4-
dinitrotolueno), la RDX  (ciclotrimetilentrinitramina), el  TNT

(trinitrotolueno) o el TNP (trinitrofenol). [37]



Pese a que es una molécula con funciones muy versatiles, estudios previos
muestran que la molécula de ABTS? realiza el intercambio de un sdélo
electrén en los procesos de oOxido reduccién en los que participa,
disminuyendo la eficiencia en la degradacién de sustratos, por lo que se
necesitan proponer nuevos mediadores y/o sistemas que ayuden a hacer
mas efectiva la degradacion de los compuestos polifendlicos en especial
los productos generados en la industria de produccién de papel o en la

industria textil.[19-23]

En este trabajo se propone realizar el estudio de los subproductos del
ABTS® para comprender el mecanismo de degradacién y sugerir
modificaciones al i6n molecular inicial, para en un futuro realizar la
sintesis de una molécula mas estable que realice la oxidacidon de los

sustratos de interés via dos electrones.

Los subproductos del ABTS® fueron generados utilizando técnicas
electroquimicas ya que estas técnicas tienen la ventaja de que los
experimentos arrojaran resultados mas limpios si se compara con lo que
reportan diversos autores como Osman, Branchi y Yan-Ru los cuales
realizaron la oxidacion del ABTS?2- por métodos quimicos haciendo
reaccionar el ABTS? con sales de Ce(IV) o compuestos polifendlicos, lo
gue provoco la ruptura de la molécula del ABTS® y los subproductos
generaban aductos con los reactivos (polifenoles), lo cual promovia la

descomposicién de la materia prima y evita su posible reutilizacion.[24-27]

Con el trabajo realizado en la presente tesis, se pretende disenar a futuro,
la sintesis de una molécula similar al (NH4)2ABTS, cuyo segundo estado
de oxidacidn presente una mayor estabilidad en disolucién, permitiendo
asi que en los procesos de oxidacibn donde participe, realice
eficientemente la degradacién de sustratos de interés, con un intercambio

efectivo de dos electrones.



1.1 El mediador ABTS?-

El ABTS? es el anién de una molécula organica (NH4)2ABTS, cuya
estructura quimica es simétrica, la cual posee diferentes grupos
funcionales que le confieren actividad oxidante, estos grupos funcionales
son dos anillos de etilbenzotiazol que estan unidos entre si por un enlace
diazo, y en el anillo de benzotiazolina existe en la posicion 6 un grupo
funcional sulfonato. Su apariencia es de un polvo, de color amarillo-verde
a verde, su formula molecular es Ci1sH16N4OsS4(NH4)2 y su masa molecular
es de 548.7 g/mol [38],

El ABTS? estd disponible comercialmente en forma de sal de amonio
(NH4)2ABTS por lo que en disolucidon se encuentra ionizado (ABTS?),
debido a la disociacién de los dos iones amonio que neutralizan las cargas

de los grupos sulfonato en la molécula (Figura 3).

< * (NH,),ABTS g
1

S Disolvente

"03S FN N% :Q/

+ 2 NH4 " (solv)

ABTS# (solv)

Figura 3. Equilibrio de solvatacion de la molécula del (NH4)2ABTS, se observa que el
ABTS? en disolucion tiene carga de 2- debido a la disociacion de los dos iones amonio

que neutralizan las cargas de los grupos sulfonato en la molécula.



El ABTS?" es un agente quimico que puede oxidarse en dos etapas
(Figura 4 y 5), durante la primera etapa de oxidacién (ABTS2/ABTS*)
cambia de incoloro a verde azulado, color caracteristico que le confiere
propiedades cromodforas y lo hace util en los estudios cinéticos de
oxidacion. Estudios previos informan que el ABTS? se puede oxidar a
ABTS*- de diferentes formas: por reaccidn enzima-mediador (Lacasa-
ABTS?") cuya oxidacién es inmediata, fotdlisis [3°], oxidacion quimica con

Ce(S04)2 23], o por reaccién electroquimica (6],

Durante la segunda oxidacién (ABTS*/ABTS®) se pierde el color verde
azulado, aunque no hay un consenso en el color que adquiere, algunos
autores sugieren que es color purpura, otros sefialan que posee un color
café rojizo y puede ser extraido como producto sélido 4% y otros autores

informan que es incoloro en solucion acuosa o en DMSOQ [43. 46],

N S, SOz
T TG T e
“03S S

S 803-
038 a

Figura 4. Esquema de los dos estados de oxidacion que presenta el ABTS?" se observa
que en la primera oxidacion el ABTS? se transforma en ABTS®*™ (ABTS anion radical) y
en la segunda oxidacion se transforma en ABTS® (ABTS dizwitterién) ya que la molécula
presenta dos cargas negativas y dos cargas positivas por ello se dice que la molécula

tiene carga formal neutra.



Figura 5. Disoluciones del ABTS? (A), ABTS* (B) y ABTS® (C) en CHsCN 1“0, E| ABTS*

puede oxidarse en dos etapas, durante la primera etapa de oxidacion (ABTS2/ABTS*)

cambia de incoloro a verde azulado (B), durante la segunda oxidacién (ABTS*/ABTS?)
pierde el color verde azulado, algunos autores sugieren que es color purpura, otros

sefalan que posee un color café rojizo y puede ser extraido como producto sélido (C).

Janata y Williams [17] realizaron experimentos para generar el segundo
estado de oxidacion de azinas benzotiazolinas utilizando Ce(S04)2
logrando llegar al segundo estado de oxidacidon, sin embargo, reportan
que este tipo de moléculas se fragmenta dando lugar a diferentes
derivados, concluyendo que la baja estabilidad del ABTS° esta
influenciada por el pH de la disolucién, debido a la protonacion de ambas
azinas. También depende en menor medida de la concentracidon de H;0

presente en la disolucion.

Majcherczyk y col. 1491 también generaron los estados de oxidacién del
ABTS?- por medio de reacciones de éxido-reduccion, generando el primer
estado de oxidacion ABTS* con monosulfato de potasio, peroxidisulfato
de potasio y sulfato de cerio (IV) y para la formacion del ABTS® utilizaron

peroxisulfato de potasio, aunque no informan que este sea inestable.

Branchi y col. [25] realizaron un estudio cinético de la oxidaciéon de
alcoholes bencilicos por el ABTS® y el ABTS*" y los compararon con los
productos obtenidos de la oxidacion del ABTS?" por la Lacasa, obteniendo
como resultado que esa interaccion genera los dos intermediarios: el
ABTS® y el ABTS* (Figura 6).
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Figura 6. Productos obtenidos de la oxidacién del ABTS?" por la Lacasa; ABTS* y ABTS®.

Estas especies también fueron generadas independientemente por la
oxidacion con sales de Ce(S04); (para el ABTS®) y con sales de Co(III)
(para el ABTS*) y las especies generadas ABTS* y ABTS® fueron puestas
a prueba como eficientes oxidantes monoelectronicos durante un estudio
cinético de la oxidacién de sustratos no fendlicos, concluyendo que debido
a que las condiciones experimentales para que reaccione el ABTS® son
demasiado fuertes (disolucidon 2 M H;S04), este inequivocamente se
genera y existe en disolucion lo suficiente para servir como mediador
difusible, pareciera ser poco probable la interaccién del ABTS® con el
sustrato, ademas de existir en condiciones incompatibles con el

funcionamiento optimo de la enzima.

Por otro lado el ABTS*  parece ser un intermediario con importancia
limitada para la Lacasa, porque es un débil oxidante monoelectrdnico
incapaz de reaccionar directamente con muchos de los sustratos no
fendlicos de la lignina, para resolver esta paradoja los investigadores
sugieren una alternativa: la degradacién del ABTS® o ABTS* a
subproductos que se forman “in-situ” por hidrélisis, podrian ser los

responsables de la oxidacion de los compuestos no-fendlicos de la Lignina.

1.2 Propiedades espectrofotométricas del ABTS?*"

El ABTS? presenta caracteristicas cromdéforas por esta razén la
espectrofotometria es muy usada para determinar ABTS?- y ABTS* en

procesos que involucran la actividad enzimatica y para ello se emplean



los valores de coeficiente de extincion molar (€) informados en la

literatura.

En ciertos trabajos, se citan las longitudes de onda en los que el ABTS?
presenta maximos de absorcidn en el espectro UV-Vis. La longitud de
onda correspondiente a ABTS?" es A=340 nm con un coeficiente de

extincion molar €340nm= 3 66x 104 L mol-icm-. [38]

En el caso del ABTS*-, este presenta maximos de absorcion en el espectro
de la region del visible segun Solis y col.l461 a A=394, 414, 646 y 728 nm
y los coeficientes de extincion molar a otras A son : g214"m= 4828 L mol-
lem-1, g2°6nm= 1846 L mollcm1y g298m= 2002 L mol-lcm?, el ABTS*-
puede ser caracterizado a A=728 nm, sin interferencias espectrales,
atribuidas a la posible formacién de un complejo entre ABTS?" y ABTS*,
segun Johanes y col. [41], el cual puede dar como resultado una estimacion

menor en la concentracion de ABTS*.

Para el ABTS® se encontrd informacion de Scott y col. 421 de A= 518 nm
con un coeficiente de extincion molar de €>18m= 3.6 x 10 L mol-icmty
de Gonzdlez *3], que informa que el ABTS® es incoloro en el disolvente
DMSO y presenta maximos de absorcion en el espectro UV en A= 265 nm
y 303 nm con sus correspondientes coeficientes de extincién molar de

g26°5"m=1 54 x10* L mol-lcmt y g303"m= 7 x103 L mol-t cm-.

1.3 Propiedades electroquimicas del ABTS?-

El ABTS?" presenta dos estados de oxidacion con diferente potencial de
oxido reduccion formando dos especies distintas (ABTS* y ABTS®), por
medio de los estudios de voltamperometria ciclica se determiné que el

primer proceso redox de este mediador es un sistema rapido y reversible.
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Scott y col. [42] reportan los siguientes potenciales de media onda para los
sistemas ABTS2-/ABTS* y ABTS*/ABTS® obtenidos tras el andlisis de una
voltamperometria ciclica utilizando un electrodo de carbdén Vvitreo,
electrodo de referencia Ag/AgCl y una disolucion 5 mM de ABTS?2 con un
tampén de acetatos a pH= 4.7, los valores obtenidos fueron:
E1/2 aeTs? /aBTs" = 0.81 V (ENH) y E1/2 aBTS* /ABTSe= 1.09 V (ENH).

La informacion descrita anteriormente plantea que el ABTS® generado de
reacciones redox o por contacto con compuestos polifendlicos, no es
estable en disolucién y se puede fragmentar en otras moléculas que
incluso pueden formar aductos con algunos reactivos, por ello se utilizaran
técnicas electroquimicas las cuales arrojaran resultados mas limpios lo
que permitird caracterizar los subproductos del ABTS® por técnicas

electroquimicas y espectroscédpicas.
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CAPiTULO 2 - HIP()TESIS, ALCANCE Y OBJETIVOS
2.1. Hipotesis

Si el segundo estado de oxidaciéon (ABTS®) es inestable, entonces al
realizar las electrdlisis exhaustivas y generarlo, la molécula se
fragmentard, y los subproductos derivados de ésta se encontraran en
disolucion, lo que permitird caracterizarlos por medio de técnicas como la
voltamperometria ciclica espectroscopia de RMN 'H y espectrofotometria
UV-Vis e identificar cuadl es la parte mas vulnerable de este anidn

molecular.

2.2. Alcance

Esta investigacién pretende indagar sobre el mecanismo que rige la
degradacion del segundo estado de oxidacion (ABTS®) y ayudara a que
en un futuro, se pueda disefar un id6n molecular analogo al ABTS? que
pueda oxidarse dos veces de forma estable en diferentes disolventes. Esto
permitira su empleo en procesos biotecnoldgicos de mayor duracién y con

mayor eficiencia.
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2.3. Objetivos
2.3.1. General

Realizar la electrdlisis exhaustiva del ABTS2 y caracterizar los
subproductos formados empleando técnicas electroanaliticas vy

espectroscopicas.
2.3.2. Particulares

Realizar un estudio electroquimico diagndstico del ABTS2- y de sus
diferentes estados de oxidacion en los disolventes: dimetil sulfoxido
(DMSO0), metanol (MeOH) y agua (H20) utilizando un electrodo de carbdn

vitreo.

Realizar electrélisis exhaustivas de la disolucién de ABTS? con dos
electrodos de diferente material (malla de platino o barra de carbono),

para generar los productos de electrooxidacién del ABTS?".

Caracterizar los productos de la electrooxidacién por medio de técnicas
electroquimicas, espectroscopia de resonancia magnética nuclear

proténica (RMN 1H) y espectrofotometria UV- Vis.

Identificar los sitios vulnerables en la molécula a través de los cuales se
da origen a la descomposiciéon del ABTS® para sugerir la sintesis de

moléculas andlogas que puedan presentar mayor estabilidad.
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CAPITULO 3 -SECCION EXPERIMENTAL

3.1. Listado de reactivos:

La Tabla 1 muestra

caracteristicas fisicas, masa molecular y proveedor.

los

reactivos utilizados,

Tabla 1. Reactivos utilizados.

formula molecular,

99.0 %

Reactivo Férmula Caracteristicas Masa Proveedor
molecular
(NH4)2ABTS CisH16N406S4(NH4)2 |  Polvo verde 548.68 g/mol | Sigma Aldrich
(2,2 diazino-bis-(3- E.U.A.
etil
benzotiazolin-6-
sulfénato) de
amonio) 98%
DMSO CH3SOCH3 Liguido 78.13 g/mol | Sigma Aldrich
Dimetil sulfoxido transparente E.U.A.
99.9%
Reagent A.C.S.
Metanol CHsOH Liquido volatil | 32.04 g/mol | Sigma Aldrich
grado E.U.A.
espectroscopico
Agua tridestilada H,0 Liquido 18 g/mol Facultad de
transparente Quimica
UNAM CU.
hexaflorofosfato de Ci6H3sFeNP Cristales 387.43 g/mol | Sigma Aldrich
tetrabutil amonio blancos E.U.A.
99.0 %
tetrafluoroborato Ci6H3sNBF4 Cristales 329.27 g/mol | Sigma Aldrich
de tetraetilamonio blancos E.U.A.

Reagent A.C.S. - Esto designa una sustancia quimica de alta calidad para uso en laboratorio. La abreviatura

"A.C.S.", significa que el producto quimico cumple las especificaciones de la American Chemical Society. Con

certificado de analisis, disponible bajo peticidn.
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3.2 Estudio electroquimico del ABTS?- en diferentes disolventes

Todas las mediciones electroquimicas se llevaron a cabo en un
potenciostato-galvanostato modelo 263 A, marca Princeton Applied
Research, empleando celdas electroquimicas de 10 mL de capacidad, con
una disolucion 0.1 M de hexafluorofosfato de tetrabutil amonio (BusNPFs)
o tetrafluoroborato de tetraetilamonio (EtsaNBF4) como electrolito soporte,
y una configuracion de tres electrodos: carbono vitreo (0.0706 cm?) como
electrodo de trabajo; alambre de platino como electrodo auxiliar y
Ag/AgCl como electrodo de referencia (Figura 7). El electrodo de trabajo
fue pulido hasta un acabado de espejo para garantizar la homogeneidad

de la superficie y eliminar los residuos de la superficie.

Er Et EA

Figura 7. Celda electroquimica de trabajo utilizada en las voltamperometrias ciclicas y
cronopotenciometrias de pulso sencillo del ABTS?". La celda consiste en una configuracion
de tres electrodos: electrodo de trabajo ((E:) carbono vitreo (0.0706 cm?)), electrodo de

referencia ((Er) electrodo de Ag/AgCl) y electrodo auxiliar ((Ea) alambre de platino).

