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CAPITULO I: INTRODUCCION

La presencia de antioxidantes en los organismos y en los alimentos han jugado un
papel fundamental para la prevencion de la formacién de radicales o especies oxi-
dantes que en considerables concentraciones afectan el funcionamiento celular y
pueden desencadenar multiples enfermedades o provocar cambios en las propie-

dades organolépticas de los alimentos.

Recientemente ha habido una oposicion hacia la utilizacién de antioxidantes sinté-
ticos debido a que algunos estudios realizados en animales muestran que en gran-
des concentraciones provocan dafio hepatico y carcinogénesis, por lo que existe
ahora una mayor tendencia hacia la utilizacién de antioxidantes naturales. Sin em-
bargo, es importante mencionar que muchos de los antioxidantes naturales no se
han evaluado con la misma urgencia que los sintéticos para conocer si los dafios
pueden ser equivalentes. Lo cierto es que las cantidades que se utilizan son ape-
nas representativas (0.02%) para considerarse un riesgo a la salud, por lo que la
utilizacion de antioxidantes es mas conveniente que no incluirlos en la dieta diaria
o en los alimentos, debido que el beneficio que aportan es mayor que el riesgo de

la formacion de especies oxidantes en su ausencia (Gulcin, 2020).

Entre los antioxidantes mas populares utilizados en la industria alimentaria se en-
cuentra el galato de propilo (PG, por sus siglas en inglés), un antioxidante sintético
ampliamente utilizado para conservar los alimentos y evitar su rancidez. El gala-
to de propilo (3,4,5-trihidroxibenzoato de propilo, Figura 1.1) es un éster del acido
galico, y sus propiedades antioxidantes estan estrechamente relacionadas con los
grupos hidroxilo del anillo de benceno. Ademas, su solubilidad en medios acuosos

y no acuosos le ha dado una ventaja competitiva en el mercado.

© NG

HO OH

OH
Figura 1.1. Galato de propilo o 3,4,5-trihidroxibenzoato de propilo (No. CAS: 121-79-9).

El PG al ser un antioxidante, esta involucrado en procesos de transferencia de car-

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 1
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ga (reacciones redox), que es una propiedad aprovechable para realizar estudios
electroquimicos. La informacion disponible en cuanto a métodos electroquimicos
para estudiar al galato de propilo es escasa, ademas que gran parte de ella esta

enfocada principalmente en medios acuosos.

Por otra parte, en medios apréticos polares es factible obtener la especie oxidan-
te superéxido a través del oxigeno atmosférico, por medio de cronoamperometria
(CA) y voltamperometria ciclica (CV). El anién radical superdxido es una de las es-
pecies oxidantes mas relevantes entre las especies reactivas de oxigeno (ROS),
porque a partir del superéxido se forman otras ROS. Por lo tanto, la utilidad de es-
tudiar antioxidantes en medios apréticos polares como el dimetilsulféxido (DMSO)
por CA'y CV con un radical relevante como el anion superdxido, O3~, es ayudar a
entender cédmo actuan estas moléculas en los organismos y alimentos en donde

las condiciones de reaccién puedan ser equiparables.

En este trabajo se estudia la reactividad del galato de propilo en presencia y ausen-
cia de una especie reactiva de oxigeno (O5~) generada a partir del O, disuelto en
DMSO por cronoamperometria y voltamperometria ciclica, en donde el superéxido
es relativamente estable. Los experimentos en ausencia de oxigeno permiten cono-
cer la ventana de potencial en la que el PG es electroactivo, es decir, el intervalo de
potenciales donde suceden los procesos de oxidaciéon y reduccion que experimenta
el PG al hacer un barrido de potencial para la transferencia electrénica desde o ha-
cia un electrodo de carbono vitreo. En cambio, de los experimentos en presencia de
oxigeno se puede electrogenerar el ion superdxido, una especie oxidante capaz de
aceptar electrones de otra especie donadora como el antioxidante PG. Como con-
secuencia, de los voltamperogramas se pueden deducir, de manera cualitativa, las
reacciones electroquimicas y quimicas que pueden estar aconteciendo de acuerdo
con la formacién de los picos anddicos y catddicos que se producen, asi también
debido a las modificaciones que se presentan al ir agregando mas antioxidante. Es-
ta informacioén serd complementada con los resultados de los cronoamperogramas
de doble pulso a las mismas concentraciones. Ademas, se utiliza un ultramicroelec-
trodo de platino para determinar el coeficiente de difusion y el numero de electrones
intercambiados del galato de propilo. Finalmente, se emplea un programa de simu-

lacion (Digielch) para proponer el mecanismo de reaccion entre el O~ y el PG, de

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 2
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modo que los voltamperogramas y cronoamperogramas simulados a partir de las
reacciones planteadas como factibles, reproduzcan lo que se obtuvo experimen-
talmente. De los resultados simulados se pueden también obtener los perfiles de
concentracion en funcion de la distancia y las concentraciones superficiales en fun-
cion del potencial. Los perfiles muestran los cambios de concentracion de cada una
de las especies involucradas conforme transcurre el experimento. Entender cémo
se agotan y se forman las especies permitira explicar lo que provoca los cambios

en las corrientes de pico.

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 3
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CAPITULO II: HIPOTESIS

De manera similar a otros antioxidantes fendlicos que inhiben la peroxidacién lipi-
dica mediante el mecanismo de reaccion de transferencia de proton, la reaccion
del galato de propilo con el radical superoxido en dimetilsulféxido podra llevarse a
cabo mediante este mismo mecanismo, lo cual se buscara comprobar utilizando

dos técnicas electroquimicas: cronoamperometria y voltamperometria ciclica.

CAPITULO lll: OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Estudiar la reactividad del galato de propilo frente al anion radical superdxido en
DMSO mediante técnicas electroquimicas y utilizar los datos obtenidos para eje-
cutar un programa de simulaciéon que permita proponer un mecanismo de reaccién

viable de este antioxidante en medios aproéticos polares.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar experimentos de voltamperometria ciclica con solo el electrolito so-
porte (TBAPFg en DMSO), para electrogenerar el ion superdxido a partir del
oxigeno disuelto y de esta manera corroborar la estabilidad del radical en este

medio aprético polar.

e Realizar experimentos de voltamperometria ciclica y cronoamperometria en
DMSO del galato de propilo en ausencia del radical superéxido para conocer
su electroactividad, el numero de electrones intercambiados y su coeficiente

de difusion.

e Realizar experimentos de voltamperometria ciclica y cronoamperometria en
DMSO del galato de propilo frente al radical superédxido para estudiar su reac-

tividad.

e Utilizar el programa de simulacién Digielch y los datos experimentales para

proponer un mecanismo de reaccion viable de este antioxidante en DMSO.