Todos los voltamperogramas ciclicos se iniciaron a potencial de circuito
abierto (Ei=0) y las exploraciones de potencial se realizaron en direcciones
tanto positivas como negativas (barridos en sentido anddico y catddico

respectivamente).
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3.2.1. Voltamperometria ciclica del ABTS?  en los disolventes
DMSO, MeOH y H20

La caracterizacion de las disoluciones 1 mM de ABTS?, se realizd
empleando una disolucién 0.1 M de hexafluorofosfato de tetrabutil amonio
(BusNPFe) como electrolito soporte (para los disolventes DMSO y MeOH,
para la caracterizacion en H>O se utilizd tetrafluoroborato de
tetraetilamonio (EtaNBF4)), variando el potencial con respecto al tiempo y
se registré como respuesta el cambio en la intensidad de corriente, en

funcion del potencial aplicado.

Se caracterizé la disolucion de ABTS? 1 mM a una velocidad de barrido
de 100 mV/s en sentido anddico y catddico, asi mismo se realizd un
estudio de voltamperometria ciclica a diferentes velocidades de barrido,
las velocidades de barrido en sentido anddico que se probaron fueron: 10,
20, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 mV/s. El
estudio de las diferentes velocidades de barrido se hizo después de hacer
una determinaciéon de la resistencia para compensar la caida 6hmica del

medio electrolitico.

El estudio pretende identificar los procesos de oxidacién y reduccion
caracteristicos del ABTS? en cada uno de los disolventes, para
posteriormente hacer la determinacion del potencial redox utilizando los
valores de potencial de pico anddico (Epa) Y potencial de pico catddico
(Epc) de los procesos de oxidacidn y reduccidn respectivamente, de

acuerdo con la ecuacidn siguiente: Ei/2= (Epc+ Epa)/2.
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3.2.2 Cronopotenciometria de pulso sencillo del ABTS?* en los
disolventes DMSO, MeOH y H-0

Las cronopotenciometrias de pulso sencillo se realizaron a diferentes
magnitudes de perturbacion de corriente, observando el cambio de
potencial, variando el tiempo del experimento de 60 segundos para las
perturbaciones de corriente de mayor magnitud (—15 y —10 pA), hasta

180 segundos para las perturbaciones de corriente de menor magnitud
(—1y—2 pA).

Las perturbaciones de corriente que se probaron fueron de —1, —2, —3,
—4, -5, -6, —7, —8, —9, —10 y —15 A, con la finalidad de observar la
rapidez de los procesos de oxidacidon que presenta el ABTS? en funcién a
la perturbacion de corriente impuesta, y ver su comportamiento en los
diferentes disolventes, esta técnica también permitidé observar si existian
procesos de adsorcion de la disolucion en el electrodo de trabajo y poder
determinar en cual disolvente se tendrian mejores resultados para llevar

a cabo las electrdlisis exhaustivas.

3.3. Electrdlisis, formas de realizar una electrolisis y diferencia

entre microelectroélisis y macroelectrdlisis.
Electrolisis

La electrdlisis se define como el proceso que separa los elementos o
fragmentos de un compuesto por medio de la electricidad. En ella ocurre
la liberacion de electrones por los aniones en el anodo (oxidacién) y la

captura de electrones en el catodo (reduccion).

Los métodos electroanaliticos como parte de los métodos fisicoquimicos

de analisis, se basan en los principios de estimulacién del sistema quimico
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en estudio, el cual responde en funcidn de sus caracteristicas

estructurales, reactivas y de concentracién (Figura 8).

RESPUESTA ANALITICA

Figura 8. Los métodos electroanaliticos se basan en los principios de estimulacién del
sistema quimico en estudio, el cual responde en funcidon de sus caracteristicas

estructurales, reactivas y de concentracion.

El estimulo puede ser la imposicion de un potencial eléctrico o la

imposicidon de una corriente eléctrica.

Los sistemas estan constituidos por cualquier interface polarizada o

electrodo.

La respuesta analitica depende del tipo, magnitud y duracién del estimulo
eléctrico desde milisegundos hasta horas, en funcion del evento que se

requiere detectar en el electrodo. [44]

Formas de realizar una electrolisis

Estimulo Sistema Respuesta analitica
Corriente Potencial (V(t)*)
Galvanostato
I=f(t*) V=f(t*)
Potencial Corriente (I(t)*)
Potenciostato
V=f(t*) I=f(t*)

*duracidn del estimulo en segundos.

Diferencia entre macroelectroélisis y microelectrolisis

En una microelectrolisis la cantidad transformada al finalizar la electrdlisis
es menor o igual a 2 % de la concentracién inicial del analito [*°1. En este
estudio se realizaron microelectrélisis para la caracterizacion
electroquimica del compuesto, donde se utilizé un electrodo de carbono

vitreo con una superficie de contacto pequefia de 0.0706 cm?2.
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En una macroelectrélis la cantidad de analito transformada al final del
proceso es equivalente a la concentracion inicial [4°], para lograr esto se
necesita mayor superficie del electrodo en contacto con el analito por ello
la necesidad de utilizar la malla de platino o la barra de carbono como

electrodos de trabajo.

3.3.1. Electrodlisis exhaustivas del ABTS? en los disolventes DMSO,
MeOH y H>0 utilizando dos electrodos con superficies de contacto

distintas

Con base en los resultados obtenidos de las voltamperometrias ciclicas y
cronopotenciometrias de pulso sencillo se pudieron fijar los parametros
para realizar las electrdlisis exhaustivas con el objetivo de oxidar hasta el
segundo estado de oxidacidn al ABTS? y generar los productos de la
electrooxidacion del ABTS?2 para posteriormente caracterizarlos por

espectroscopia de RMN H y espectroscopia UV-Vis.

Las electrdlisis exhaustivas se llevaron a cabo empleando celdas
electroquimicas de 10 mL de capacidad, con una agitaciéon constante
(50 rpm) para garantizar que el flujo masico hacia el electrodo fuera el
mismo, se utilizd un arreglo de tres electrodos, los electrodos utilizados
fueron: malla de platino o barra de carbono como electrodo de trabajo
para tener mayor superficie de contacto con el analito; electrodo de
alambre de cromo niquel en una disolucién de BusNPFs 0.1 M como
electrodo auxiliar y electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia
(Figura 9).
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Figura 9. Fotografia de la celda electroquimica empleada para las electrélisis exhaustivas
del ABTS?. Electrodos empleados en la celda electroquimica: barra de carbono o malla
de platino como electrodos de trabajo (E:), Electrodo de referencia ((Er) electrodo de
Ag/AgCl) y electrodo auxiliar ((Ea) alambre de cromo niquel en una disolucidn de BusNPFs
0.1 M).

Para realizar las electrolisis de ABTS? se utilizaron los disolventes DMSO,

MeOH y H20 por las siguientes razones:

DMSO: Estudios previos informan que es un disolvente favorable para

estabilizar especies reactivas o radicales como son el ABTS*" y el ABTS®.

H>O: Es un disolvente comun y econdmico, la mayoria de los procesos

bioldgicos o biotecnoldgicos se llevan a cabo en este disolvente.

MeOH: Es un liquido volatil que al evaporarse permite recuperar las

especies de interés y caracterizarlas sin la influencia del disolvente.

En un inicio se pretendia utilizar la técnica de cronoamperometria de pulso
sencillo con perturbaciones de potencial a voltajes que garantizaban que
el ABTS?" ya se habia oxidado a ABTS* o a ABTS®. Sin embargo, en los
intentos previos con esta técnica, se evidencié un problema con el equipo,
debido a limitaciones en el voltaje de compilaciéon de 20 V, que impide
lecturas de corriente muy grandes, provocando que el equipo presentara
una sobrecarga de potencial. Por ello, se decidi6 cambiar el método de
perturbaciéon y se utilizé la técnica de cronopotenciometria de pulso

sencillo, técnica electroguimica que consiste en aplicar una sefial de
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corriente, registrando los valores de potencial del electrodo de trabajo en

funciéon del tiempo.

Para realizar las electrélisis exhaustivas se impuso una perturbacion de
corriente constante de 500 pA en un tiempo aproximado de dos horas,
cuando se detectd el segundo salto de potencial en la grafica, se
suspendio el experimento y se volvid a iniciar uno nuevo, pero esta vez a
una perturbacion de corriente menor de 100 pA, con la finalidad de
garantizar que todo el ABTS? se oxidara a ABTS* y continuar la
conversion de ABTS* a ABTS?, durante el experimento se realizaron las
voltamperometrias ciclicas para verificar las electrotransformaciones del
ABTS?,

La Tabla 2 muestra la nomenclatura de las electrodlisis exhaustivas del
ABTS? que se realizaron, la concentracion de las disoluciones de ABTS?,
electrodo de trabajo empleado (E. trabajo), disolvente y las condiciones
en las que se llevaron a cabo (perturbacion de corriente impuesta y

tiempo de electrdlisis)

Tabla 2. Nomenclatura de las electrdlisis de ABTS? realizadas a diferente

concentracién, electrodo de trabajo, disolvente y condiciones.

Clave [ABTS?] E. trabajo Disolvente Condiciones

ESPtid 1 mM Malla de Pt DMSO 500 pA en 7200 s
ESCv2d 5 mM Barra de C DMSO 500 pA en 7200 s
ESPt2q 10 mM Malla de Pt DMSO 500 pA en 7200 s
ESPtim 5 mM Malla de Pt MeOH 500 yA en 7200 s
ESCvim 5 mM Barra de C MeOH 500 pA en 7200 s
ESPtia 1 mM Malla de Pt H20 300 pA en 3800 s
ESCv1ia 1 mM Barra de C H20 300 pA en 3800 s
ESPt2a 5mM Malla de Pt H20 300 pA en 3800 s
ESCv2a 5 mM Barra de C H20 300 pA en 3800 s
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3.4. Caracterizacion espectrofotométrica de las muestras antes
del 50 % de la electrodlisis y antes del 100 % de la electrolisis de
ESPt2q

Se obtuvieron los espectros de absorcién Ultravioleta-Visible en el
intervalo de longitudes de onda (A) de 190 nm a 800 nm, de las muestras
antes del al 50 % de la electrdlisis y antes del 100 % de la electrdlisis de
ESPt2q, las cuales se disolvieron en DMSO para obtener las
concentraciones de 20 uM y 200 uM en DMSO. En las determinaciones se
utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de paso éptico y DMSO como blanco,

en un espectrofotometro de arreglo de diodos HP 8452.

A partir de los espectros obtenidos se determinaron las A de maxima
absorcién, caracteristicas de cada compuesto, con sus correspondientes

coeficientes de extincion molar (g) (L mol-icm1).

Esta caracterizacién espectroscépica de cada una de las muestras
seleccionadas se realizé con el objetivo de determinar la(s) longitud(es)
de onda maxima de absorcidén para analizar las diferencias que presentan
en el espectro de absorcion los subproductos del ABTS? el disolvente de

trabajo.

3.5. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear protdnica de los

productos de la electrooxidacion del ABTS?".

Los espectros de RMN 'H del ABTS?" y de los productos de la electrdlisis
en cada disolvente se realizaron en el espectrometro de resonancia
magnética nuclear marca VARIAN, con la frecuencia para hidrégeno de
400 MHz, utilizando tetrametilsilicio (TMS) como referencia interna,
también se adiciono a las disoluciones de estudio 1 mL de D;0. Se colocé

este disolvente deuterado debido a que es necesaria la presencia del
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nucleo de deuterio en la muestra para controlar la estabilidad del campo
magnético mediante el canal que fija la sefial (canal de Lock - canal de

anclaje).

Los desplazamientos quimicos () se expresan en ppm (partes por millén)
y la constante de acoplamiento (J) en Hz (Hertz). La terminologia utilizada
para la multiplicidad es: singulete, doblete, triplete y cuarteto,
asignandose las sefiales en el espectro de RMN 'H con base a su

desplazamiento quimico y multiplicidad.

Para analizar mejor esas sefales y encontrar la correlacién que habia
entre ellas, se realizd la espectroscopia de correlacion homonuclear
hidrogeno-hidrogeno (COSY) donde se identificaron las sefiales de los
nucleos de los hidrogenos acoplados en la molécula, que corresponden a
Ha y Hb, ¥ He, Hay He (Figura 10) de las distintas especies derivadas del
ABTS?.

HaC 1L
H . He
J\\ / S 803-
_038 Pj Hy
} Hy H2C M.
H:\c»—|3

Figura 10. Identificacion de los hidrégenos con diferente ambiente quimico Ha, Hb, Hc, Hd
y He del ABTS?,

3.6. Estudio del compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2

El compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)> fue preparado con la finalidad de
conocer si el ABTS?" formaba un compuesto estable con el Zn?* y de ser

posible obtener una muestra para caracterizarla por cristalografia de
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rayos X, de igual forma esta estrategia podria emplearse para caracterizar
también los derivados de la electrooxidacion del ABTS? y obtener su

estructura tridimensional con los resultados que aporta esta técnica.
*Sintesis del compuesto (NH4)2[Zn(H20)s](ABTS)a.

Se agregaron 0.2752 g de (NH4)2ABTS a una mezcla 1:10 de agua/
metanol esta disoluciéon se afiade gota a gota a una disolucion con
0.076 g de Zn(NO3)206H20 en 10 mL de MeOH.

La mezcla se deja a una evaporacion lenta y se obtienen cristales de color
verde claro, estos cristales corresponden a (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2 0
(NH4)2[Zn(H20)6](C18H16N406S4)2, cuya masa molecular es de 1234.73
g/mol.

El compuesto sintetizado se caracterizd6 por las técnicas de analisis

elemental, cristalografia de rayos X y voltamperometria ciclica.

3.6.1. Analisis elemental

Esta técnica determina la formula minima de cada compuesto, con ello se
puede calcular el error relativo con respecto a los porcentajes elementales

del C, N, Hy S del compuesto analizado.

La determinacion de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre se lleva a
cabo mediante la oxidacion completa e instantanea de la muestra, la cual
convierte todas las sustancias organicas e inorgdnicas en productos de

combustion.

Los gases que resultan de esta combustion pasan a través de un tubo de
reduccion y son arrastrados a una columna cromatografica por un gas
acarreador (Helio), donde son separados y detectados por un detector de
conductividad térmica (TCD), el cual da una sefial proporcional a la

concentracion de los componentes individuales de la mezcla.

24



El resultado final es un porcentaje relativo de cada elemento (carbono,

hidrégeno, nitrégeno y azufre) presente en la muestra.

Este estudio se realizd en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion de la Facultad de Quimica UNAM CU. Utilizando un
Analizador Elemental marca PERKIN ELMER 2400, utilizando Cistina como

estandar.

3.6.2. Rayos X.

En esta técnica se aprecia la estructura del compuesto, de esta manera
se conocen los posibles enlaces que se forman en la molécula, y por lo
tanto el tipo de coordinacién que se presenta en el compuesto asi como

su geometria.

En la difraccidon de rayos X monocristal la muestra es impactada con un
haz de radiacién cuya longitud de onda es 0.71073 y 1.5418 Angstroms
con fuente de molibdeno y cobre respectivamente. El analisis de las
intensidades de difraccion hk/ permite construir un mapa de densidad para
elucidar la estructura cristalina.

La gran ventaja de esta técnica es que no es destructiva y que permite
trabajar de forma éptima con cristales de 0.1 mm.

Este estudio se realizd en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion de la Facultad de Quimica UNAM CU. Utilizando un
difractdmetro de rayos X-monocristal Gemini (radiacién de cobre y
molibdeno) con detector atlas de 135 mm de area activa, equipado con
un sistema de baja temperatura (Cryojet), colimadores de 0.3, 0.5y 0.8
mm para cada radiacion y los resultados se obtuvieron a una temperatura
de 130 K.
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3.6.3. Caracterizacion electroquimica (Voltamperometrias

ciclicas).

La caracterizacidon de las disoluciones 1 mM de (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2
en DMSO empleando una disolucion 0.1 M de BusNPFes como electrolito
soporte, variando el potencial con respecto al tiempo y se registré como
respuesta el cambio en la intensidad de corriente, en funcién del potencial

aplicado.

Los experimentos se realizaron a una velocidad de barrido de 100 mV/s
en sentido anddico y catddico. Asi mismo se realizd un estudio de
voltamperometria ciclica a diferentes velocidades de barrido de potencial
en sentido anddico a velocidades de barrido de: 10, 20, 50, 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 mV/s.