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 4
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CAPITULO IV: MARCO TEORICO
4.1 Cadena de transporte de electrones o cadena respiratoria

El transcurso de la vida tal y como la conocemos se basa en una serie de reaccio-
nes de transferencia electronica que aprovechan la energia disponible en los ali-
mentos para poder obtener energia quimica en forma de ATP (adenosin trifosfato,
Figura 4.1a). Este proceso esta descrito por la cadena de transporte de electrones,
la cual consiste en una transferencia de electrones desde las biomoléculas prove-
nientes de procesos catabodlicos como el NADH (nicotinamida adenina dinucleétido,
Figura 4.1b) y FADH, (flavin adenin dinucleétido, Figura 4.1c) hacia una serie de
complejos (I, II, Ill'y IV) que se encuentran embebidos en la membrana interna de
la mitocondria. EI complejo IV o citocromo c oxidasa, es el encargado de transferir
cuatro electrones a una molécula de oxigeno, que junto con cuatro protones pro-
venientes de la matriz mitocondrial formaran dos moléculas de agua en el proceso
global. Durante esta transferencia electrénica, en los complejos | y Il también se
lleva a cabo el transporte de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembranal, lo que produce un gradiente de protones y a su vez un gradien-
te electroquimico (por un exceso y deficiencia de protones en ambos lados de la
membra interna) conocido como fuerza proton-motriz (Feduchi et al., 2021; Voet et

al., 2016).

De acuerdo con la teoria quimiosmaotica de acoplamiento propuesta por Peter Mit-
chell en 1961, el gradiente electroquimico lo aprovecha la ATP sintasa (complejo
V) para sintetizar ATP, estableciéndose un acoplamiento entre la cadena de trans-
porte de electrones y la sintesis de ATP o fosforilacién oxidativa (Feduchi et al.,

2021).

La fuerza termodinamica que origina el movimiento de los electrones a través de
los complejos, son los potenciales de reduccién (mostrados en la Figura 4.2) de los
pares redox de las especies involucradas en la cadena respiratoria. Es por eso que
una especie fuertemente reductora como el NADH dona sus electrones a la ubi-
quinona, un transportador movil entre el complejo | y Ill. Por lo tanto, conforme se

incrementa el potencial de reduccién, habra mayor afinidad de cada complejo por

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 5
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(c) Flavin adenin dinucleétido, FADH,
Figura 4.1. Férmulas desarrolladas de los nucléotidos que participan en la cadena de transporte de
electrones.
los electrones, que en términos de energia libre de Gibbs (AG) produce una dismi-
nucion, mostrando una tendencia hacia un estado de minima energia. La ecuacién
que relaciona el cambio de la energia libre de Gibbs (AG) con la diferencia de

potencial (AE) de las semirreacciones es:

AG = —nFAE 4.1)

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 6
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En condiciones estandar la ecuacion anterior se escribe:

AG® = —nFAE® 4.2)

donde AE” es igual a la diferencia de potenciales estandar de reduccion.

Citosol
Membrana
externa
mitocondrial
Espacio 4H™ CoQ(+0.045V) 4HT AHT nH+
intermembrana A s (+0.235 V) . |
: Cit c
Membrana (
interna @
mitocondrial | @ y
Matriz : ||5 .
I | | !
: /7 N\ i | v
FADH2 FAD* ! ! /\
+
NADH s%AD* AH 0+ @ —21:0 4 fn arp

(-0.315V) (+0.815 V)

fumarato  succinato
(+0.031 V)

Figura 4.2. Esquema representativo de la cadena de transporte de electrones. Las coenzimas NADH y FADH,
ceden sus electrones a los complejos localizados en la membrana interna de la mitocondria, los cuales siguen la
ruta sefialada por las flechas azules debido a las diferencias de los potenciales de reduccién (marcados en verde)
de las reacciones involucradas, hasta terminar en la reduccién del oxigeno a agua. Como se puede observar, los
potenciales van aumentando entre cada uno de los complejos, lo que significa que hay una creciente afinidad por
los electrones. Las flechas punteadas en rojo muestran la transferencia de protones desde la matriz mitocondrial
hacia el espacio intermembrana durante las reacciones en los complejos. En el complejo V la ATP sintasa utiliza
el gradiente electroquimico generado apartir de los pasos anteriores para la sintesis del ATP. Los valores de los
potenciales estandar de reduccion fueron tomados de Voet et al. (2016). Figura realizada con base en Yin y O’Neill
(2021).

4.1.1 Complejo | (NADH-Q oxidorreductasa o NADH deshidrogenasa)

En esta primera etapa de la cadena respiratoria el Complejo |, también llamado
NADH-Q oxido reductasa, transfiere los electrones provenientes del NADH a la
ubiquinona o coenzima Q en su forma oxidada (Q) a través de una serie de grupos
prostéticos como la flavina mononucleétido (FMN) y complejos hierro-azufre del tipo
[2Fe-2S] y [4Fe-4S] (Voet et al., 2016). La siguiente reaccion describe esta etapa
(Berg et al., 2015):

NADH +Q+5H, — NAD" + QH,+4H;

intermembrana

(4.3)

atriz

Como se puede observar cuatro protones son transportados desde la matriz mito-

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 7
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condrial hacia el espacio intermembrana. La forma reducida de la coenzima Q se
conoce como ubiquinol (QH,), una hidroquinona con dos protones y dos electrones

mas que la quinona de partida.

4.1.2 Complejo Il (succinato-Q reductasa)

El Complejo Il o succinato-Q reductasa contiene a la enzima succinato deshidro-
genasa, una enzima del ciclo de Krebs, la cual genera FADH, a partir de FAD"
debido a la oxidacion del succinato a fumarato. Los electrones del FADH, pasan
de igual manera que en el complejo | a la ubiquinona a través de diferentes grupos
prostéticos Fe-S para formar ubiquinol. La relativamente baja energia libre obteni-
da a partir de la transferencia de dos electrones del FADH, a Q es insuficiente para
la sintesis de ATP y por lo tanto para el paso de protones desde la matriz hacia el
exterior. Esto ultimo es lo que diferencia al complejo Il del I, Il y IV, ademas que
muestra la no secuencia entre | y Il, sin embargo, sus electrones siguen la misma

trayectoria hacia Ill por medio del ubiquinol (Voet et al., 2016).

4.1.3 Complejo Il (Q-citocromo ¢ oxidorreductasa o citocromo bc,)

La funcién de este complejo es acoplar la transferencia de electrones provenientes
del complejo | y Il en forma de QH, hacia el citocromo c. Esta ultima enzima contiene
dos citocromos del tipo b (b, y by), un citocromo ¢, y un complejo Fe-S de tipo [2S-
2Fe] conocido como centro de Reiske, con los cuales a través del ciclo Q, cuatro
protones pasan al espacio intermembrana desde la matriz mitocondrial. Durante el
ciclo, QH,, un transportador de dos electrones reduce a dos moléculas de citocromo
C4, un transportador de un solo electron, en un proceso dividido en dos etapas. En
la primera etapa una primer molécula de QH, se oxida a Q*~ (Ecuacién4.4)yenla
segunda etapa una segunda molécula de QH, reduce al Q*~ recién formado que
junto con dos protones provenientes de la matriz forman una molécula de Q y otra

de QH, (Ecuacién 4.5)(Berg et al., 2015; Voet et al., 2016).

QH, + citocromo ¢, (Fe3T) —

Q°*~ +citocromo ¢, (Fe*™) +2H;"

intermembrana

(4.4)
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QH,+Q* + citocromo ¢y (Fe") +2H —

matriz

; 2+ +

QH,+ Q+citocromo ¢ (Fe* ) +2H . wna (4.5)

Por lo que en el proceso global dos moléculas de QH, transfieren dos electrones

al citocromo c, de forma consecutiva y contribuyen al gradiente de protones con el
paso de cuatro iones H* hacia el lado citosdlico:

2QH, + 2 citocromo ¢y (Fe3t) +2H —

matriz

QH,+ Q+2 citocromo ¢y (Fe*") +4H" (4.6)

intermembrana

Equivalente a:

QH,+ 2 citocromo ¢, (Fe3") +2H —

atriz

Q+2citocromo ¢, (Fe*t)+4H, @ ona (&.7)
Finalmente, los electrones provenientes de las moléculas de citocromo c, se trans-
fieren al citocromo c, quien los transportara al cuarto y ultimo complejo, complejo
V.

4.1.4 Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa)

En la ultima etapa el complejo IV o citocromo ¢ oxidasa cataliza la reaccion entre
el citocromo c y el oxigeno para formar dos moléculas de agua de acuerdo con la

siguiente reaccion:

4 citocromo ¢ (Fe*") +4H" 4+ 0O — 4 citocromo ¢ (Fe3")+2H,O  (4.8)

2 matriz
Como se puede observar en este proceso se requieren de cuatro electrones, es

decir, cuatro moléculas de citocromo c.

La citrocromo c oxidasa esta constituida por dos grupos hemo de tipo A (citocromo
a y citocromo aj) y dos centros con tres iones de cobre. En un centro estan dos

iones cobre unidos por dos residuos de histidina, identificados como Cu, /Cu, y en
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el otro centro, Cug, un atomo de cobre esté coordinado a tres residuos de histidina
(Hys 240, Hys 290 e Hys 291) en la que la histidina 240 a su vez esta formando un
enlace covalente con un residuo de tirosina (Tyr 244) (Berg et al., 2015; Voet et al.,

2016).

El flujo de electrones a través del complejo |V pasa primeramente al centro Cup /Cu,,
en seguida al citocromo a, después al citocromo a5 y por ultimo al centro Cug. Debi-
do ala proximidad espacial entre el citocromo a5 y el centro Cug, estos dos comple-
jos forman un solo complejo binuclear a; — Cug, donde se lleva a cabo la reduccion
de oxigeno a agua. La energia libre obtenida de la reduccién la aprovecha la ci-
tocromo c oxidasa para transferir cuatro protones desde la matriz hacia el espacio
intermembrana por lo que en el proceso global son ocho la cantidad de protones
que se retiran de la matriz mitocondrial, cuatro forman parte de las dos moléculas
de agua y los otros cuatro pasan al espacio intermembrana (Berg et al., 2015; Voet
et al., 2016):

8H*

matriz

+4 citocromo ¢ (Fe*Y) + Oq 1 oiriz —

4 citocromo ¢ (Fe3") +2H,0+4H}! (4.9)

ntermembrana

4.1.5 Reduccién parcial del oxigeno

La reduccién de oxigeno a agua en la citocromo c oxidasa es precisa y eficiente; sin
embargo, en algunas ocasiones suceden reducciones incompletas, produciendo
radicales libres como el anién radical superéxido o el radical peroxilo, especies
muy inestables y por lo tanto reactivas, que provocan un dafio oxidativo en el ADN
como en las biomoléculas si se acumulan y no se eliminan a tiempo (Figura 4.3).
Los radicales libres pueden reaccionar con diferentes especies presentes en el
ambiente celular para producir nuevos radicales y propagarse por toda la célula en
un proceso de peroxidacion lipidica, lo que desencadena multiples padecimientos
y enfermedades. Lo mismo puede ocurrir en los complejos I, Il y lll, posiblemente

por una fuga de electrones (Berg et al., 2015; Feduchi et al., 2021).
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Figura 4.3. Rutas de formacion de especies reactivas de oxigeno, peroxidacion lipidica y dafio al ADN.(1) Pro-
duccién del ion superoxido por medio de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria y a través de la
enzima xantina oxidasa o las NAD(P)H oxidasas. (2) Dismutacion del O%~ a H,O4 y O, catalizada por la enzima
superoxido dismutasa (SOD). (3) Eliminacién del H, O, por catélisis de la enzima glutation peroxidasa (GPx) con
glutatiéon (GSH) formando glutation disulfuro (GSSG). (4) Reduccién del glutation oxidado (GSSG) para formar
nuevamente GSH con ayuda de la enzima glutatién reductasa (GRed) utilizando NADPH. (5) Reaccién de Fenton
catalizada por hierro(ll) con produccion de radicales hidroxilo (OH*). (6) La reaccion del radical O H® con acidos
grasos poliinsaturados genera radicales lipidicos (L*). (7) La subsecuente reaccién con oxigeno molecular forma
radicales peroxilo (LOO?®). (8) Reduccién del radical peroxilo (LOO®) a hidroperdxido lipidico (ROOH) con la
oxidacion de la vitamina E al radical TO®. (9) Regeneracién de la vitamina E con oxidacién del &cido semidihidro-
ascobato (AscH™) a radical ascorbilo (Asc*~). (10) Reaccibn alternativa para la reduccion del radical T O® a TOH
empleando glutation. (11) El &cido dihidrolipoico (DHLA) se convierte en &acido alfa-lipoico (ALA) y dona su electrén
para volver a formar AscH~ y GSH. (12) Una molécula de NADPH reacciona con ALA y produce DHLA junto
con NAD™". (13) La enzima GPx forma alcoholes y oxigeno molecular a partir de radicales peroxilo y glutation.
(14) Los iones Fe(ll) y Fe(lll) descomponen los hidroperéxidos lipidicos a radicales alcoxilo y peroxilo. El producto
principal de la peroxidacioén lipidica es el malondialdehido (MDA) el cual es mutagénico y puede interaccionar con
las bases nitrogenadas del ADN como guanina, adenina y citosina, formando los aductos MG, M, Ay M,C,
reacciones (15), (16) y (17), respectivamente. (18) La peroxidacion lipidica forma 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) que
reacciona con GSH y forma un aducto. Figura realizada con base en Valko et al. (2007).
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4.2 Quimica del oxigeno