El estudio pretende identificar los procesos de oxidacidn y reduccion
caracteristicos del (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)> en cada uno de los
disolventes, para posteriormente hacer la determinacién del potencial
redox utilizando los valores de potencial de pico anddico (Epa) y potencial
de pico catddico (Epc) de los procesos de oxidacion y reduccidon

respectivamente, de acuerdo con la ecuacion siguiente [4°1:

Ei2= (Epc + Epa)/2.
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CAPITULO 4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Voltamperometrias ciclicas del ABTS?- en los disolventes
DMSO, MeOH y H20

Se realizaron estudios de voltamperometria ciclica de la disolucién de
ABTS? en los disolventes DMSO, MeOH y H;0, el estudio pretende
identificar los procesos de oxidacion caracteristicos del ABTS?  en cada
uno de los disolventes, para posteriormente hacer la determinacién del
potencial redox utilizando los valores de potencial de pico anddico (Epa) Y
potencial de pico catddico (Eyc) de los procesos de oxidacién y reduccién,

respectivamente.

4.1.1. Voltamperometria ciclica del ABTS?* en DMSO

Se prepardé una disoluciéon 1 mM, disolviendo 2.8 mg del ABTS2  en 5 mL
de DMSO, al cual se adicioné previamente 0.1970 g de BusNPFs
(electrolito soporte). Se obtuvieron voltamperogramas ciclicos a una
velocidad de barrido de 100 mV/s, en una ventana de potencial de
-0.25 a 1.25 V/Ag-AgCl.

En la Figura 11 se muestran los voltamperogramas ciclicos tipicos de la
disolucién 1 mM de ABTS?- obtenidos a 100 mV/s, iniciando el barrido de
potencial en sentido anddico (ees) en el intervalo de Ei-o a E+\ se observan
dos procesos de oxidacion (Ipa1 Y Ipa2) cuyos valores de potencial de pico
anddico (Epai) es de 0.60 V/Ag-AgCl y (Epa2) es de 1.00 V/Ag-AgCl.
Cuando se invierte la direccién de barrido de potencial, se observan dos
procesos de reduccidon en el intervalo E+x a E-n (Ipci, Ipc2) a valores de
potencial de pico catédico (Epci) de 0.54 V/Ag-AgCl y (Epc2) es de 0.94
V/Ag-AgCl, después se continlia con el barrido de potencial y se hace una

inversion de potencial en direccion de E-\ a Ei-o.
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Cuando el barrido de potencial se inicia en direccidén catodica (——) no se
observan procesos de reduccion en el intervalo Ei-o a E-x, consistente con
el estado de oxidacidon del ABTS?". Cuando se llega a la barrera catddica,
se hace una inversion de potencial de E.x» a E:) identificando los dos
procesos de oxidacion observados en el voltamperograma en sentido

anddico, a valores idénticos de potencial de pico.

20 T y T y T y T y T y T y T y =

+A
V. 100 mV/s paz '

15 +

10 1

ABTS < ABTS°+ 1e

Ipc2 i

ABTS” < ABTS '+ 1e”

'10' IpC1 7

-0.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2
E (V/Ag-AgCl)

Figura 11. Voltamperogramas ciclicos tipicos de una disolucion 1 mM de ABTS? en DMSO
obtenidos a 100 mV/s sobre un electrodo de carbon vitreo (0.0706 cm?) empleando
como electrolito soporte una disolucién de BusNPFe 0.1 M. Iniciando el barrido de

potencial en direccién positiva (eee) y en direccién negativa (—).

Los potenciales de media onda calculados mediante la férmula
E1/2=(Epa+Epc)/2, para el sistema ABTS?/ABTS*~ son de Ei2= 0.57 V/Ag-
AgCl y para el sistema ABTS*~/ABTS® de Ei>= 0.97 V/Ag-AgCl.
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Con base en las diferencias de potencial de pico anddico y catddico (por
ejemplo Epai - Epci) igual a 0.06 V para ambos procesos, es posible
establecer que la disolucion de ABTS? estudiada presenta primero un
proceso de oxidacidn monoelectréonico identificado como: ABTSZ -
ABTS*~ + 1 e  a Ei2= 0.57 V/Ag-AgCl, seguido por un segundo proceso
de oxidacién monoelectronico correspondiente a ABTS*~-> ABTS® + 1 e-
a Ei2= 0.97 V/Ag-AgCl.

4.1.2. Voltamperometria ciclica del ABTS 2~ en H20

Se prepard una disolucion 1 mM del ABTS?" en H;0, disolviendo 2.8 mg
de ABTS?  en 5 mL de H2O al cual se adiciond previamente 0.1035 g de
EtsNBF4 (electrolito soporte). Se obtuvieron voltamperogramas ciclicos a
una velocidad de barrido de 100 mV/s en una ventana de potencial de
-2.0 Va 1.5 V/Ag-AgCl.

En la Figura 12 se muestra los voltamperogramas ciclicos tipicos de una
disolucion 1 mM de ABTS? en H>O obtenidos a 100 mV/s, iniciando el
barrido de potencial en sentido anddico (eee) en el intervalo de Ei-o a E+x
se observan dos procesos de oxidacion (Ipa1 Y Ipa2) cuyos valores de
potencial de pico anddico (Epai Y Epa2) son 0.30 y 0.70 V/Ag-AgCl
respectivamente. Cuando se invierte la direccion de barrido, se observan
dos procesos de reduccidn en el intervalo Esx a E-x (Ipct, Ipc2), a valores de
potencial de pico catédico (Epc1y Epc2) de 0.2 y 0.6 V /Ag-AgCl, despues

se invierte la direccion de barrido de E-\ a Ei-o.

Cuando el barrido de potencial se inicia en direccion catédica (——) no
se observan procesos de reduccion en el intervalo Ei-o a E-\, lo cual es
consistente con el estado de oxidacion del ABTS?". Cuando se llega a la
barrera catddica se hace una inversidon de potencial ahora de E.x a E+x se

identifican los dos procesos de Oxido reduccidn observados en el
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voltamperograma en sentido anddico, a valores idénticos de potencial de

pico.

100 -
VB 100 mV/s

pc2

20 15 -10 -05 00 05 10 15
E (V/Ag-AgCl)

Figura 12. Voltamperogramas ciclicos tipicos de una disolucion 1 mM de ABTS?" en H>O
obtenidos a 100 mV/s sobre un electrodo de carboén vitreo (0.0706 cm?) empleando
como electrolito soporte una disolucién de EtsNBF4 0.1 M. El barrido de potencial se inicia

en direccidn positiva (eee) y en direccion negativa (—).

Los potenciales de media onda calculados mediante la férmula
E1/2=(Epa+Epc)/2 para el sistema ABTS2?/ABTS*~ es Ei/2= 0.25 V /Ag-AgCl
y para el sistema ABTS*~/ABTS® es Ei1>= 0.65 V /Ag-AgCl.
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La disolucion de ABTS? estudiada presenta primero un proceso de
oxidacién monoelectrénico identificado como: ABTS?- > ABTS*~ + 1 e  a
Ei2= 0.25 V/Ag-AgCl, seguido por un segundo proceso de oxidacion
monoelectronico correspondiente a ABTS*~ > ABTS® + 1 e a Ei/2= 0.65
V/Ag-AgCl.

Al comparar las intensidades de Ipc1 € Ipc2 de la Figura 12 se observa que
la intensidad de Ipc1 €s mucho mayor que Ipc2 Y mayor a su vez que Ipa1 €
Iva2 Y que Ipc2 es la corriente mas pequefia de las sefiales observadas, por
lo que se sugiere que al generar el segundo estado de oxidacion del
ABTS?, se presenta un proceso de comproporcidon o anfolizacion entre el
ABTS?- presente en la disolucidon y el ABTS® generado en el electrodo,
obteniéndose como producto dos moléculas de ABTS*-, la reaccidon se

representa en la Figura 13.

} § 807 r> g 505 } R S0y
OES,@[Q"““‘(\{@ + ass’©:5>=h_N=<éD/ —p. 2 ) /@i;}:m—h =<;:|©/ |
55 ; [

ABTSS +  ABTS? 2 ABTS*

Figura 13. Reaccion de comproporcion o anfolizacion del ABTS? y ABTS® para dar dos

moléculas de ABTS.

Esta observacion ya ha sido reportada por diversos autores como Solis,

Gonzalez, Castro y Torres [° 11,23, 45y 46],

La reaccidn es corroborada cuando al sistema se le realiza un estudio de
voltamperometria ciclica a diferente velocidad de barrido y se observa que
Ioc2 aumenta de intensidad al aumentar la velocidad de barrido, como se

muestra en la siguiente seccién.
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4.1.3. Voltamperometrias ciclicas del ABTS?* en H20 a diferentes

velocidades de barrido

Como parte de la caracterizaciéon del ABTS?  en distintos disolventes, se
realizé un estudio de voltamperometria ciclica a diferentes velocidades de
barrido, debido a que un cambio en la velocidad de barrido equivale a un
cambio en el perfil de concentraciones del ABTS?2" en la superficie del
electrodo de trabajo, de tal manera que cuando la velocidad de barrido
de potencial aumenta, también aumenta la velocidad de difusion de las
especies electroactivas en la superficie del electrodo, ya que se modifica
rapidamente la concentracidon de las especies electroactivas en la

superficie del electrodo.

La Figura 14 muestra los voltamperogramas ciclicos en sentido anddico
de la disolucion 1 mM de ABTS? en H0 a distintas velocidades de barrido,
utilizando un electrodo de carbdn vitreo como electrodo de trabajo y una

disolucién 0.1 M de Et.NBF4 como electrolito soporte.

Al generar el ABTS®, se presenta un proceso de comproporcién o
anfolizacién entre el ABTS? presente en la disolucién y el ABTS® generado

en el electrodo, el cual ya fue descrito anteriormente.
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Figura 14. Voltamperogramas ciclicos en sentido andédico de la disolucién 1 mM de ABTS?
en H20 obtenidos a diferentes velocidades de barrido, utilizando un electrodo de carbdn

vitreo y una disolucién 0.1 M de EtsaNBF4 como electrolito soporte.

4.1.4. Voltamperometria ciclica del ABTS?- en MeOH

Se prepardé una disoluciéon 1 mM del ABTS? en MeOH disolviendo 2.8 mg
del ABTS? en 5 mL de MeOH al cual se adiciond previamente 0.1970 g de
BusNPFs (electrolito soporte). Se obtuvieron voltamperogramas ciclicos a
una velocidad de barrido de 100 mV/s en una ventana de potencial de
-0.4 a 1.5 V/Ag-AgCl.

En la Figura 15 se muestran los voltamperogramas ciclicos tipicos de una
disolucion 1 mM de ABTS? en MeOH obtenidos a 100 mV/s, iniciando el
barrido de potencial en sentido anddico (eee) en el intervalo de Ei-o @ E+\

se observan dos procesos de oxidacidon (Ipa1 Y Ipa2) cuyos valores de
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potencial de pico anddico (Epai Y Epa2) son 0.48 y 0.98 V/Ag-AgCl
respectivamente. Cuando se invierte la direccion de barrido de potencial,
se observan dos procesos de reduccion en el intervalo Exxa E-x (Ipct, Ipc2)
a valores de potencial de pico catddico (Epciy Epc2) de 0.38 y 0.75 V/Ag-
AgCl.

Cuando el barrido de potencial se inicia en direcciéon catddica (—) no se
observan procesos de reduccién en el intervalo Ei-o a E-» y cuando se llega
a E.\ se hace una inversion de potencial y se barre ahora de E.xa E +\ y de
E-» a Ei-o, donde se identifican los dos procesos de oxidacién observados
en el voltamperograma en sentido anddico, con valores idénticos de

potencial de pico.

60 4 |pc1 V_ 100 mV/s ]

i i I i I i I
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
E (V/Ag-AgCl)
Figura 15. Voltamperogramas ciclicos tipicos de una disoluciéon 1 mM de ABTS?en MeOH
obtenidos a 100 mV/s sobre un electrodo de carbdn vitreo (0.0706cm?) empleando como
electrolito soporte una disolucién de BusNPFs 0.1 M. Iniciando el barrido de potencial en

direccion positiva (eee) y en direccion negativa (—).
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El potencial de media onda calculado para el sistema ABTS?/ABTS*~ es
Ei2= 0.43 V/Ag-AgCl y para el sistema ABTS*~/ABTS® es E1/2= 0.86 V/Ag-
AgCl.

En este estudio se observa un pico agudo en Ipa2 que sugiere la adsorcidn
del ABTS® al electrodo de trabajo, adicionalmente se observa que la sefial
de reduccidon I,.> es de muy baja intensidad poniendo en evidencia el

mismo fendmeno de anfolizacion descrito para el sistema en H>O.

Dado el comportamiento de la disolucién del ABTS2- en H20 y MeOH, se
sugiere que el disolvente mas conveniente para estudiar el ABTS® es el
DMSO ya que no presenta el fendmeno de adsorcién en el electrodo de

trabajo y la anfolizacion es escasa.

Para concluir con el analisis de este estudio en la Figura 16 se muestran
los voltamperogramas ciclicos del ABTS?" en los disolventes DMSO, MeOH
y H.0 donde se observa que los potenciales de pico anddico y catdédico
cambian por que el ABTS?" presenta diferente comportamiento en cada

uno de los disolventes.

Este estudio de voltamperometria ciclica permitié obtener los siguientes

parametros:

DMSO Ei/2 asts?/aets* = 0.57 V/AgCI-Ag E1/2 asts"/aeTs” = 0.97 V/AgCI-Ag
H20 FE1/2 ae1s27/ae1s = 0.25 V/AQCI-Ag E1/2 aets®/asTs’ = 0.65 V/AgCI-Ag
MeOH Ei/2 ats?/asTs"™= 0.43 V /AgCl-Ag E1/2 asts*/asTs = 0.86 V/AgCl-Ag

Mismos que seran utilizados para realizar las electrélisis exhaustivas y
obtener los productos de la electrooxidacién del ABTS?" y caracterizarlos

por técnicas espectroscopicas y electroquimicas.
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Figura 16. Voltamperogramas ciclicos de las disoluciones 1 mM de ABTS?en (a) H20
(coo), (b) MeOH (——-) y (c) DMSO (e—e—), obtenidas a 100 mV/s sobre un electrodo de
carbon vitreo (0.0706 cm?) empleando como electrolito soporte una disoluciéon 0.1 M de
BusNPFs 0 Et4NBF4.
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4.2. Cronopotenciometrias de pulso sencillo del ABTS?" en los
disolventes DMSO y H20

Las cronopotenciometrias de pulso sencillo se realizaron a diferentes
magnitudes de perturbacién de corriente (-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8,-9,
-10 y -15 pA) observando el cambio de potencial (salto de potencial de
valores menores a valores mayores), variando el tiempo del experimento
de 60 segundos para las perturbaciones de corriente de mayor magnitud
(en valor absoluto) (-15 y -10 pA), hasta 180 segundos para las
perturbaciones de corriente de menor magnitud (valor absoluto) (-1 vy -2

MA), utilizando un electrodo de carbon vitreo como electrodo de trabajo.

En las cronopotenciometrias de pulso sencillo (Figuras 17 y 18) se puede
observar que a menor perturbacion de corriente (-1 a -5 PA) se aprecian
mejor los detalles del primer y segundo salto de potencial
correspondientes a la primera oxidacion de ABTS? a ABTS vy la segunda
oxidacion de ABTS*- a ABTS®, pero conforme se aumenta la magnitud de
perturbacién de corriente (-8 a -15 pA) el primer salto de potencial
empieza a ser imperceptible, esto indica que la perturbacién de corriente
es tan alta que el ABTS?" se oxida directamente a ABTS® (perturbacién de

corriente de -10 a -15 pA).
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Figura 17. Cronopotenciogramas de pulso sencillo de la disoluciéon de ABTS? 1 mM en
DMSO a diferentes perturbaciones de corriente utilizando un electrodo de carbono-vitreo
(0.0706 cm?).
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Figura 18. Cronopotenciogramas de pulso sencillo de la disolucién de ABTS? 1 mM en
H20 a diferentes perturbaciones de corriente utilizando un electrodo de carbono-vitreo
(0.0706 cm?).
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Con base a los cronopotenciogramas de pulso sencillo del ABTS?
obtenidos en estos disolventes, se calculé el parametro de 1°-> utilizando
la ecuacién de Sand que se muestra a continuacién, el parametro de 70>
es el tiempo de transicion (tiempo necesario para agotar la concentracion

de la interface).

0 :_m°nFACD"
21

19> = Es el tiempo de transicion (tiempo necesario para agotar la concentracion de la

interface).

m= 3.1416

n=numero de electrones intercambiados.

F= Constante de Faraday (96 485.34 C/mol).
A= Area del electrodo de trabajo (0.0706 cm?).

D=Coeficiente de difusion del ABTS? calculado en el disolvente DMSO a 25°C (2.62 x10-
6 cm?/s) y en el disolvente H20 a 25°C (1.5735 x10°¢ cm?/s).

C= Concentracion de la especie electroactiva en el seno de la disolucién

I= Intensidad de la corriente eléctrica aplicada (-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10 y
-15 pA).

Sustituyendo los valores antes descritos en la ecuacién de Sand se
obtienen los siguientes valores de T9> para cada una de las intensidades

de perturbacién de corriente aplicadas (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores de T°° calculados para cada una de las intensidades de perturbacion
de corriente aplicadas para la disoluciéon de ABTS? en DMSO y para la disolucion de
ABTS? en H20.

I T0.5 (S) T0.5 (S)
disolucion disolucion
de ABTS>  de ABTS*
en DMSO en H20

-1 pA 9.55 57.34
-2 pA 3.8 2.2
-3 pA 0.86 0.51
-4 pA 0.15 0.091
-5 pA 0.023 0.014
-6 A 3.4 x10°3 2x1073
-7 BA 4.6 x10* 2.8x10*
-8 pA 6.1x10°° 3.6x10°>
-9 NA 7.7x10°® 4.6x10°
-10 JA 9.5x107 5.7x107
-15 pA 2.15x108 1.29x108

Al observar los resultados de la Tabla 3 podemos afirmar que esta técnica
también nos permitié observar los cambios en el tiempo de transicidon
dependiendo de la perturbacién de corriente. A mayor perturbacién de
corriente, menor es el tiempo que transcurre para observar la transicidon
del potencial identificado como la primera oxidacion o la segunda
oxidacion del ABTS?.

Este estudio permiti6 usar una alternativa para realizar Ia

macroelectrolisis a corriente impuesta (electrdlisis por

cronopotenciometria de pulso sencillo).
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4.3. Electrolisis exhaustivas de las disoluciones de ABTS?-

utilizando dos electrodos distintos.

Con base en los resultados obtenidos de las voltamperometrias ciclicas y
de las cronopotenciometrias de pulso sencillo, se pudieron fijar los
parametros para realizar las electrélisis exhaustivas (utilizando la técnica
electroquimica de cronopotenciometria de pulso sencillo), con el objetivo
de oxidar hasta el segqundo estado de oxidacion al ABTS?" y generar los
productos electrooxidacion, para posteriormente caracterizarlos por

espectroscopia de RMN H y espectrofotometria UV-Vis.

La magnitud de perturbacién de corriente (I) utilizada en las electrdlisis
exhaustivas fue calculada utilizando las ecuaciones de la primera y

segunda Ley de Faraday las cuales se muestran a continuacion:

Q

nexf

m =
1° Ley de Faraday

2° Ley de Faraday Q=1t
Sustituyendo el valor de Q en la primera ley de Faraday tenemos que
It=neFm

Donde:

I= Intensidad de corriente eléctrica aplicada.
t= tiempo en segundos para el primer salto de potencial (1000 s).
ne-= NUmero de electrones intercambiados (1e-).

F = Constante de Faraday, carga transportada por un mol de electrones: 96485.34
C/mol.

m = Masa de sustancia depositada o liberada en mol ([1 mM]=5x10"°% mol; [5
mM]=2.5x10"° mol; [10 mM]=5x10"> mol).

Sustituyendo los valores se obtiene que la magnitud de perturbacion de
corriente utilizada (I) en las electrdlisis exhaustivas es aproximadamente

de 500 pA. Debido a que la disolucion de ABTS?  en H;O presentd un
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comportamiento mas rapido se propuso bajar la intensidad de
perturbaciéon de corriente a 300 YA y en su mayoria las electrolisis en este

disolvente concluyeron en un tiempo aproximado de 3800 s.

Con la finalidad de hacer un analisis mas claro se presenta en la Tabla 4,
las claves utilizadas para nombrar las diferentes electrolisis exhaustivas,
las condiciones que se utilizaron al realizarlas (disolventes,
concentraciones, macroelectrodos, perturbacidon de corriente impuesta y
tiempo de electrodlisis), asi mismo se describen las observaciones del
producto final.

Tabla 4. Nombres empleados para las diferentes electrdlisis exhaustivas del ABTS?, las

condiciones experimentales y observaciones del producto final.

Clave [ABTS*] E. trabajo Disolvente Condiciones Observaciones del producto
final
ESPtigy 1 ™M Malla de Pt DMSO 500 pA en 7200 s Disolucion morada
Resultados no favorables en RMN *H.
ESCvad 5 mM Barra de C DMSO 500 pA en 7200 s Disolucién amarilla

Resultados favorables en RMN H

ESPtad 10 mM Malla de Pt DMSO 500 pA en 7200 s Disolucién naranja
Resultados no favorables en RMN *H.

Caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis.

ESPtlm 5mM Malla de Pt MeOH 500 pA en 7200 s Disoluciéon transparente, formacion de
precipitado color morado.

Resultados no favorables en RMN *H

un

ESCV1m 5mM Barra de C MeOH 500 pA en 7200 s Disolucion transparente, formacion de
precipitado color morado.

Resultados no favorables en RMN *H

un

ESPtia 1 mM Malla de Pt H.0 300 pA en 3800 s Disolucién transparente, formacién de
precipitado color morado.

Resultados no favorables en RMN *H

un

ESCV1a 1 mM Barra de C H>0 300 pA en 3800 s Disoluciéon transparente, formaciéon de
precipitado color morado.

Resultados no favorables en RMN H

un

ESPt2a 5 mM Malla de Pt H20 300 pA en 3800 s Disolucién transparente, formacién de
precipitado color morado.

Resultados no favorables en RMN H

un

ESCVza 5mM Barra de C H20 300 pA en 3800 s Disoluciéon transparente, formacion de
precipitado color morado.
Resultados no favorables en RMN *H
Resultados favorables en RMN 'H implica que se observaron sefiales diferentes a la materia prima y
disolventes en el espectro de RMN *H.
Resultados no favorables en RMN 'H implica que solo se observaron sefiales de la materia prima y
disolventes en el espectro de RMN *H.
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Al realizar las electrdlisis exhaustivas del ABTS?" cuando se detectd el
primer salto de potencial en el cronopotenciograma de pulso sencillo
correspondiente a la primera oxidacion del ABTS? a ABTS* se suspendio
el experimento para realizar voltamperometrias ciclicas con la intencién
de observar si aun habia en la disolucion ABTS? sin oxidar, una vez
obtenido el voltamperograma ciclico se siguid realizando la electrdlisis de
igual manera se hicieron voltamperometrias ciclicas después del segundo
salto de potencial correspondiente a la segunda oxidacién del ABTS* a
ABTS® y también se hicieron voltamperometrias ciclicas al terminar la
electrolisis con la finalidad de determinar las caracteristicas redox de la

disolucion final.

Los voltamperogramas ciclicos mostraron que aun estaba presente en la
disolucion ABTS* por lo que se realizaron cronopotenciogramas
disminuyendo la perturbaciéon de corriente de 500 pA a 100 pA para
garantizar que todo el ABTS?" se oxidara hasta ABTS?, las electrdlisis se
finalizaron cuando la disolucion presenté un cambio de color o se depositd
un precipitado color morado en la superficie de la malla de platino o barra
de carbono, el cual se atribuyé a la formacion de un depdsito de especies
de ABTS* que a través de interacciones moleculares se unen
disminuyendo su solubilidad y por ello se depositan en las superficies del

electrodo de trabajo.

4.3.1. Electrolisis exhaustivas del ABTS?- en H>0 y en MeOH

Se realizaron electrdlisis exhaustivas del ABTS?2- en H,O a concentraciones
1 mM (ESPtia Yy ESCvia) Y 5 mM, (ESCva2a Y ESPt2a) y en MeOH a
concentracion de 5 mM (ESPtim Yy ESCvim).

La electrdlisis de la disolucion de ABTS2- 5 mM en H>0 utilizando una barra

de carbono como E: (ESCv2a) obtuvo el siguiente cronopotenciograma de
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pulso sencillo (Figura 19) realizado con una perturbacion de corriente de

300 pA en un tiempo de electrélisis de 3 800 s.
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Figura 19. Cronopotenciograma de pulso sencillo de la disolucion ESCv2a obtenido a una
perturbacion de corriente de 300 pA en un tiempo de 3 800 s, en la grafica se puede
observar el primer y segundo salto de potencial correspondiente a la primera y segunda
oxidacion del ABTS?, la electrdlisis se realizo en una celda electroquimica con una barra

de carbono como electrodo de trabajo.

El cronopotenciograma de pulso sencillo de ESCvaa (Figura 19) muestra
que la electrélisis inicia con un potencial de 0.35 V/Ag-AgCl
correspondiente al potencial de ABTS?" en este disolvente, conforme se
inicia y continla con la perturbacién de corriente el valor de potencial va
aumentando, porque el ABTS?" se oxida a ABTS* el aumento del valor de
potencial satisface a la ecuacion: E:;4=E° +RT/2nT *In[Dox/Dred], donde
un aumento de la concentracion de la especie oxidada ([Dox]) hace que

haya un aumento en Eys.
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La disolucion tiene un primer salto de potencial de 0.35 V/Ag-AgCl a
0.52 V/Ag-AgCl que corresponde a la primera oxidacién del ABTS?  a
ABTS*-, cuando ocurre el segundo salto de potencial de 0.52 V /Ag-AgCl
a 0.8 V/Ag-AgCl en un tiempo aproximado de 850 s, este se asocia a la
segunda oxidacion del ABTS*- a ABTS®. Finalmente en un tiempo
aproximado de 2650 s se observa un tercer salto de potencial
probablemente porque al concentrarse todas las moléculas de ABTS* en
la superficie del electrodo, el sistema ya no detecta especies
electroactivas en disolucion, por lo que empieza a electrolizar el
disolvente, este tiene un valor de potencial mayor que el de las especies
de ABTS*.

Las electrélisis de ABTS2- en H.O a concentraciones de 1 mM (ESPtia y
ESCvia) Yy 5 mM (ESPt2a) tuvieron como resultado cronopotenciogramas
de pulso sencillos parecidos al descrito anteriormente y como producto
final la decoloracidon de la disolucidn, con la formacidon de un precipitado
color morado en la malla de platino o barra de carbono (Figura 20), sin
embargo, al caracterizar las disoluciones obtenidas al final de la
electrélisis por espectroscopia de RMN 'H, en los espectros no se
encontraron senales propias del ABTS? o de sus dos estados de oxidacion,
esto puede ser debido a que tal vez todas las especies de ABTS*~ se
quedaron adheridas a la malla de platino y no en la disolucién
caracterizada, por otra parte al estudiar el precipitado color morado se
encontrd que se trataba de un depdsito de especies de ABTS* que a través
de interacciones intermoleculares se unen disminuyendo su solubilidad,
dado que se trataba del ABTS*, el producto no se estudié con detalle

puesto que ya ha sido caracterizado previamente.

Lo descrito anteriormente también sucedié con las electrdlisis del ABTS?
5 mM en metanol realizadas con una malla de platino o barra de carbono

como electrodo de trabajo (ESCvim Yy ESPtim).
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Figura 20. Fotografia del precipitado color morado adherido a la malla de platino (Et).

La Figura 20 muestra parte del producto que se formé durante la
electrolisis exhaustiva del ABTS2" en estos disolventes (MeOH o H20)
confirmando que el material se adsorbe en la superficie del electrodo, por
lo que esta situacion impide garantizar que la electrélisis realizada para
formar el ABTS® sea exitosa, pues el material adhiere y cubre al electrodo
impidiendo la eficiente transformacion del ABTS*~ a ABTS?®, por lo que se
deben descartar como opciones las electrdlisis exhaustivas realizadas en
H.O y MeOH debido a que no llegaron al objetivo planteado de generar
los subproductos del ABTS® para posteriormente caracterizarlos por

técnicas electroanaliticas y espectroscopicas.

En los resultados de las voltamperometrias ciclicas descritas en la
secciones 4.1.3. y 4.1.5, las disoluciones del ABTS?- en MeOH y H;0
también presentaban un inusual comportamiento (procesos de adsorcién,
reacciones de comproporcion, etcétera) lo que confirma que estos
disolventes no son los adecuados para realizar electrélisis exhaustivas del

ABTS? por lo que se utilizard como disolvente DMSO.
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4.3.2. Electrolisis exhaustivas del ABTS?- en DMSO

La electrdlisis de la disolucion de ABTS2- 1 mM en DMSO utilizando una
malla de platino como E: (ESPtia) obtuvo el siguiente
cronopotenciograma de pulso sencillo, realizado a una perturbacion de

corriente de 500 pA en un tiempo de electrolisis de 7 200 s (Figura 21).

El cronopotenciograma de pulso sencillo de la disolucién 1 mM de ABTS?%
muestra que la electrdlisis inicia con un potencial de 0.65 V/Ag-AgCl
correspondiente al potencial de ABTS?-, conforme se inicia y continda con
la perturbacién de corriente, el valor de potencial va aumentando, porque
el ABTS?" se oxida a ABTS*~, el aumento del valor de potencial satisface
a la ecuacidn: E:4=E° " +RT/2nT *In[Dox/Dred], donde un aumento de la

concentracion de la especie oxidada ([Dox]) hace que haya un aumento

en Eqya.
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Figura 21. Cronopotenciograma de pulso sencillo de ESPtid, en la grafica se puede
observar el primer y segundo salto de potencial correspondiente a la primera y segunda
oxidacién del ABTS?, la electrdlisis se realizd en una celda electroquimica con una malla

de platino como electrodo de trabajo.
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La disolucién tiene un primer salto de potencial en un tiempo aproximado
de 750 s este salto es de 0.65 V/Ag-AgCl a 0.70 V/Ag-AgCl el cual
corresponde a la primera oxidacion del ABTS? a ABTS*~, después a un
tiempo aproximado de 1000 s ocurre el segundo salto de potencial de
0.70 V/Ag-AgCl a 1.0 V/Ag-AgCl valor que corresponde a la segunda
oxidacion del ABTS*~ a ABTS®, el cronopotenciograma de pulso sencillo
continua con otro salto de potencial en un tiempo de 2800 s a valores de
1.0 V/Ag-AgCl a 1.40 V/Ag-AgCl, que corresponde probablemente a la
electrolisis del disolvente, el cual se oxida a un valor de potencial mayor
que el de las especies de ABTS® por lo que se observa un tercer salto de

potencial.

Asi mismo fueron calculados los porcentajes de la concentracién inicial
(% Co) electrolizada al primer salto de potencial y al segundo salto de
potencial mediante las formulas de la primera y segunda Ley de Faraday
las cuales se muestran a continuacién:
. Q

m
1° Ley de Faraday nexr
2° Ley de Faraday Q=1t

Sustituyendo el valor de Q en la primera ley de Faraday tenemos que

It

m=———
ne x F

Donde mexp @ 750 s es de 3.89 X 10® mol y mexp para 1000 s es de
5.18 X 10® mol.

Una vez calculado el valor de mexp para 750 s y 1000 s se obtiene el
porcentaje de la concentracidn inicial electrolizada, utilizando la siguiente

formula: % C, electrolizado = Mexp/ Mteo X 100

Donde Mteo=5 X 10® mol

El porcentaje de la concentracién inicial electrolizada (% Co) al primer
salto de potencial es de 77.8 %.
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Y % Co electrolizado al segundo salto de potencial es de 103.64 %, un
valor mayor al 100% podria deberse a la reaccidon de comproporcion entre
el ABTS® generado en el electrodo con el ABTS? que aun no se electroliza
y esta en disolucidn, dicha reaccion genera dos moléculas de ABTS*~ por

lo que se requerira mayor tiempo para lograr electrolizar todo el ABTS"~.