Para los organismos aerobios el oxigeno (O,) es un elemento imprescindible para
la vida, tanto que, a pesar de ser un gas mutagénico toxico, queda en duda cémo
es que los animales y seres humanos lo necesitan para la produccién de energia
en la mitocondria (Halliwell y Gutteridge, 2015). Esto tiene que ver en gran parte al
cambio a través del tiempo en las condiciones atmosféricas del planeta, ademas
de la evolucion de los organismos y la adaptacion de estos a ambientes ricos en
oxigeno, teniendo que reasignar a sus moléculas a nuevas funciones o bien desa-
rrollando defensas antioxidantes para sobrevivir. En algunos casos la adaptacion
fue tan satisfactoria que incluyeron al oxigeno en su metabolismo, como podemos
ser testigos hoy en dia; otros tuvieron que morir, y en algunos mas su crecimiento
se inhibié (organismos anaerobios). Si bien las condiciones actuales en el porcenta-
je de oxigeno atmosférico (21 %) siguen siendo dafinas, los organismos complejos
multicelulares de nuestra era no estan expuestos totalmente a estos niveles debido
a que la presién de oxigeno en la sangre es mas baja que la del aire (Halliwell y

Gutteridge, 2015).

Desde el punto de vista de la teoria de orbitales moleculares (TOM), el dioxigeno
(O,), es un biradical, con dos electrones desapareados en los orbitales moleculares
(OM) de antienlace (x) tipo 1 (Figura 4.4). Esta molécula contiene dieciséis electro-
nes, cuatro de los cuales ocupan los orbitales o, y o7, cuatro mas se encuentran
en los orbitales o, y 03,. Los ocho restantes se distribuyen en tres OM de enlace
(dos tipo o y uno tipo 7) y dos OM de antienlace tipo 7 (7r§py, 5,_)- La configuracion
electronica para la molécula de oxigeno queda de la siguiente manera (Huheey et

al., 1997):

_ <2 2 .2 2 2 4 1 1
02 - JISUTSO_QSO—SSJQpTerﬂ—SpyWZpZ
La razon por la cual los dos ultimos electrones ingresan a diferentes orbitales 7* se
debe a la doble degeneracién de este orbital y a la regla de maxima multiplicidad

de Hund, lo que le concede su propiedad paramagnética.
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Figura 4.4. Diagrama de orbitales moleculares para el oxigeno triplete 329 0O, (25+1 =3, donde S
es la suma de los valores de los nimeros cuanticos de espin o es el momento angular de espin total),
esta configuracion es la mas estable y es la forma en la que se encuentra el oxigeno en el aire. Debido
a que presenta dos espines paralelos el oxigeno reaccionan escasamente con los no radicales porque
las moléculas o atomos tienen electrones apareados en su orbital de mas alta energia, esta restriccién
permite al oxigeno aceptar un electron a la vez y explica su alta reactividad con otros radicales. Figura
realizada con base en Huheey et al. (1997) y Halliwell (2006).

4.3 Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno, también conocidas como ROS, son especies
que por su naturaleza redox pueden reaccionar facilmente con los componentes
celulares, oxidandolos y por lo tanto interrumpiendo su funcionamiento. Un mal fun-
cionamiento de las biomoléculas presentes en el organismo conlleva al desarrollo
de multiples enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, neuroldgicas, inflama-
torias, infecciosas, asi como el cancer (Brieger et al., 2012; Finkel y Holbrook, 2000;

Pisoschi y Pop, 2015; Valko et al., 2007).

Entre las ROS mas estudiadas se encuentran el radical superdxido (O37), el radi-
cal hidroxilo, los radicales peroxilo, los radicales alcoxilo, el peréxido de hidrégeno

y los oxigenos singuletes (1AgO2 y 12902). La mayoria de ellas son radicales li-
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bres como los identifica su nombre y aunque el peroxido de hidrogeno o el oxigeno
singulete (1A902) no son radicales libres (Figura 4.6) también son reactivos y par-

ticipan en la formacién de mas radicales libres, por ejemplo, la reaccién de Fenton

(Ecuacion 4.10 ) y la de Haber-Weis (Ecuacion 4.13).

O, ‘ 5 2; H,0,

2HO;

OH™ + HO*

€ . 2H,0
2H*

H,0, + O,

Figura 4.5. La reduccion monoelectrénica del oxigeno (O,) produce el anion radical superoxido (O5~). El ion
superoxido puede reducirse sucesivamente hasta formar agua, o bien puede dismutar tras protonarse, formando
peroxido de hidrégeno y oxigeno. Figura realizada con base en Nordberg y Arnér (2001).

E

A

*
0-2pm
+ 4
* *
T2p, T2p.
W+

T2py T2p,

_*I.L_

0-2px

05

(a) Diagrama de OM del ion peroxido O3, una ROS

no radical e isoelectronica al peroxido de hidrégeno.
Sus orbitales = de antienlace se encuentran comple-
tamente ocupados (diamagnético) y presenta una re-
lativa estabilidad en ausencia de iones metalicos com-
parada con otras ROS en sistemas bioldgicos.

*k >k
T2p, T2p,

JT

T2py T2p.

:|.|7

02pa;

'A,0,

(b) Diagrama de OM del oxigeno singulete 1 A 02
(2S+4+1=1). Enel estado ' A g una diferencia de ener-
gia respecto al estado basal del oxigeno, oxigeno tri-
plete, ha removido la restriccién del espin, permitiendo
su apareamiento en un solo orbital = de antienlace y
dejando el otro orbital vacio. Debido a esto es también
un no radical.

Figura 4.6. Especies no radicales de oxigeno.

Fe*T + HyOy — Fe*™ + HO*+ OH ™~
HO*+ H,0, — H,0+0% + H*

Fe3t + 05 — Fe*t 4+ 0,

(4.10)
4.11)

(4.12)
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0%y + Hy0y 2% 0, + HO* + OH~ (4.13)

Como se observa, la reaccion de Haber-Weiss es una reaccion de descomposicion
del H,O, catalizada por hierro (puede ser también cobre). La suma de la reaccion
de Fenton y la reduccion de Fe3™ por el superdxido (Ecuacion 4.12) explican esta

reaccion.