Esta electrdlisis del ABTS2- 1 mM en DMSO utilizando una malla de platino
como E: (ESPtid), did como resultado una disolucion morada, la que se
caracterizd6 por espectroscopia de RMN 1H, cuyos resultados sélo
mostraron sefales del ABTS*~ y ABTS?.

La electrolisis del ABTS?" 5 mM en DMSO utilizando una barra de carbono
como E: (ESCvad), di6 un cronopotenciograma de pulso sencillo parecido
al de ESPtigq, la disolucion resultante fue color amarilla y tuvo resultados

favorables al caracterizarla por espectroscopia de RMN 1H.

La electrélisis del ABTS?- 10 mM en DMSO utilizando una malla de platino
como E: (ESPt24), did un cronopotenciograma de pulso sencillo parecido
al de ESPtig4, la disolucidn resultante fue de color naranja (Figura 22) con
resultados favorables al caracterizarla por espectroscopia de RMN H y

Espectrofotometria UV-Vis.

Figura 22. Fotografia de la disolucion final de la electrélisis ESPtzd.
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4.4. Caracterizacion por voltamperometria ciclica de las

disoluciones de ABTS?- durante la electrolisis

Como parte de la caracterizacién y monitoreo de las disoluciones durante
la electrdlisis exhaustivas del ABTS? en diferentes disolventes, se
realizaron voltamperometrias ciclicas al inicio de la electrodlisis, al 50% de
la electrdlisis y al 100% de la electrdlisis, con la finalidad de comprobar si
las oxidaciones del ABTS?" y de sus dos estados de oxidacion se llevan a

cabo y conocer asi, si se forman nuevas especies electroactivas.

A continuacion se muestra un ejemplo de las voltamperometrias ciclicas
de la disolucion de ABTS?  en H;O (ESPt2a) realizadas durante de la

electrolisis:

En el voltamperograma ciclico de la Figura 23 (a) se observa el
comportamiento que presenta la materia prima al inicio de la electrdlisis
(ABTS?" en H;0), este voltamperograma fue obtenido a una velocidad de
barrido de 100 mV/s, iniciando el barrido de potencial en sentido anddico,
en el intervalo de Ei-o a E+\ se observan dos procesos de oxidacion (Ipa1 Y
Ipa2), sus valores de potencial de pico anddico (Epat Y Epa2) son 0.32y 0.80
V/Ag-AgCl respectivamente. Cuando se invierte la direccién de barrido de
potencial, se observan dos procesos de reduccion en el intervalo E+xa E-a
(Ipc1, Ipc2) a valores de potencial de pico catédico (Epciy Epc2) de 0.30 y
0.75 V/Ag-AgCl, estos potenciales de pico corresponden a la primera
oxidacion del ABTS? a ABTS*~ a Ei2= 0.31 V/Ag-AgCl y a la segunda
oxidacion de ABTS*~ a ABTS® a Ei2= 0.77 V/Ag-AgCl y no se observan

impurezas ni interferencias en la disolucidon que se va a electrolizar.

El voltamperograma ciclico de la Figura 23 (b) corresponde a la disolucién
de ABTS? a la mitad de la electrdlisis, se observa que el potencial a
corriente nula (Ei-zo) se desplazd hacia la derecha lo que indica que el

potencial de la disolucidn corresponde al potencial de ABTS*~ porque fue
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oxidado el ABTS? y el ABTS*~ predomina en la disolucion, el
voltamperograma ciclico fue obtenido a una velocidad de barrido de 100
mV/s, iniciando el barrido de potencial en sentido anddico en el intervalo
de Ei-o a E+\ se observa un proceso de oxidacidn (Ipa2) cuyo valor de
potencial de pico anddico (Epaz) es 0.80 V/Ag-AgCl. Cuando se invierte la
direccion de barrido de potencial, se observan tres procesos de reduccion
en el intervalo E+x a E-x (Ipci, Ipc2 Y Ipc3) @ valores de potencial de pico
catodico (Epci, Epc2 Y Epc3) de 0.3, 0.75 y -1.00 V/Ag-AgCl estos potenciales
corresponden a la reduccién del ABTS® a ABTS*~ (Ip2) Yy a la reduccion
de ABTS*~ a ABTS? (Ipc1) Y el tercer valor a la reduccién de un producto
de la electrooxidacidon del ABTS?. Cuando se llega a la barrera catddica,
se hace una inversion de potencial y se barre ahora de E-x a E =0, se
identifican los dos procesos de oxidacidon en (Ipa3 Y Ipai) @ potenciales de
pico Epaz Y Epa1 €n 0.00 y 0.32 V/Ag-AgCl los cuales corresponden a la
oxidacion a un producto de la electrooxidacién del ABTS?" y a la primera

oxidacion del ABTS?" a ABTS*~ respectivamente.

Y por ultimo, el voltamperograma ciclico de la Figura 23 (c) corresponde
a la disoluciéon de ABTS?  al final de la electrdlisis. Se observa que el
potencial a corriente nula (Ei-o) se desplazd hacia la izquierda y no se
ubican potenciales de pico de oxidacion o reduccidén correspondientes a
alguna de las especie de ABTS?, ABTS*~ o ABTS®. El voltamperograma
ciclico se realizé a una velocidad de barrido de 100 mV/s, iniciando el
barrido de potencial en sentido anddico, en el intervalo de Ei-o @ E+x nO
se observan procesos de oxidacidén, cuando se invierte la direccion de
barrido de potencial, se observan un proceso de reduccién en el intervalo
E+ra E. (Ipc3) a valores de potencial de pico catddico (Epc3) de -1.00 V/Ag-
AgCl perteneciente a la reduccion de un producto de la electrooxidacién
del ABTS?", cuando se llega a la barrera catddica se hace una inversion de

potencial y se realiza el barrido de E.» a Ei-o, y se identifican los dos
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procesos de oxidacién en (Ipas Y Ipa3z) @ potenciales de pico Epa2 ¥ Epa3 €n
-0.75 y 0.00 V/Ag-AgCl los cuales corresponden a las oxidaciones de dos
productos de la electrooxidacién del ABTS?". En este voltamperograma
ciclico ya no existen especies de ABTS2-, ABTS*~ ni ABTS® en disolucion,
lo que indica que después de la electrdlisis, el ABTS® formado es poco
estable y se fragmenta para derivar en al menos dos especies

electroactivas.

VC al inicio de la electrolisis 0.32V o8V

50 (a)
2 i
2

-50 ,

| T | T | T | T | oy |
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
20 —mmmm \/C al 50 % de la electrolisis 0.8V

1.5
<
2
— i=0
-20 - pc3-1.0V = \/C al 100% de la electrolisis
| T | T | T | T | T |
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
E (V/Ag-AgCl)

Figura 23. Voltamperogramas ciclicos de ESPt2a durante la electrélisis: (a) al inicio, (b)
a la mitad de la electrdlisis y (c) al finalizar la electrodlisis. Se observa como el ABTS? y
ABTS*~ se van transformando en ABTS® o en especies electroactivas cuyo potencial es
de -0.75 y 0.0 V/Ag-AgCl.
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Estos resultados confirman que el DMSO fue el mejor disolvente al
compararlo con los resultados de las electrélisis del ABTS2- en HxO y
MeOH. Las disoluciones resultantes ESPt2q4 y ESCv24 cumplieron con el
objetivo planteado, el generar los productos de la electrooxidacién del
ABTS?" para caracterizarlos por espectroscopia de RMN 1H vy

espectrofotometria UV-Vis.

Para concluir con esta seccion se encuentra que al analizar los
voltamperogramas ciclicos durante la electrdlisis exhaustiva el ABTS® se
absorbe en los electrodos de trabajo como es el caso de las disoluciones
de ABTS?  en MeOH y H>0, también se observa que el ABTS*~ forma un
sélido poco soluble que se deposita en la superficie del electrodo de

trabajo.

También se concluye que el ABTS® es poco estable porque antes de
terminar las electrélisis exhaustivas del ABTS?> en DMSO los
voltamperogramas ciclicos (no se muestran) sugieren la formacion de
varias especies electroactivas diferentes de las especies de ABTS?,
ABTS*~ o ABTS®, por lo que se necesita hacer una caracterizacion de las
disoluciones finales por técnicas como la espectrofotometria UV-Vis o por
técnicas analiticas estructurales como la espectroscopia de RMN H para
saber qué es lo que le esta sucediendo a la molécula y proponer un
mecanismo de degradacién del ABTS® y en su caso proponer una forma

de estabilizarlo.

4.5. Caracterizacion espectrofotométrica de las muestras antes
del 50 % de la electrolisis y antes del 100 % de la electrédlisis de
ESPt2q

Se obtuvieron los espectros de absorcidn ultravioleta-visible en el

intervalo de las longitudes de onda de 190 nm a 800 nm, de las muestras
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al 50% de la electrdlisis y al 100% de la electrdlisis de ESPt2q, las cuales
se diluyeron para obtener una concentracién de 20 uM y 200 uM en DMSO,
empleando el DMSO como blanco, las mediciones se hicieron en celdas de
cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, utilizando el espectrofotdmetro de arreglo
de diodos HP 8452.

En los espectros se determinaron las longitudes de onda (A) de maxima
absorcion, caracteristicas de cada muestra, las cuales son descritas a

continuacion.

4.5.1. Espectro de absorcion UV-Vis de la muestra antes del 50 %

de la electrolisis de ESPtzq

La Figura 24 presenta el espectro de absorcién UV-Vis de la muestra antes
del 50 % de la electrodlisis de ESPt24, la cual se diluyo para obtener una
concentracion de 20 uM y 200 uM en DMSO.

En el espectro de absorcidn UV-Vis se identificaron seis longitudes de onda
de maxima absorciéon a 340 nm, 360 nm, 380 nm, 400 nm, 680 nmy 770
nm, sin embargo no se pueden calcular los coeficientes de absorcion
molar (€) debido a que la disolucién se trata de una mezcla y por lo tanto
no se sabe la concentracion de cada uno de sus componentes, ni cuantos

se formaron.
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Figura 24. Espectro de absorcién ultravioleta-visible de la muestra antes del 50 % de la
electrdlisis de ESPt2q4 en una disolucion 20 uM (—) y 200 uyM (—) en DMSO, utilizando

DMSO como blanco, usando celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

El espectro de absorcién UV-Vis corresponde a una mezcla de ABTS?" y de
ABTS*~ ya que presenta sefales caracteristicas del ABTS? en 340 nm,
360 nm y 380 nm, reportadas previamente [34] y presenta también
sefiales caracteristicas del de ABTS*~ en 400 nm, 660 nm y 750 nm las
cuales fueron reportadas previamente para la especie ABTS*~ por Solis y

col. [46]

4.5.2. Espectro de absorcion UV-Vis de la muestra antes del
100 % de la electrdlisis de ESPtzq

La Figura 25 presenta el espectro de absorcion UV-Vis de la muestra antes
del 100 % de la electrélisis de ESPt2d. En el espectro de absorcién
electronica UV-Vis se identifican tres longitudes de onda de maxima

absorcién a 260 nm, 280 nm y 360 nm.
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Figura 25. Espectro de absorcion ultravioleta-visible de la muestra antes del 100 % de
la electrélisis de ESPt24 en una disolucién 20 yM (—) y 200 uM (—) en DMSO, utilizando

DMSO como blanco, usando celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico.

Este espectro corresponde a una mezcla de ABTS?" y subproductos de la
electrodlisis, ya que el espectro presenta sefiales caracteristicas en 360
nm, reportadas previamente para el ABTS?[34] y también sefales en 260
nm y 280 nm que podrian corresponder a los productos de la electrdlisis,
las cuales fueron reportadas previamente por J. Gonzalez [43]1 y podrian
corresponder a moléculas con anillos aromaticos sencillos por tratarse de
sefiales que no absorben en el visible y el espectro también nos sugiere
que estos productos estan en mayor proporcion porque dichas sefales

tienen mayor absorbancia con respecto a la senal del ABTS?.

Como conclusion de esta seccion tenemos que las disoluciones
caracterizadas por espectrofotometria UV-Vis presentan todavia senales
de ABTS? y ABTS*" y también otras seflales muy intensas que no
absorben en el visible y que podrian corresponder a los productos de la
electrédlisis, las cuales podrian tratarse de moléculas con anillos
aromaticos sencillos lo que sugiere que el segundo estado de oxidacién
(ABTS®) es inestable en disolucidon y se fragmenta en moléculas mas

sencillas con anillos aromaticos.
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Para conocer las caracteristicas de la estructura de estas moléculas, fue
utilizada la técnica de resonancia magnética nuclear protdnica la cual dié

los resultados que se describen en la siguiente seccion.

4.6. Caracterizacion de los productos de la electrooxidacion por
RMN H

Con base en los resultados obtenidos en el estudio electroquimico
diagnodstico del ABTS? en diferentes disolventes, las voltamperometrias
ciclicas realizadas durante y después de las electrolisis del ABTS?" vy la
caracterizacion espectrofotométrica de la muestra de ESPt24 se puede
afirmar que el ABTS® da origen a nuevas especies con propiedades redox
y espectrofotométricas diferentes. Para saber cual es la estructura
molecular de estas nuevas especies fue utilizada la espectroscopia de RMN

1H porqgue es util para la elucidacién de estructuras moleculares.

Las muestras ESCva2q y ESPt2q4 fueron analizadas en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Facultad de Quimica, las cuales
tuvieron un tratamiento previo al analisis, donde a 4 mL de muestra se le
agregaron 0.2 mL de TMS y 2 mL de DMSQus, se colocd este disolvente
deuterado debido a que es necesaria la presencia del nucleo de deuterio
en la muestra para controlar la estabilidad del campo magnético mediante

el canal que fija la sefal (canal de lock - canal de anclaje).

En los espectros de RMN 'H de ESCva4 Y ESPt24, se observan distintos
desplazamientos quimicos diferentes del ABTS?-, es importante mencionar
gue la disolucién al final de la electrdlisis es una mezcla conformada por
el electrolito soporte, el disolvente y todos los subproductos de la
electrélisis del ABTS?.
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Los espectros de RMN H de ESCva24 y ESPt24 muestran en la zona de los
alifaticos (1 a 5 ppm) cuatro sefiales con desplazamientos quimicos en
0.9 ppm, 1.1 ppm, 2.3 ppm y 3.2 ppm (en la Figura 26: 1, 2, 3y 4
respectivamente), que corresponden a los nucleos de los hidrégenos de
los butilos del electrolito soporte (BusNPFs), asi mismo los espectros
presentan dos sefiales muy intensas en 2.4 y 4 ppm correspondientes a
la sefal del disolvente (DMSO) y al agua presente en la disolucién de las
muestras (Figura 26). La diferencia entre las intensidades de las sefales
de los subproductos de la electrolisis y las sefiales del electrolisto soporte
son debido a que el electrolito soporte BusNPFs se encontraba a una
concentracion 100 veces mayor que la materia prima y el disolvente
(DMSO) vy el agua procedente del ambiente estaban a concentraciones

mayores.

H20 DMSO 3 1 TMS

Senales de

Zona de aromaticos

(subpr tos del ABTS®)
Lo

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' I ' I ' 1
5 (ppm)
Figura 26. Espectro de RMN H de ESCv24 obtenido a 400 MHz en DMSOQds con referencia
interna TMS, las sefiales mas intensas corresponden al electrolito soporte BusNPFs (1)
0.9, (2) 1.1, (3) 2.3y (4) 3.2 ppm, el disolvente DMSO (2.4 ppm) y el H20 presente en

alifaticos

la disolucién (4 ppm).
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Los acoplamientos de las senales que corresponden a los nucleos de los
hidrégenos de los butilos del electrolito soporte fueron comprobados
realizando el espectro de RMN 'H COSY identificando los acoplamientos
correspondientes donde un el triplete en 0.9 ppm esta acoplado con la
sefal de sextuplete en 1.1 ppm la cual a su vez también esta acoplada
con un quintuplete en 2.3 ppm la cual estd también acoplada con un

triplete en 3.2 ppm (Figura 27).
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Figura 27. Espectros de correlacion homonuclear (COSY) de la zona de alifaticos de
ESPt24, las lineas de color negro corresponden a las sefales de correlacion de los
hidrogenos de los butilos del electrolito soporte BusNPFs en 0.9 ppm, 1.1 ppm, 2.3 ppm

y 3.2 ppm respectivamente.
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Una vez identificadas las sefales del disolvente DMSO, del H20 y del
electrolito soporte, en los espectros de RMN !H de las muestras ESCvaq4 Y
ESPt.q, se observd que tanto en la zona de alifaticos como en la de
aromaticos existe un mayor numero de sefiales que las esperadas para el
ABTS?%, debido a que los patrones de sefales son muy complejos (Figura
28), los espectros fueron comparados con el espectro de RMN 'H de la

materia prima (ABTS?).