4.3.1 lon superdxido, O3~

El anién radical superéxido, también conocido como hiperéxido, resulta de la reduc-
ciéon monoelectronica de dioxigeno (Ecuacion 4.14). Posee un electron desaparea-
do en uno de sus orbitales de antienlace (Figura 4.7), provocando una disminucién
en el orden de enlace respecto al dioxigeno y un aumento en su reactividad, la cual
también dependera del disolvente en que se encuentre, el pH y la temperatura. Por
ejemplo, en medios &cidos acuosos el O~ tiene una vida media muy corta debido

a su protonacién (Ecuacion 4.15) y posterior dismutacion (Ecuacion 4.16).

E

2ps 2py 2p- _ﬂ_ A4 7 2p2 2py 2p.

Figura 4.7. Diagrama de orbitales moleculares del superoxido O3~ (25 +1 =2).
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Oy+e — 0% (4.14)

Oy + H* — HOS (4.15)

2HOS — O, + H,0, (4.16)

Asi también y mas rapida con otra molécula de superoxido,Ecuacion 4.17:

HOS+ 0% + H* —s O, + H,0, (4.17)

La formacion del anion radical superoxido por métodos electroquimicos como la
voltamperometria ciclica y con electrodos de disco giratorio en estos medios, ge-
nera voltamperogramas que describen un proceso electroquimico irreversible. Por
lo tanto, en medios alcalinos el ion superoxido es mas estable y la dismutacion es
mas lenta. De acuerdo con la Ecuacion 4.15 el pK, del acido conjugado del O3~
(HO3) es 4.89, sin embargo, el O3~ aun es capaz de abstraer protones de dona-
dores suficientemente fuertes para producir el radical hidroperoxilo (HO3), el cual

puede dismutar segun la Ecuacion 4.18:

2HOS = H,0,+ 0, (4.18)

La reaccion anteriormente descrita entra en competencia con la dismutacién de la
especie protonada, provocando una disminucion en la rapidez de reaccion, forman-
do en su lugar iones hidroperoxido (HO5 ) (Halliwell y Gutteridge, 2015; Hayyan et
al., 2016; D. Sawyer, 1991; Villamena, 2013).

4.3.2 Formacion de O3~ en solventes aproticos

El estudio de la formacion del ion superdxido en solventes apréticos polares con
técnicas como la voltamperometria ciclica y de barrido lineal, asi como la polarogra-
fia en fuentes mas antiguas, indican una estabilidad de la especie electrogenerada
a partir de la reduccion del oxigeno disuelto. EI aumento en la vida media del ion
superéxido en medios aproticos como dimetilformamida (DMF), acetonitrilo (AcN)

y dimetilsulfoxido (DMSO) ha permitido conocer mas acerca de la reactividad de
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este ion radical con diferentes sustratos. La estabilidad del O3~ depende en gran
parte de su grado de solvatacion, a mayor solvatacion: mayor estabilidad porque
disminuye su activacién. Ademas del disolvente, se ha encontrado que el material
del electrodo de trabajo es muy importante para evitar reacciones no deseadas:
electrodos de platino, oro y mercurio muestran una aparente irreversibilidad al au-
mentar la separacion de los picos en los voltamperogramas ciclicos a causa de
reacciones del ion superoxido con el material del electrodo, las cuales ademas se
favorecen en medios donde el ion superéxido esta poco solvatado, caso contrario
a lo que ocurre con electrodos de carbono vitreo (Jain, 1982; Maricle y Hodgson,

1965; D. T. Sawyer et al., 1982; Vasudevan y Wendt, 1995).

La influencia del tipo de electrolito ya sea perclorato de tetrabutilamonio (TBAP),
perclorato de tetraetilamonio (TEAP) o hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPFg,
Figura 4.8) parece no afectar la reversibilidad del sistema, a menos que sea un do-
nador de protones, como es el caso con NH,CIO, o HNO; (D. Sawyer y Roberts,
1966).

/\/\ /\/\ P, 2 wF
N P

Figura 4.8. Hexafluorofosfato de tetrabutilamonio

4.4 Antioxidantes

La acumulacion de especies reactivas de oxigeno en el organismo llega a ser per-
judicial para la salud de las personas, asi como también puede afectar las propie-
dades organolépticas de los alimentos almacenados. Una alta concentracion de
especies oxidantes como pueden ser las ROS alteran el estado redox celular, mo-
dificando las estructuras de los aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos,
y por lo tanto su funcionamiento. Sin embargo, al igual que se pueden generar es-

pecies oxidantes por diferentes motivos (contaminacién ambiental, envejecimiento,
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sefalizacion celular, defensa inmune, procesos fisioldgicos), el organismo produ-
ce y obtiene antioxidantes de los alimentos para contrarrestar sus efectos nocivos

(Ahmad, 2016; Gulcin, 2020).

Un antioxidante desde el punto de vista biolégico es cualquier compuesto capaz de
retrasar o prevenir la oxidacién de un sustrato, estando presente en una concentra-
cion considerablemente mas baja que este ultimo. Este concepto puede también
ser aplicado a los alimentos en donde la funcion del antioxidante es prevenir o retar-
dar la oxidacion de los productos alimenticios durante su procesamiento, embalaje
o almacenamiento, ayudando asi a conservar su sabor, olor, textura y apariencia.
Por lo tanto, los antioxidantes desarrollan un papel vital tanto en los alimentos como
en el cuerpo humano al reducir los procesos oxidativos y los efectos daninos de los

oxidantes (Gulcin, 2020; Pisoschi y Pop, 2015).

Una descompensacion de antioxidantes respecto a oxidantes o bien una falta de
ellos en la dieta diaria conlleva a un estado de estrés oxidativo, un estado en el que
se favorece la produccién y proliferacion de radicales libres los cuales ejercen un
deterioro en las funciones fisiologicas, promueven la incidencia de enfermedades
y reducen la esperanza de vida (Pisoschi y Pop, 2015). Los antioxidantes enton-
ces contribuyen a la mejora del estado redox celular interactuando con los radica-
les libres a través de diferentes mecanismos: (1) eliminando especies precursoras
de la peroxidacién lipidica, (2) coordinandose a iones metalicos inhabilitando su
potencial de generar ROS o descomponer peréxidos, (3) agotando el radical su-
peroxido para prevenir la formacion de peroxidos, (4) interrumpiendo la reaccién
en cadena de autooxidacion y (5) reduciendo las concentraciones localizadas de
oxigeno (Oroian y Escriche, 2015). De acuerdo con lo anterior, los antioxidantes
pueden clasificarse de diferentes maneras: enzimaticos y no enzimaticos, inhibido-
res o reparadores, enddégenos y exdgenos, primarios y secundarios, hidrosolubles

y liposolubles, naturales o sintéticos (Pisoschi y Pop, 2015).

Entre los antioxidantes naturales y sintéticos, los compuestos fendlicos son en su
mayoria los que cubren toda esta clasificacién. Los compuestos fendélicos mas sim-
ples poseen al menos un grupo fenol en su estructura base, como es el caso de
los monofenoles 3-etilfenol y 3,4-dimetilfenol presentes en frutas y semillas (Gulcin,

2020). De igual manera, pero sintéticos: butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 18



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA CAPITULO IV: MARCO TEORICO

(BHA) y galato de propilo (PG). Dependera también de las diferentes sustituciones,
ramificaciones y demas grupos funcionales lo que divida a los antioxidantes feno-
licos naturales en: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, coumarinas, lignanos,

taninos y tocoferoles, Figura 4.9 (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

Antioxidantes fendlicos

Sintéticos Naturales

Butilhidroxitolueno (BHT) | |
Hidroxibutilanisol (BHA) |

Terbutilhidroquinona (TBHQ)

Galato de propilo (GP)

|Acidos fen(’)licos| | Cumarinas| | Flavonoides”EstiI

benos||Lignanos||Taninos| |Tocofer0|es|

Leucodelfinidina
Propelargonidina

Derivados del Derivados del M
acido hidroxibenzoico| |acido hidroxicinamico I
Taninos Taninos condensados
Galico p-Cumarico hidrolizables| | (Proantocianidinas)
p-Hidroxibenzoico Cafeico
Vanilico Ferulico o .
Siringico Sinapico Elagnanlmos Mgnomeros
Protocatecuico Clorogénico Galotaninos D|meros
P Trimeros
Elagico .
Polimeros
[Flavonoles]  [Flavanonol| [Flavonas| [ Flavanoles | [Flavanona] | Antocianinas | [Isoflavonoides]
Quercitina Taxifolin Apigenina (+)-Catequina Eriodictiol Cianidina Genisteina
Kaempferol Crisina (-)-Epicatequina Naringenina Leucocinidina Daidzeina
Isorhamnetina Luteolina (+) Galocatequina Morina Delfinidina Gliciteina
Rutina (-)-Epigalocatequina Prodelfinidina Formononetina
(
(

-)
-)Epicatequina-3-galato
-)-Epigalocatequina-3-galato

Figura 4.9. Clasificacion de compuestos antioxidantes fendlicos. Figura realizada con base en Shahidi y Ambi-
gaipalan (2015).

El potencial antioxidante de los compuestos fendlicos depende de la localizacion
y numero de grupos hidroxilo en las moléculas, y de efectos estéricos y electroni-
cos (Figura 4.10). Es por ello que los compuestos fendlicos no presentan actividad
antioxidante a menos que sustituyentes en posiciones orto- o para- incrementen
la densidad electrénica en el grupo hidroxilo, permitiendo asi la estabilizacion del

radical formado en la reaccién con la especie oxidante (Gulcin, 2020).

En las ultimas décadas ha habido una creciente preocupacion por la utilizacion de
antioxidantes sintéticos en la industria alimentaria y de bebidas, algunos estudios
reportan el uso de BHA y BHT como responsables del dafo hepatico y carcino-

génesis cuando se usan en altos niveles en animales. Asi también TBHQ y PG
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R3 Vitamina E (tocoferol)

Figura 4.10. Estructuras quimicas de algunos antioxidantes representativos

forman complejos moleculares con las estructuras de los acidos nucleicos, entre
ellos el ADN, afectando su estructura de doble hélice. El resultado de las investiga-
ciones ha preocupado a diversos organismos internacionales como la FDA, OMS
y FAO, y en consecuencia, existe una estricta regulacién en las cantidades usa-
das de antioxidantes sintéticos. La mayoria no rebasa el 0.02% del contenido en
grasas y aceites. A pesar de que la tendencia actual y en el futuro es sustituir los
antioxidantes sintéticos por los naturales, varios de ellos no han sido evaluados
con la misma urgencia de saber si son teratogénicos o mutagénicos (Gulcin, 2020;
Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

En conclusién, el uso de antioxidantes sintéticos o naturales es mejor que no utili-
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zarlos. Las especies oxidantes que se forman, entre ellas los radicales libres, son

mas perjudiciales que los antioxidantes en si mismos (Gulcin, 2020).

4.4.1 Galato de propilo

El galato de propilo (PG, por sus siglas en inglés) o 3,4,5-trihidroxibenzoato de
propilo (Figura 4.11) es un antioxidante sintético generalmente reconocido como
seguro (GRAS) utilizado desde el afio 1948 en alimentos que contienen grasas y
aceites para evitar su rancidez debido a la formacién de peréxidos (Shahidi y Am-
bigaipalan, 2015), asi como en cosméticos (Becker, 2007). Es producido a través
de una esterificacion del acido galico y propanol. La autoridad europea de seguri-
dad alimentaria (EFSA) dio al galato de propilo el numero E 310, un antioxidante
autorizado con un nivel maximo permitido (MPL) entre 25 y 400 mg/kg de acuerdo

con el tipo de alimento (EFSA, 2014).

° I

HO OH

OH

Figura 4.11. El galato de propilo, éster propilico del acido galico, es un sélido blanco y cristalino. Tiene un peso
molecular de 212.2 g/mol. Es soluble en agua y en solventes organicos como etanol, DMSO y DMF. La solubilidad
del PG en estos solventes es aproximadamente 3.5, 10, 15 y 20 mg/mL, respectivamente.

Estudios realizados por Medina et al. (2013) reportan el mecanismo de transferen-
cia de atomo de hidrogeno (HAT) como la principal via de actividad antioxidante del
PG frente a los radicales *OOH, *OOCH; y *OOCHCH,, en medios lipidicos (pen-
tiletanoato) y el mecanismo de transferencia de protén (TP), en medios acuosos,
siendo la forma desprotonada (PG~) mas activa que PG. Por otra parte, René et al.
(2010) en un estudio de monofenoles y polifenoles utilizando voltameperometria
ciclica concluyen que el mecanismo de transferencia de protén es el que predo-
mina en la reactividad de los antioxidantes frente a radicales libres, sin embargo,
mencionan que también hay una contribucién de el mecanismo de transferencia de

atomo de hidrogeno. Respecto a los polifenoles resulta que el mecanismo de TAH
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es el principal en la actividad antioxidante. Debido a las multiples combinaciones
que se pueden lograr haciendo simulaciones con todas las posibles reacciones, no
descartan la posibilidad de algun otro mecanismo alternativo que involucre la for-
macién de aductos o un mecanismo de transferencia electrénica acoplada a proton
(CPET) que pueda explicar la formacion de los pre-picos anddicos en la simulacio-

nes computacionales que realizaron.