Figura 28. Asignacién del espectro de RMN !H de ESCvad, el cual muestra tanto en la
zona de alifaticos como en la zona de aromaticos mayor nimero de sefiales a las
esperadas para el ABTS?. El espectro fue obtenido a 400 MHz en DMSQds con referencia
interna TMS.

El espectro con el cual fueron comparadas las muestras ESCvaq Y ESPt24
fue obtenido utilizando ABTS?  estandar, empleando DMSOQO4s como
disolvente a una frecuencia de 400 MHz con referencia interna TMS
(Figura 30).

El espectro de RMN !H de la materia prima (ABTS?) presenta los
siguientes desplazamientos quimicos correspondientes a los nucleos de
los hidrégenos del ABTS?" (Figura 29) ver Tabla 5.
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Figura 29. Asignacién de los nucleos de los hidrégenos con diferente ambiente quimico
Ha, Hb, Hc, Had Y He del ABTS?Z.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos y multiplicidad de los cinco hidrégenos con
diferente ambiente quimico de la molécula de ABTS?Z.

Nicleo de H o (ppm) multiplicidad
Ha 1.27 Triplete
Hob 4.07 Cuarteto
Hc 7.12 Doblete
Had 7.54 Doble de dobles
He 7.72 Doblete
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Figura 30. Espectro de RMN 'H para el ABTS?estandar. En la zona de alifaticos se encuentran dos sefiales pertenecientes a un
triplete y un cuarteto a 1.27 y 4.07 ppm, en la zona de aromaticos se encuentran tres sefales: un doblete, un doble de dobles y

un doblete a 7.12, 7.54 y 7.72 ppm respectivamente, el espectro de RMN 'H se obtuvo a 400 MHz en DMSQuds con referencia
interna TMS.
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Como se puede apreciar en la Tabla 5 y en la Figura 30, el espectro de
RMN 'H del ABTS? presenta cinco diferentes tipos de sefales, dos
correspondientes a hidrégenos alifaticos (Ha y Hp) (triplete en 1.27 ppm
Ha que integra para 6 hidrégenos con una Jy-4 = 7.2 Hz y un cuarteto en
4.07 ppm Hb que integra para cuatro hidrégenos con una Ju-n =7.2 Hz) y
tres que corresponden a los hidrogenos aromaticos (doblete en 7.12 ppm
Hc que integra para dos hidrogenos con una Ju-1 = 8.4 Hz, un doble de
dobles en 7.54 ppm Hg que integra para dos hidrogenos con una Jy-H =
8.4 Hz y Ju-n = 1.06 Hz, y un doblete en 7.72 ppm He que integra para

dos hidrégenos con una Ju-+ = 1.06 Hz).

Para determinar si existe ABTS2" en el producto de la electrdlisis, se
comparan las sefales del espectro de RMN 'H del ABTS?" con las sefiales
de los espectros de ESCva2q Yy ESPt2d. En el espectro de ESCva4, se
encontré una gran coincidencia en las sefales del ABTS2  en 1.27 ppm,

4.07 ppm, 7.12 ppm, 7.54 ppm vy 7.72 ppm, tal como se muestra en la

Figura 31.
Ak ! m

0.20
0.15 H

0.10 —

0.05

Ss (ppm)?

Figura 31. Comparacion de las sefiales del espectro de RMN 'H del ABTS? estandar (a)
con las sefiales del espectro de ESCv2d (b) Se observan coincidencias en las sefiales en
1.27,4.07,7.12, 7.54 y 7.72 ppm. Los espectros fueron obtenidos a una frecuencia de
400 MHz en DMSOuds con referencia interna TMS.
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Y por otra parte el espectro de RMN !H de ESPtaa no presentd
coincidencias en los desplazamientos quimicos del espectro de RMN 1H del
ABTS?" estandar.

Una vez asignadas las senales que corresponden a la materia prima aun
presente en la disolucion final de la electrdlisis, se procede a analizar el
espectro de RMN !H para estudiar el resto de las sefiales. Sin embargo
debido a los complicados patrones de acoplamiento que se presentan, se
recurre al espectro de correlacion homonuclear hidrégeno-hidrogeno
(COSY).

Para ello es importante revisar el espectro de correlacién homonuclear
hidrégeno-hidrégeno COSY del ABTS? estandar (Figura 32), el cual en la
zona de alifaticos (1 a 5 ppm), muestra que la sefal triple en 1.27 ppm
se acopla con la sefal en 4.07 ppm (cuarteto). En la zona de aromaticos
(6 a 8 ppm) la primera senal en 7.12 ppm (doblete) se acopla con la senal
en 7.54 ppm (doble de dobles), esta sefial presenta ademas un

acoplamiento con la sefial en 7.72 ppm (doblete).
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Figura 32. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) del ABTS?, sefales de

correlacion de los hidrégenos alifaticos del ABTS? en 1.27 y 4.07 ppm respectivamente
(=======n) y sefiales de correlacion de los hidrégenos aromaticos del ABTS? en 7.12, 7.54

y 7.72 ppm respectivamente (——).

El espectro de correlacién hidrégeno-hidrogeno COSY del ABTS? se
obtuvo para conocer los patrones de acoplamiento que presentan los
nucleos de los hidrogenos de la molécula, una vez identificados los
patrones de acoplamiento que presenta el ABTS?" se recurrid al espectro
de correlacién homonuclear hidrogeno-hidrégeno COSY de las muestras
ESPta Yy ESCvag yYa que estas presentaban un complejo patrén de

sefales, el analisis del espectro COSY permitié saber que sefiales estaban
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acopladas y podrian pertenecer a la misma molécula subproducto del
ABTS?" y conocer el numero de moléculas distintas que estan presentes

en las disoluciones al final de las electrdlisis.

Para facilitar el analisis y discusidon de los datos, se presenta el espectro
de correlacién hidrogeno-hidrégeno COSY de las muestras ESPtaqa Yy
ESCvaq en dos partes: zona de alifaticos (1 ppm a 5 ppm) y zona de

aromaticos (6 ppm a 8 ppm).

4.6.1. Espectros de RMN 'H de los productos de la electrdlisis en

la zona de alifaticos

Una vez analizado el patrén de acoplamiento que presenta la materia
prima en la zona de alifaticos, ese patron de acoplamiento de las sefales
fue utilizado como una estrategia para buscar las sefales que se acoplan
en el espectro COSY de las muestras y asi identificar cuales sefales
presentes en la zona de alifaticos estaban acopladas con otras senales en

la zona de alifaticos.

El espectro de correlacion homonuclear hidrogeno-hidrogeno COSY de
ESPt.q (Figura 33) presenta en la zona de alifaticos (1 a 5 ppm) una sefal
en 1.24 ppm que se asigna con la sefal en 4.00 ppm (----), también

presenta una senal en 1.30 ppm que se acopla con la senal en 4.10 ppm

(smmmmnss).
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Figura 33. Espectro de correlacién homonuclear (COSY) de la zona de alifaticos de
ESPt24, las lineas de color corresponden a las senales de correlacién de los hidrégenos

de los etilos de los etilbenzotiazoles, de los subproductos del ABTS® (1.24 ppm, 4.00
ppm (====== )y 1.30 ppm, 4.10 ppm (srs=s=s)).

El espectro de correlacion homonuclear hidrogeno-hidréogeno COSY de
ESCvaq (Figura 34) presenta en la zona de alifaticos (1 a 5 ppm) una
sefial en 1.10 ppm que se acopla con la sefal en 3.95 ppm (====-- )y
también presenta una sefial en 1.35 ppm que se acopla con la sefal en
4.10 ppm (-e-e-e-), esta Ultima sefal corresponde a las sefiales de
correlacién de los hidrogenos de los etilos de los etilbenzotiazoles, del

ABTS? presente en la muestra el cual fue previamente descrito.
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Figura 34. Espectro de correlacion homouclear (COSY) de la zona de alifaticos de ESCvaq,
las lineas de color corresponden a las sefiales de correlacion de los hidrégenos de los

etilos de los etilbenzotiazoles, de los subproductos del ABTS® (1.10 ppm y 3.95 ppm
(====-- ), 1.35 ppm y 4.10 ppm (-e-e-e-))

Al analizar los espectros de RMN 'H COSY en la zona de los alifaticos se
observd la presencia de dos diferentes patrones de acoplamiento,
pertenecientes a grupos etilos de distintos subproductos de oxidacion del
ABTS?-, asi mismo se identificd que las senales en 1.24 ppm y 4.0 ppm al
parecer corresponden a un mismo subproducto que se forma en ESPt2q
y ESCva4 pues ambos espectros presentan los mismos desplazamientos

quimicos (Figura 35).
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Figura 35. Espectros de RMN 'H de ESCv2d4 Y ESPt24 en la zona de alifaticos, se identifica
gue las sefales de 1.24 ppm y 4.0 ppm en ambos espectros, parecen pertenecer a un
mismo subproducto de oxidacién del ABTS?. Los espectros fueron obtenidos a una

frecuencia de 400 MHz en DMSOuds con referencia interna TMS.

4.6.2. Espectros de RMN 'H de los productos de la electrdlisis en

la zona de aromaticos.

Por otra parte los espectros de los RMN 'H de las muestras ESCvag Yy
ESPt24, presentan en la zona de los aromaticos (6 a 8 ppm) varias sefales
con diferentes desplazamientos quimicos y multiplicidad, debido a los
complejos patrones de sefiales se recurre al espectro de correlacion
homonuclear hidrégeno-hidrégeno para identificar los diferentes grupos
de sefales correspondientes a diferentes anillos aromaticos presentes en

la mezcla.

A partir del espectro de COSY del ABTS? fue posible conocer los patrones
de acoplamiento en la zona de aromaticos de las moléculas de

etilbenzotiazol, estas moléculas presentan un patrén de acoplamiento
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donde la sefal doble en 7.12 ppm (Hc) se acopla con la sefal doble de
dobles en 7.54 ppm (Hd4), esta sefial presenta ademas un acoplamiento

con la sefal del doblete en 7.72 ppm (He) (Figura 36).
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Figura 36. Espectro COSY de la zona de aromaticos del ABTS?" estandar se observa el
patrén de acoplamiento donde la sefal doble en 7.12 ppm se acopla con la sefial doble
de dobles en 7.54 ppm, esta sefial presenta ademas un acoplamiento con la senal del

doblete en 7.72 ppm.

Para saber cudles sefales estaban correlacionadas y pertenecian a la
misma molécula, se revisaron las zonas de aromaticos de los espectros
de RMN 'H COSY de las muestras ESCvaq Yy ESPt24 (Figuras 37 y 38) los

cuales al ser analizados dieron como resultado la presencia en promedio

de tres pares de sefales cuyos nucleos de hidrégeno se encuentran
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acoplados entre si, correspondientes a tres diferentes tipos de anillos

aromaticos.

A continuacion se describe un patron de sefales que presentaba el
espectro de correlacion homonuclear COSY de ESPt24 (Figura 37), donde
se observa una senal en 7.38 ppm acoplada a otra sefal en 7.71 ppm que
a su vez esta acoplada a otra sefial en 7.89 ppm (======). Este mismo
patréon de sefales se presentaba para las sefiales en 7.63, 8.02 y 8.15

ppm (——-—-) y para las sefiales en 7.74, 8.11 y 8.22 ppm (e—e—e—).

Para el espectro de ESCvaq (Figura 38), se presenta el mismo patron de
sefales antes descrito para las senales en 7.18 ppm, 7.61 ppm vy 7.67
ppm (—e——e—), 7.38 ppm, 7.71y 7.89 ppm (———-) y para las sefales
en 7.75 ppm, 8.13 ppmy 8.17 ppm (___ ).
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Figura 37. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) de la zona de aromaticos de ESPt2q, las lineas de color corresponden a
las sefiales de correlacion de los hidrogenos de los anillos aromaticos de los etilbenzotiazoles de las moléculas derivadas del
ABTS®.
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Figura 38. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) de la zona de aromaticos de ESCvad, las lineas de color corresponden a
las sefiales de correlacion de los hidrégenos de los anillos aromaticos de los etilbenzotiazoles de las moléculas derivadas del
ABTS®°,
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Con los resultados de los espectros COSY de las muestras de ESPtaq y
ESCv24 es posible identificar la presencia de tres diferentes patrones de
acoplamiento los cuales podrian pertenecer a distintos anillos aromaticos

presentes en las disoluciones finales de la electrdlisis del ABTS?-.

Al analizar los espectros COSY de las muestras ESPt2q4 Y ESCv24 tanto en
la zona de alifaticos como en la zona de aromaticos, se identificé que los
espectros en la zona de alifaticos presentan dos diferentes sefales
correlacionas que podrian tratarse de dos grupos etilos y en la zona de
aromaticos se observaron tres diferentes sefales correlacionadas que
podrian tratarse de tres diferentes grupos aromaticos de los subproductos
del ABTS®, esto es debido a que las moléculas derivadas del ABTS®
podrian ser tres o mas, pero los nucleos de los hidrégenos del grupos etilo

presentan similar ambiente quimico,

Por otra parte para poder designar en que moléculas se fragmenta el
ABTS® durante las electrdlisis exhaustivas, se compararon los
desplazamientos quimicos que presentaban los productos de la electrdlisis
ESPt.q y ESCv2q con los desplazamientos quimicos de los espectros de
RMN !H reportados por Osman [24] (Figura 39), el reporta que el ABTS?%
se fragmenta en las siguientes moléculas: 3-etil 2-benzotiazolina-6

sulfonimina, 3-etil 2-benzotiazolina-6-sulfohidrazona.
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Figura 39. Comparacion de los espectros de RMN 'H reportados por Osman para: la 3-
etil 2-benzotiazolina-6 sulfonimina (ai) con los espectros de RMN 'H de las muestras
ESCva24 (aii) y ESPt2dq (aiii) y para la 3-etil 2-benzotiazolina-6-sulfohidrazona (bi) con el
espectro de RMN 'H de la muestra ESPtaq (bii).

Al comparar los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN H
que reporta Osman para las moléculas 3-etil 2-benzotiazolina-6
sulfonimina y 3-etil 2-benzotiazolina-6-sulfohidrazona con los espectros
de RMN H de las muestras ESPt2q y ESCv24 se encontraron similitud en
algunos de los desplazamientos quimicos (Figura 39) los cuales seran

descritos a continuacion:

Las sefales en el espectro de RMN 'H y en el espectro de RMN 'H COSY
de la 3-etil-6-sulfonato benzotiazolona presentan un desplazamiento
quimico en 7.38, 7.71 y 7.89 ppm y al comparar los desplazamientos
quimicos que reporta Osman para la 3-etil-6-sulfonato benzotiazolona con
los desplazamientos quimicos de las muestras ESPt2d y ESCva4, las

sefales coinciden en ambos espectros, dichas sefales integran para un
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hidrégeno y tienen una constante de acoplamiento Jy-v de 8.25 Hzy 1.2
Hz respectivamente, estas sefales presentan patrones de acoplamiento

correspondientes a los hidrégenos orto y meta de la molécula 3-etil-6-

sulfonato benzotiazolona (Figuras 40 y 41).

f1 (ppm)

fL (ppm)

7.7
2 (ppm)

Figura 40. Espectros de correlacién homonuclear COSY de ESCvad (a) y ESPta2q (b) en
los dos espectros se observa una sefial en 7.38 ppm acoplada a otra sefial en 7.71 ppm

que a su vez estd acoplada a otra senal en 7.89 ppm.
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Figura 41. Comparacion de los desplazamientos quimicos de la 3-etil-6sulfonato
benzotiazolona del espectro de RMN H reportado por Osman (a), con los espectros de
RMN 'H de ESCvad (b) y ESPt24 (c). Se observan similitudes en los desplazamientos
quimicos de ESCvad en 7.38, 7.71 y 7.89 ppm y ESPt24 en 7.38, 7.71 y 7.88 ppm.