Los efectos a la salud del galato de propilo son muy diversos. Posee un efecto
antiangiogénico, una propiedad deseada en el tratamiento del cancer al disminuir
la formacién de nuevos vasos sanguineos inhibiendo el crecimiento de tumores
por la disminucién de nutrientes y oxigeno (Blundell et al., 2022). Puede reducir la
formacion de caries y al mezclarse con meclociclina potencia su efecto antibacterial.
Sin embargo, algunos otros estudios sefalan que causa hepatotoxicidad y aumenta
la carcinogénesis. Ademas en presencia de cobre(ll) la propiedad antioxidante del

galato de propilo lo convierte en un agente prooxidativo, citotdxico y genotéxico.

4.5 Actividad antioxidante

Uno de los parametros mas importantes para evaluar a un antioxidante es su ac-
tividad antioxidante. Esta propiedad representa la habilidad para inhibir el proceso
de oxidacion por parte de una especie con alto potencial redox. La evaluacion se
realiza mediante la reaccién directa entre el candidato a antioxidante y especies
oxidantes, por lo tanto, los antioxidantes actuan como agentes reductores en solu-
cion.

Ademas del término “actividad antioxidante”, existen otros como: capacidad anti-
oxidante, poder antioxidante, actividad antiradical y poder antiradical. Todos ellos
de alguna manera hacen referencia a propiedades antioxidantes. Sin embargo, la
mayoria no tienen una definicion clara de lo que representan. En algunos traba-
jos por una interpretacion equivocada de la palabra “actividad” los utilizan como
sinénimos.

Los dos términos comunmente aceptados son actividad y capacidad antioxidante.
La actividad antioxidante se refiere a la rapidez de reaccion entre el antioxidante y la

especie oxidable. Por otra parte, capacidad antioxidante hace alusion a la cantidad
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(en mol) de radicales eliminados por un mol de antioxidante (Haque et al., 2021).

La falta de claridad en la terminologia, sumada a una carencia de unidades compa-
rables entre diferentes investigaciones, causan muchas confusiones en esta area
de estudio, debido a que los métodos para determinar la actividad antioxidante se
basan en diferentes principios, utilizan diferentes materiales de referencia y expre-
san sus resultados en unidades relativas a estos materiales de referencia. Adicio-
nalmente, las especies oxidantes que utilizan, por ejemplo, radicales libres sintéti-
cos, no tienen nada en comun con las especies oxidantes que realmente podemos
encontrar en los organismos. En consecuencia, limitan el uso de los datos dispo-
nibles convenientes para poder sugerir un tratamiento clinico, elegir una terapia o

evaluar el estado de los alimentos (Brainina et al., 2019).

La ventaja en este sentido de los métodos electroquimicos es no depender de un
material de referencia y proporcionar la informacién directa sobre la concentraciéon
del analito. En este sentido resulta adecuado utilizar el término “actividad” anti-
oxidante para realizar la comparacion por via electroquimica del desempefio de

distintos antioxidantes frente a especies reactivas de oxigeno y otros oxidantes.

4.6 Métodos para determinar la actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad/capacidad antioxidante en muestras bioldgicas y ali-
mentos ha surgido por la necesidad de determinar su aporte nutricional o bien para
el diagnéstico de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Capanoglu
et al., 2022). Por otra parte, la distinta naturaleza quimica tanto de las especies
oxidantes como de los antioxidantes, asi como el medio que les rodea, hace difi-
cil su separacion, cuantificaciéon e incluso su deteccion (Apak et al., 2013), por lo
que actualmente existen diversos métodos para medir la actividad antioxidante. La
mayoria de ellos se fundamentan en propiedades espectroscopicas, como la ab-
sorcion molecular, la fotoluminiscencia (fluorescencia) o la quimioluminiscencia ya
sea de la muestra (prueba), la especie oxidante (radical) o el antioxidante (Danet,
2021; Xiao et al., 2020).

Los métodos para determinar la actividad antioxidante, también conocidos como

ensayos, pueden clasificarse de manera general en dos grandes grupos: métodos
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basados en la transferencia de atomo de hidrégeno (HAT) y métodos basados en la
transferencia de electrones (ET). Algunos otros ensayos se consideran que pueden

actuar bajo ambas situaciones, por lo que son ensayos mixtos.

4.6.1 Métodos basados en la transferencia de electron (ET)

En el mecanismo de accidn antioxidante de métodos ET, uno o mas electrones son
transferidos para reducir al analito de acuerdo con el siguiente esquema (Apak et
al., 2016):

ROO* + AH/ArOH — ROO~ + AH** | ArOH** (4.19)
AH** | ArOH** + H,0 = A*/ArO® + H,0* (4.20)
ROO~ + H,0* = ROOH + H,0 (4.21)

La principal desventaja respecto con los métodos HAT, es la dependencia del pH,
del solvente y que son relativamente mas lentos. Por ejemplo, algunos compuestos
fendlicos con grupos -OH débilmente &cidos se encuentran mas disociados a pH
altos; entonces al aumentar el pH son mas susceptibles a la oxidacién, debido a que
sus potenciales de ionizacion disminuyen conforme se incrementa la basicidad del
medio, favoreciendo la transferencia electrénica junto con la desprotonacion, razén
por la cual la mayoria de las reacciones ET son mas rapidas a valores mas altos
de pH (Apak et al., 2016). Otro punto desfavorable de los métodos ET es que no
utilizan agentes oxidantes biolégicamente relevantes como lo son las ROS en sus
ensayos, por lo que difieren de lo que realmente ocurre en los sistemas bioldgicos

(Apak et al., 2016; Capanoglu et al., 2022; Kotha et al., 2022).

Los métodos espectrofotométricos ET miden la capacidad de un antioxidante sobre
un oxidante, al experimentar un cambio de color debido a la reduccion. El cambio
de color (incremento o decremento) modifica la absorbancia de la muestra a una
longitud de onda fija y a partir del cambio en la absorbancia se correlaciona con la

concentracion del antioxidante en la muestra (Xiao et al., 2020).