Las senales en el espectro de RMN 'H y en el espectro de RMN 'H COSY
de la 3-etil-6-sulfonato benzotiazolinona imina presentan
desplazamientos quimicos en 7.63, 8.02 y 8.15 ppm y al compararlas con
las muestras ESPt2q4 Y ESCvaq estas sefales coinciden en el espectro de
RMN !'H de ESPt24, dichas sefales integran para un hidréogeno y tienen
una constante de acoplamiento Jy-1 de 8.5 Hzy 1.17 Hz respectivamente,

estas sefiales presentan patrones de acoplamiento correspondientes a los
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hidrégenos orto y meta de la molécula 3-etil-6-sulfonato benzotiazolinona

imina (Figuras 42 y 43).
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Figura 42. Espectro de correlacion homonuclear COSY de ESPtz2d, en el espectro se
observa una sefial en 7.63 ppm acoplada a otra sefial en 8.02 ppm que a su vez esta

acoplada a otra sefial en 8.15 ppm.
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Figura 43. Comparacion de los desplazamientos quimicos de la 3-etil-6-sulfonato
benzotiazolinona imina del espectro de RMN !H reportado por Osman (a), con los
espectros de RMN 'H de ESPt2q (b), se observan coincidencias en los desplazamientos
en 7.63, 8.02 y 8.15 ppm.
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Por otra parte, dentro de los diferentes grupos de sefales acopladas
encontradas en los espectros de RMN 'H COSY de ESPt2qd y ESCva4 hubo
un grupo de sefales que no coincide con los reportados por Osman, este
grupo de senales esta presente en las dos muestras con similares
desplazamientos quimicos, por lo que se proponen dos posibles
moléculas, cuyos desplazamientos quimicos estan muy desplazados hacia
la izquierda, estas moléculas podrian ser la 3-etil 2-nitrosobenzotiazolina-
6-sulfonato o la 3-etil diazino 2-benzotiazolina-6-sulfonato, aunque no se

puede afirmar.

Las senales en el espectro de RMN 'H y en el espectro de RMN 'H COSY
de la 3-etil 2-nitrosobenzotiazolina-6-sulfonato o la 3-etil diazino 2-
benzotiazolina-6-sulfonato presentan un desplazamiento quimico en 7.74,
8.11y 8.22 ppm y al compararlas con las muestras ESPt2q4 y ESCva4q estas
sefiales coinciden en ambos espectros de RMN !H, cada una de estas
sefiales integran para un hidrdgeno y tienen una constante de
acoplamiento Ji-v de 8.75 Hz y 1.11 Hz, las senales presentan patrones
de acoplamiento correspondientes a los hidrégenos orto y meta de las
moléculas 3-etil 2-nitrosobenzotiazolina-6-sulfonato o la 3-etil diazino 2-

benzotiazolina-6-sulfonato (Figuras 44 y 45).
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Figura 44. Espectros de correlacion homonuclear COSY de ESCvad (a) Yy ESPta2d (b). En
el espectro de ESCvad se observa una sefal en 7.74 ppm acoplada a otra sefial en 8.13
ppm que a su vez esta acoplada a otra sefal en 8.147 ppm y para ESPtad las sefiales

acopladas son 7.74, 8.11 y 8.22 ppm.
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45. Comparaciéon de los desplazamientos quimicos de la 3-etil 2-

nitrosobenzotiazolina-6-sulfonato o la 3-etil diazino 2-benzotiazolina-6-sulfonato (a) con

las muestras de ESCvad

(b) y ESPt2 (c),

se observan coincidencias en los

desplazamientos de ESCvad en: 7.75, 8.13 y 8.17 ppm y ESPtaaen: 7.74, 8.11 y 8.22

ppm.
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Para concluir esta seccion, analizando detalladamente las moléculas que
se generan de la ruptura del ABTS?-, se puede observar que al parecer la
parte mas vulnerable cuando se realiza la segunda oxidacién del ién
molecular ABTS?, es el enlace C>=N o C;'=N y el enlace diazo
(Figura 46).
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Figura 46. Estructura del ABTS?". Los resultados del analisis de RMN 'H concluyen que la

parte de la molécula mas vulnerable al rompimiento después de las electrdlisis

exhaustivas y al llegar al segundo estado de oxidacion es el enlace C2=N o C2-N y el

enlace diazo.

Con base en los resultados del analisis de RMN H de las muestras ESPt2q
y ESCva4 se propone el mecanismo que rige la degradacion del segundo

estado de oxidacion del ABTS?.

A continuacién se describe el mecanismo de degradacién del ABTS® cabe
sefialar que la interaccion del H,O presente en el medio de disolucién

forma un papel clave:

El ABTS?" disuelto en el DMSO se oxida a su primer estado de oxidacion
ABTS*~ por la accion de la perturbacion de corriente, como dentro de la
disolucion también se encuentra agua procedente del ambiente, se
propone un ataque nucleofilico al grupo diazo principalmente por las
moléculas de H>O disueltas en el disolvente, el ataque produce dos tipos

de reacciones hidrélisis y reducciéon las cuales derivan en rupturas
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heteroliticas que forman las especies 3-etil 2-nitrosobenzotiazolina-6-
sulfonato, 3-etil 2-benzotiazolina-6-sulfonimina, 3-etil diazino 2-
benzotiazolina-6-sulfonato y 3-etil 2-benzotiazolina-6-sulfohidrazona

como se observa en el siguiente esquema (Figura 47):
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A= 3-etil-2-nitrosobenzotiazolina-6-sulfonato

B= 3-etil-2-benzotiazolina-6-sulfonimina
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Figura 47. Mecanismos que rigen la degradaciéon del ABTS® hasta la formacién de sus

subproductos; A=3-etil 2-nitrosobenzotiazolina-6-sulfonato, B= 3-etil 2-benzotiazolina-

6-sulfonimina,

C= 3-etil diazino 2-benzotiazolina-6-sulfonato y D= 3-etil 2-

benzotiazolina-6-sulfohidrazona
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Considerando lo anterior se surge la idea de emplear una nueva estrategia
de sintesis que permita hacer mas estable al segundo estado de oxidacién
del ABTS?, esto permitird su empleo en procesos biotecnoldgicos de

mayor duracion y con mejor eficiencia (ver ANEXO 1).

4.8. Estudio del compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2

El compuesto diamoniohexaacuozinc(II) 2,2 -diazino bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonato) o (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2, fue sintetizado
de acuerdo a la seccion 3.7 de esta tesis y fue preparado con la finalidad
de conocer si el ABTS? formaba un compuesto estable con el Zn2* y de
ser posible obtener una muestra para caracterizarla por cristalografia de
rayos X, de igual forma esta estrategia podria emplearse para caracterizar
también los derivados de la electrooxidacion del ABTS? y obtener su

estructura tridimensional con los resultados que aporta esta técnica.

El compuesto fue analizado en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion de la Facultad de Quimica, a continuacidn se muestran los
resultados y la discusién de resultados del analisis elemental,
cristalografia de rayos X y caracterizacion electroquimica de este

compuesto.

4.8.1. Analisis elemental

En |la Tabla 6 se presentan los porcentajes elementalesde C, N, H, Oy S
para el analisis elemental tedrico y experimental del compuesto
sintetizado, con esto se puede proponer una férmula minima para este

compuesto.
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Tabla 6. Analisis elemental del compuesto sintetizado (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)>.
Compuesto % C % H |[%N | %S

Teodrico 35.5 4.0 10.4 | 21.0 | Formula minima

1216.07g/mol | 35.55 [ 3.95 | 10.3 | 21.1 | (NH4)2[Zn(H20)6]C36H32Ns012Ss
Experimental

Los resultados que se presentan muestran coincidencias con la formula

minima propuesta para el compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)..

4.8.2. Rayos X
La estructura de rayos X del compuesto (NH4)2[Zn(H20)s6](ABTS)2 se

obtuvo a la temperatura de 130 K y el compuesto presenta un sistema

cristalino triclinico a esta temperatura.

En el esquema de la estructura derivada del espectro de rayos X del
compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS). (Figura 48) se observa que en el
compuesto sintetizado el Zn2+ no se coordind con la molécula del ABTS?2
y solo se formo6 una sal de dos moléculas de ABTS?" con el Zn?* y dos
contraiones NH4*, donde el Zn?* se encuentra coordinado con 6 moléculas
H.O, sin embargo se pudo obtener una estructura cristalina cuyos

resultados muestran la estructura de rayos X del ABTS?.

Este estudio es el primero en obtener una estructura de rayos X del ABTS?
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Figura 48. Esquema de la estructura derivada del espectro de rayos X del compuesto
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2; Rojo-0O, Rosa-N, Blanco-H, Azul-C, Vino-Zn y Amarillo-S.

La informacidn caracteristica de la red cristalina y la celda se encuentra

en la siguiente Tabla 7:

Tabla 7. Datos de cristalografia del compuesto sintetizado a 130 K

Datos/ compuesto (NH4)2[Zn(H20)6]1(ABTS)2
masa molecular 1234.0685 g/mol
grupo espacial P-1

a [A] 8.3909
b [A] 8.8817
c [A] 17.7199
a[°] 94.615
B [°] 93.319
vy [°] 101.587
z 1
T [K] 130
D calc. (g cm™) 1.641
H (mm1) 0.887
tamano de cristal 0.5205 X 0.4372 X 0.2717 mm™
0 intervalo (°) 3.45 a 26.05
reflexion total 8996
reflexion independiente 5073
Dato/ restricciones/ 5073/0/342
parametro
R1 0.0326
wR2 0.0894
Ap max (eA3) 0.541
Ap min (eA3) -0.494
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Por otra parte el anadlisis de las distancias entre los atomos de los dos
iones moleculares del ABTS?" no presenta diferencias importantes por lo
gue se sugiere que los dos iones moleculares del ABTS?- son idénticos (ver
Anexo 2).

Para comprobar que solo se formd la sal de Zn2*, NH4* y ABTS? se

procedio a la caracterizacidén electroquimica de este compuesto.

4.8.3. Estudio electroquimico del compuesto
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS):

Voltamperometrias ciclicas de (NH4)2[Zn(H20)s](ABTS)2> en DMSO

Se prepar6 wuna disolucion 1 mM disolviendo 6.1 mg de
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2, en 5 mL de DMSO al cual se le adiciond
previamente 0.1970 g de BusNPFs (electrolito soporte). Se obtuvieron
voltamperogramas ciclicos a una velocidad de barrido de 100 mV/s en

una ventana de potencial de -0.25 a 1.25 V/Ag-AgCl.

Los voltamperogramas ciclicos de wuna disolucion 1 mM de
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2 en DMSO (Figura 49) obtenidos a 100 mV/s,
presentan valores de potencial de media onda de 0.65 V/Ag-AgCl y 1.05
V/Ag-AgCl los cuales son muy similares al comportamiento electroquimico
de la disolucién de ABTS? en DMSO, en el voltamperograma ciclico en
sentido catddico (eeeee) se observa un pequefio pico cercano al potencial
de corriente nula esto pudiese ser porque el compuesto caracterizado
podria presentar algunas moléculas de ABTS* por lo que al iniciar el
barrido a direcciones positivas las especies de ABTS* se reducen y por ello
se presenta ese pico de reduccidn, este fendmeno también se comprobd

cuando el compuesto fue caracterizado por espectroscopia de RMN H (ver
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Anexo 2) donde las especies radicales del ABTS*" presentes en la muestra
ampliaron las sefiales imposibilitando calcular las constantes de

acoplamiento de las senales que presenta el ABTS?.
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Figura 49. Voltamperogramas ciclicos de la disolucion 1 mM de (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)
en DMSO obtenida a 100 mV/s sobre un electrodo de carbdn vitreo (0.0706cm?)
empleando como electrolito soporte una disolucion de BusNPFs 0.1 M. Iniciando el barrido

de potencial en direccidén positiva (—=—=) y en direccidon negativa (eeee).

Asi mismo se realizaron voltamperogramas ciclicos en sentido anddico de
la disolucion 1 mM de (NH4)2[Zn(H20)s](ABTS)2 en DMSO a distintas
velocidades de barrido, utilizando un electrodo de carbdén vitreo como

electrodo de trabajo y una disolucién 0.1 M de Bu:NPFs 0 EtaNBF4 como

electrolito soporte (Figura 50).
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Figura 50. Voltamperogramas ciclicos en sentido anddico de la disolucién 1 mM de
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2 en DMSO obtenidos a diferentes velocidades de barrido
(electrodo de carbdén vitreo como E: y una disolucion 0.1 M de BusNPFs como electrolito

soporte).

Para concluir con esta seccién el estudio electroquimico arrojo resultados
gue muestran que el compuesto obtenido es una sal de ABTS2, NH4* y
Zn?* ya que los voltamperogramas ciclicos presentan valores de potencial

de media onda muy similares a la disolucién de ABTS?- en DMSO.
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CAPITULO 5.- CONCLUSIONES

Los mejores resultados para la caracterizacién de los subproductos
formados en la electrélisis del ABTS?" se abstuvieron en DMSO
empleando una malla de platino o una barra de carbon como

electrodo de trabajo.

Se identificaron cinco diferentes subproductos de la electrdlisis del
ABTS? en DMSO, generados de la descomposicién del ABTS®. Dos
de estos se forman cuando se utiliza la barra de carbon como
electrodo de trabajo y los otros tres se forman utilizando la malla

de platino como electrodo de trabajo.

Los subproductos identificados son:

A) 3-etil 2-benzotiazolina-6-sulfonimina

B) 3-etil-2-benzotiazolina-6-sulfohidrazona
C) 3-etil 2-nitrosobenzotiazolina-6-sulfonato
D) 3-etildiazino-2-benzotiazolina-6-sulfonato

E) una parte del ABTS2 no se logrd transformar y sigue en

disolucion.

Se obtuvo un monocristal del compuesto
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2que permitié conocer por primera vez las

caracteristicas estructurales del ABTS?.
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ANEXO 1. Sintesis del ABTS? segun Hiinig, S. y Col. [47] 1964.

De los compuestos vinilogos como la molécula I los carbonos 1 y 2 pueden
ser sustituidos por nitrégeno para derivar en moléculas como las

benzotiazolinas, quinolonas, benzimidazolonas o pirodonas.

N /
N— —— ———E [
AN

/ 1
MOLECULA I

Presentacion de azinas heterociclicas
La molécula II es util para la sintesis de azinas heterociclicas
X= halégenos, OH o SR

e Y= BF4, RO-S03 o haldgenos.

y/ X

N+

\

R -
Y

MOLECULA II

La sintesis da buenos rendimientos si la sal cuaternaria disuelta en
metanol reacciona con cantidades estequiométricas de hidrato de
hidrasina y trietilamina (el bajo punto de fusién en moléculas III con
R=CzHs- la hacen mas soluble).
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MOLECULA III

Sulfonacion de la molécula III
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MOLECULA VI

Las investigaciones acerca de la molécula IV proponen que R- podria ser
un anillo benzdico, de tal forma que este retire la densidad electronica
para que el enlace diazo no se rompa y de esta forma el mediador
presente su segundo estado de oxidacidon sin fragmentarse, para que
pueda ser reciclado durante los procesos biotecnoldégicos como el
blanqueo de pulpa de papel o blanqueamiento de los efluentes generados

en la industria textil.
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ANEXO 2. Resultados de la caracterizacion del compuesto
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2

Resultados de los datos cristalograficos del  compuesto
(NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)>

En la tabla Al se muestran las distancias y angulos de enlace del
compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2> donde se observa que ambas
moléculas de ABTS? presentan las mismas distancias y angulos de enlace
por lo que se sugiere que las moléculas son similares.

Tabla Al.- Longitudes de enlace [A] y dngulos [°] del (NH4)2[Zn(H20)s](ABTS)

Enlace distancia de enlace ABTS? (1) distancia de enlace ABTS? (2)

ENLACE DISTANCIA DE DISTANCIA DE

ENLACE ABTS> ENLACE ABTS>

(1) (2)

S(1)-C(6) 1.754(2) 1.754(2)
S(1)-C(7) 1.767(2) 1.767(2)
S(2)-0(1) 1.4541(14) 1.4541(14)
S(2)-0(2) 1.4590(14) 1.4590(14)
S(2)-0(3) 1.4672(15) 1.4672(15)
S(2)-C(4) 1.7653(19) 1.7653(19)
N(1)-C(7) 1.376(3) 1.376(3)
N(1)-C(1) 1.380(2) 1.380(2)
N(1)-C(8) 1.466(3) 1.466(3)
N(2)-C(7) 1.285(3) 1.285(3)
N(2)-N(2)#1 1.403(3) 1.403(3)
C(1)-C(2) 1.386(3) 1.386(3)
C(1)-C(6) 1.401(3) 1.401(3)
C(2)-C(3) 1.384(3) 1.384(3)
C(2)-H(2) 0.9300 0.9300
C(3)-C(4) 1.386(3) 1.386(3)
C(3)-H(3) 0.9300 0.9300

C(4)-C(5) 1.388(3) 1.388(3)



C(5)-C(6)
C(5)-H(5)
C(8)-C(9)
C(8)-H(8A)
C(8)-H(8B)
C(9)-H(9A)
C(9)-H(9B)
C(9)-H(9C)
S(3)-C(15)
S(3)-C(16)
S(4)-0(5)
S(4)-0(6)
S(4)-0(4)
S(4)-C(13)
N(3)-C(16)
N(3)-C(10)
N(3)-C(17)
N(4)-C(16)
N(4)-N(4)#2
C(10)-C(11)
C(10)-C(15)
C(11)-C(12)
C(11)-H(11)
C(12)-C(13)
C(12)-H(12)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14)
C(17)-C(18)
C(17)-H(17A)
C(17)-H(17B)
C(18)-H(18A)
C(18)-H(18B)
C(18)-H(18C)
Zn(1A)-O(5W)#3

Zn(1A)-O(5W)

1.380(3)
0.9300
1.505(3)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
1.756(2)
1.772(2)
1.4552(16)
1.4622(15)
1.4653(15)
1.763(2)
1.375(3)
1.389(2)
1.459(3)
1.282(3)
1.408(3)
1.391(3)
1.395(3)
1.384(3)
0.9300
1.394(3)
0.9300
1.389(3)
1.386(3)
0.9300
1.517(3)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
2.0788(14)

2.0788(14)

1.380(3)
0.9300
1.505(3)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
1.756(2)
1.772(2)
1.4552(16)
1.4622(15)
1.4653(15)
1.763(2)
1.375(3)
1.389(2)
1.459(3)
1.282(3)
1.408(3)
1.391(3)
1.395(3)
1.384(3)
0.9300
1.394(3)
0.9300
1.389(3)
1.386(3)
0.9300
1.517(3)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
2.0788(14)

2.0788(14)



Zn(1A)-0(2W)

Zn(1A)-O(2W)#3

Zn(1A)-0(1W)

Zn(1A)-O(1W)#3

O(1W)-H(1W2)
O(1W)-H(1W1)
0(2W)-H(2W1)
0(2W)-H(2W2)
O(5W)-H(5W2)
O(5W)-H(5W1)
N(5)-H(01)

N(5)-H(04)

N(5)-H(02)

N(5)-H(03)

0(3W)-H(3W2)
0(3W)-H(3W1)
C(6)-S(1)-C(7)
0(1)-S(2)-0(2)
0(1)-S(2)-0(3)
0(2)-S(2)-0(3)
0(1)-s(2)-C(4)
0(2)-s(2)-C(4)
0(3)-s(2)-C(4)
C(7)-N(1)-C(1)
C(7)-N(1)-C(8)
C(1)-N(1)-C(8)

C(7)-N(2)-N(2)#1

N(1)-C(1)-C(2)
N(1)-C(1)-C(6)
C(2)-C(1)-C(6)
C(3)-C(2)-C(1)
C(3)-C(2)-H(2)
C(1)-C(2)-H(2)
C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-H(3)
C(4)-C(3)-H(3)

2.0797(13)
2.0797(13)
2.0940(13)
2.0941(13)
0.8459
0.8099
0.9073
0.7542
0.7167
0.7540
0.8604
0.8951
0.8131
0.8491
0.8993
0.7352
90.16(9)
112.96(8)
111.60(9)
111.67(9)
106.69(9)
107.30(9)
106.15(9)
114.31(17)
122.07(16)
123.52(17)
110.4(2)
126.71(18)
112.88(17)
120.41(18)
118.87(18)
120.6
120.6
120.14(19)
119.9

119.9

2.0797(13)
2.0797(13)
2.0940(13)
2.0941(13)
0.8459
0.8099
0.9073
0.7542
0.7167
0.7540
0.8604
0.8951
0.8131
0.8491
0.8993
0.7352
90.16(9)
112.96(8)
111.60(9)
111.67(9)
106.69(9)
107.30(9)
106.15(9)
114.31(17)
122.07(16)
123.52(17)
110.4(2)
126.71(18)
112.88(17)
120.41(18)
118.87(18)
120.6
120.6
120.14(19)
119.9

119.9



C(3)-C(4)-C(5)
C(3)-C(4)-S(2)
C(5)-C(4)-S(2)
C(6)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-H(5)
C(4)-C(5)-H(5)
C(5)-C(6)-C(1)
C(5)-C(6)-S(1)
C(1)-C(6)-S(1)
N(2)-C(7)-N(1)
N(2)-C(7)-S(1)
N(1)-C(7)-S(1)
N(1)-C(8)-C(9)
N(1)-C(8)-H(8A)
C(9)-C(8)-H(8A)
N(1)-C(8)-H(8B)
C(9)-C(8)-H(8B)
H(8A)-C(8)-H(8B)
C(8)-C(9)-H(9A)
C(8)-C(9)-H(9B)
H(9A)-C(9)-H(9B)
C(8)-C(9)-H(9C)
H(9A)-C(9)-H(9C)
H(9B)-C(9)-H(9C)
C(15)-S(3)-C(16)
0(5)-S(4)-0(6)
0(5)-S(4)-0(4)
0(6)-S(4)-0(4)
0(5)-S(4)-C(13)
0(6)-S(4)-C(13)
0(4)-S(4)-C(13)
C(16)-N(3)-C(10)
C(16)-N(3)-C(17)
C(10)-N(3)-C(17)
C(16)-N(4)-N(4)#2

N(3)-C(10)-C(11)

121.77(17)
118.97(15)
119.11(15)
117.86(18)
121.1
121.1
120.92(18)
127.72(15)
111.36(14)
123.35(18)
125.50(16)
111.14(14)
112.97(18)
109.0
109.0
109.0
109.0
107.8
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
90.33(10)
111.55(10)
112.31(9)
112.00(9)
107.46(9)
107.71(9)
105.41(9)
114.38(17)
121.38(17)
123.48(16)
111.1(2)

126.31(18)

121.77(17)
118.97(15)
119.11(15)
117.86(18)
121.1
121.1
120.92(18)
127.72(15)
111.36(14)
123.35(18)
125.50(16)
111.14(14)
112.97(18)
109.0
109.0
109.0
109.0
107.8
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
90.33(10)
111.55(10)
112.31(9)
112.00(9)
107.46(9)
107.71(9)
105.41(9)
114.38(17)
121.38(17)
123.48(16)
111.1(2)

126.31(18)



N(3)-C(10)-C(15)
C(11)-C(10)-C(15)
C(12)-C(11)-C(10)
C(12)-C(11)-H(11)
C(10)-C(11)-H(11)
C(11)-C(12)-C(13)
C(11)-C(12)-H(12)
C(13)-C(12)-H(12)
C(14)-C(13)-C(12)
C(14)-C(13)-S(4)
C(12)-C(13)-S(4)
C(15)-C(14)-C(13)
C(15)-C(14)-H(14)
C(13)-C(14)-H(14)
C(14)-C(15)-C(10)
C(14)-C(15)-S(3)
C(10)-C(15)-S(3)
N(4)-C(16)-N(3)
N(4)-C(16)-S(3)
N(3)-C(16)-S(3)
N(3)-C(17)-C(18)
N(3)-C(17)-H(17A)
C(18)-C(17)-H(17A)
N(3)-C(17)-H(17B)
C(18)-C(17)-H(17B)
H(17A)-C(17)-H(17B)
C(17)-C(18)-H(18A)
C(17)-C(18)-H(18B)
H(18A)-C(18)-H(18B)
C(17)-C(18)-H(18C)
H(18A)-C(18)-H(18C)
H(18B)-C(18)-H(18C)
O(5W)#3-Zn(1A)-0(5W)
O(5W)#3-Zn(1A)-0(2W)
O(5W)-Zn(1A)-0(2W)

O(5W)#3-Zn(1A)-

112.98(17)
120.70(18)
118.52(18)
120.7
120.7
120.64(18)
119.7
119.7
121.07(19)
120.51(15)
118.36(15)
118.21(18)
120.9
120.9
120.84(17)
127.83(16)
111.34(15)
123.28(19)
125.85(16)
110.87(15)
111.62(17)
109.3
109.3
109.3
109.3
108.0
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
180.000(1)
91.58(6)
88.42(6)
88.42(6)

112.98(17)
120.70(18)
118.52(18)
120.7
120.7
120.64(18)
119.7
119.7
121.07(19)
120.51(15)
118.36(15)
118.21(18)
120.9
120.9
120.84(17)
127.83(16)
111.34(15)
123.28(19)
125.85(16)
110.87(15)
111.62(17)
109.3
109.3
109.3
109.3
108.0
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
180.000(1)
91.58(6)
88.42(6)
88.42(6)



0(2W)#3
O(5W)-Zn(1A)-O(2W)#3
O(2W)-Zn(1A)-O(2W)#3
O(5W)#3-Zn(1A)-O(1W)
O(5W)-Zn(1A)-0(1W)
0(2W)-Zn(1A)-0(1W)
O(2W)#3-Zn(1A)-O(1W)
O(5W)#3-Zn(1A)-
O(1W)#3
O(5W)-Zn(1A)-O(1W)#3
O(2W)-Zn(1A)-O(1W)#3
O(2W)#3-Zn(1A)-
O(1W)#3
O(1W)-Zn(1A)-O(1W)#3
Zn(1A)-O(1W)-H(1W2)
Zn(1A)-O(1W)-H(1W1)
H(1W2)-0(1W)-H(1W1)
Zn(1A)-0(2W)-H(2W1)
Zn(1A)-0(2W)-H(2W2)
H(2W1)-0(2W)-H(2W2)
Zn(1A)-O(5W)-H(5W2)
Zn(1A)-O(5W)-H(5W1)
H(5W2)-0(5W)-H(5W1)
H(01)-N(5)-H(04)
H(01)-N(5)-H(02)
H(04)-N(5)-H(02)
H(01)-N(5)-H(03)
H(04)-N(5)-H(03)
H(02)-N(5)-H(03)
H(3W2)-0(3W)-H(3W1)
O(5W)#3-Zn(1A)-O(5W)
O(5W)#3-Zn(1A)-0(2W)
O(5W)-Zn(1A)-0(2W)
O(5W)#3-Zn(1A)-
0(2W)#3

O(5W)-Zn(1A)-O(2W)#3

91.58(6)
180.0

92.06(6)
87.94(6)
94.93(5)
85.07(5)
87.94(6)

92.06(6)
85.07(5)
94.93(5)

180.00(7)
122.3
113.5
99.7
125.1
112.3
108.4
123.4
117.5
112.9
102.9
107.5
124.1
112.1
102.4
107.8
100.1
180.000(1)
91.58(6)
88.42(6)
88.42(6)

91.58(6)

91.58(6)
180.0

92.06(6)
87.94(6)
94.93(5)
85.07(5)
87.94(6)

92.06(6)
85.07(5)
94.93(5)

180.00(7)
122.3
113.5
99.7
125.1
112.3
108.4
123.4
117.5
112.9
102.9
107.5
124.1
112.1
102.4
107.8
100.1
180.000(1)
91.58(6)
88.42(6)
88.42(6)

91.58(6)



O(2W)-Zn(1A)-O(2W)#3
O(5W)#3-Zn(1A)-O(1W)
O(5W)-Zn(1A)-0(1W)
0(2W)-Zn(1A)-0(1W)
O(2W)#3-Zn(1A)-O(1W)
O(5W)#3-Zn(1A)-
O(1W)#3
O(5W)-Zn(1A)-O(1W)#3
O(2W)-Zn(1A)-O(1W)#3
O(2W)#3-Zn(1A)-
O(1W)#3
O(1W)-Zn(1A)-O(1W)#3
Zn(1A)-O(1W)-H(1W2)
Zn(1A)-O(1W)-H(1W1)
H(1W2)-0(1W)-H(1W1)
Zn(1A)-0(2W)-H(2W1)
Zn(1A)-0(2W)-H(2W2)
H(2W1)-0(2W)-H(2W2)
Zn(1A)-O(5W)-H(5W2)
Zn(1A)-O(5W)-H(5W1)
H(5W2)-0(5W)-H(5W1)
H(01)-N(5)-H(04)
H(01)-N(5)-H(02)
H(04)-N(5)-H(02)
H(01)-N(5)-H(03)
H(04)-N(5)-H(03)
H(02)-N(5)-H(03)

H(3W2)-0(3W)-H(3W1)

180.0
92.06(6)
87.94(6)
94.93(5)
85.07(5)
87.94(6)

92.06(6)
85.07(5)
94.93(5)

180.00(7)
122.3
113.5
99.7
125.1
112.3
108.4
123.4
117.5
112.9
102.9
107.5
124.1
112.1
102.4
107.8

100.1

180.0
92.06(6)
87.94(6)
94.93(5)
85.07(5)
87.94(6)

92.06(6)
85.07(5)
94.93(5)

180.00(7)
122.3
113.5
99.7
125.1
112.3
108.4
123.4
117.5
112.9
102.9
107.5
124.1
112.1
102.4
107.8

100.1



Resultados de la caracterizacion por espectroscopia de RMN H del
compuesto (NH4)2[Zn(H20)s](ABTS)>

En la Figura Al se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear
protonica del compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS)2, el cual se obtuvo en
un espectrémetro de resonancia magnética nuclear marca VARIAN, con
la frecuencia para hidrogeno de 400 MHz, utilizando MeOHdqs como

disolvente.

En el espectro de RMN H se observa sefiales en 1.25 ppm, 3.25 ppm, 7.4
ppm, 7.75 ppm y 7.9 ppm correspondientes a los nucleos de los
hidrogenos del ABTS?.

El compuesto caracterizado podria presentar algunas moléculas de ABTS*"
ya que las especies radicales del ABTS* presentes en la muestra
ampliaron las sefiales imposibilitando calcular las constantes de

acoplamiento de las senales que presenta el ABTS?",



HaC 1,

Hf CHZ Hp e
J\ / S03
H.j
Hp HgC H
H, CHa
[
d —
MeOH,_ >
|
| H_,
3 5 3.30 325
3.0 .S 7 .O
S (PP

. I\

o s 7 s s s 3 =2 1 o
S (pPppPrm)

Figura Al. Espectro de RMN !H del compuesto (NH4)2[Zn(H20)6](ABTS),, se identifican cinco diferentes sefiales en 1.25 ppm,
3.25 ppm, 7.4 ppm, 7.75 ppm y 7.9 ppm, el compuesto caracterizado podria presentar algunas moléculas de ABTS* ya que las
especies radicales del ABTS® presentes en la muestra ampliaron las sefales imposibilitando calcular las constantes de

acoplamiento de las sefiales que presenta el ABTS?. Los espectros fueron obtenidos a una frecuencia de 400 MHz en MeOHga.
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