Entre los métodos ET mas conocidos se encuentran: Folin-Ciocalteu, FRAP (ferric
reducing antioxidant power, CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity) y

CERAC (cerium (IV)-based reducing antioxidant capacity).
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4.6.2 Métodos basados en la transferencia de atomo de hidrogeno (HAT)

Por su parte, los métodos HAT miden la habilidad de donar un atomo de hidro-
geno (H*) por un antioxidante hacia un radical libre, generalmente radicales pero-
xilo (Apak et al., 2013). Una de las principales caracteristicas de estos ensayos es
que son competitivos, es decir, hay una competencia directa entre la muestra y el
antioxidante por el radical libre, de modo que la velocidad de reaccién del antioxi-
dante debe ser mayor que la prueba para poder ser considerado un antioxidante.
Esto ultimo define el principio por el cual funcionan los métodos HAT, debido a que
durante el inicio de la reaccion existe una etapa denominada fase de induccion, en
la que la prueba (colorida o fluorescente) compite por el radical (ROO*), de modo
que el antioxidante retarda la oxidacion y con ello la disminucion de la absorbancia
o fluorescencia. La actividad antioxidante se determina integrando el area bajo la
curva en presencia y ausencia de antioxidantes, de las graficas de absorcién/fluo-

rescencia en funcién del tiempo (Apak et al., 2016; Xiao et al., 2020).

ROO* + AH/ArOH — ROOH + A* ArO* (4.22)

En los ensayos donde utilizan muestras fluorescentes, uno de los puntos mas cri-
ticados es que la concentracion de las especies objetivo es mucho menor que la
de los antioxidantes, lo cual contradice su definicion (Apak et al., 2016). También
existe cierta ambigledad en cuanto al tiempo de punto final de los ensayos, ha-
ciendo dificil comparar los resultados entre laboratorios, ademas que después de
este punto no se toma en cuenta la contribucion del resto de antioxidantes. Por
otra parte, en los ensayos in vitro no siempre se utilizan los mismos materiales de
referencia, Trolox, a-tocoferol y acido galico, entre los mas comunes, para antioxi-
dantes hidrofilicos, lipofilicos y soluciones acuosas de polifenoles, respectivamente

(Apak et al., 2016).

Los métodos mas comunes basados en la transferencia de atomos de hidrégeno
son: ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TRAP (total peroxyl radical trap-
ping antioxidant parameter), TOSC (total oxyradical scavenging capacity) y crocin

bleaching.
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4.6.3 Métodos mixtos

Los métodos mixtos siguen los mismos principios que los métodos ET y HAT, con
la ventaja de poder evaluar la contribucion de la actividad/capacidad antioxidante
por ambos mecanismos. Sin embargo, utilizan radicales libres irrelevantes fisiologi-
camente por lo que han sido criticados al igual que los de transferencia electréonica

(Capanoglu et al., 2022).

Como ejemplos de métodos mixtos podemos encontrar: ABTS/TEAC (2,2’- azino-
bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)/ Trolox equivalent antioxidant capacity), DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y DMPD (dihidroclouro de N,N-dimetil-p-fenilendiamina).

4.6.4 Métodos electroquimicos

Algunos de los inconvenientes y dificultades en cuanto a las muestras y su prepara-
cion en los métodos ET y HAT, asi como a los propios fundamentos de las técnicas
espectroscopicas, ha limitado su uso en diferentes matrices complejas o coloridas
para determinar su actividad antioxidante, permitiendo a los métodos electroqui-
micos ser una alternativa para solucionar estos problemas. Ademas, los métodos
electroquimicos se han caracterizado por ser rapidos, precisos, sensibles y repro-
ducibles. Los distintos parametros que se pueden obtener a través de ellos como
el potencial redox, la capacidad antioxidante total y el mecanismo de reaccién invo-
lucrado en el intercambio de electrones, les confiere una ventaja competitiva sobre

los anteriores (Danet, 2021; Haque et al., 2021).

Las técnicas electroquimicas mas utilizadas para investigar el comportamiento elec-
troquimico de los antioxidantes son: voltamperometria ciclica (CV), voltamperome-
tria diferencial de pulsos (DPV), voltamperometria de onda cuadrada (SWV), cro-

noamperometria (CA) y coulombimetria (Haque et al., 2021; Sochor et al., 2013).

La voltamperometria ciclica es una de las técnicas mas utilizadas para el analisis
de antioxidantes de bajo peso molecular (LMWA). Del voltamperograma resultante
se obtienen las corrientes de pico (iy), el potencial de pico (Ey) y el potencial de
media onda (E1/2). La corriente de pico da informaciéon sobre la concentracion de
antioxidantes disueltos o el numero de electrones intercambiados por el antioxidan-

te, mientras que el potencial de pico muestra la facilidad de la molécula para donar
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sus electrones (Haque et al., 2021). Moléculas con bajos potenciales de oxidacién

se asocian entonces con una alta actividad antioxidante (Sochor et al., 2013).

Haque et al. (2021) mencionan algunos puntos a tomar en cuenta al realizar medi-

ciones electroquimicas de antioxidantes en alimentos:

e Los potenciales aplicados tienen que ser reportados respecto a un electrodo
de referencia; sin embargo, en algunos casos se observan variaciones entre
electrodos de referencia del mismo tipo, por lo que se sugiere reportar los
potenciales relativos a los potenciales redox estandar de un par oxidante/re-

ductor independiente del pH.

e Las mediciones electroquimicas pueden realizarse con diferentes disolven-
tes, concentracion de reactivos y pH, por lo que es aconsejable medir el efec-
to que tienen sobre la reactividad del antioxidante. De igual forma, se pueden
utilizar diferentes electrolitos, por lo que también se aconseja medir su efecto
porque existe la posibilidad que no sean completamente inertes frente a la

reaccion de interés.

e La limpieza del electrodo junto con el registro de los cambios de potencial de
circuito abierto (OCP) en las subsecuentes mediciones, se consideran una
buena practica. Por otra parte, mostrar los resultados de un segundo esca-
neo en voltamperometria ciclica y la disponibilidad de software para realizar

simulaciones podria ayudar a entender el proceso electroquimico.

4.7 Técnicas electroquimicas

Los métodos electroquimicos poseen un gran potencial para la investigacion de
compuestos antioxidantes, la evaluacion de la actividad/capacidad antioxidante, y
la medicién de un indice electroquimico, que se define como el contenido total de
polifenoles empleando técnicas electroquimicas (Blasco et al., 2005). Pueden em-
plearse diferentes tipos de técnicas para los propésitos mencionados, por ejemplo,
potenciodinamicas, como la voltamperometria diferencial de pulsos, onda cuadrada
o ciclica; potenciostaticas, como la cronoamperometria, o galvanostaticas, como la
cronopotenciometria. Las nuevas adaptaciones que han tenido los métodos elec-

troquimicos sobre los espectroscopicos en la evaluacion de muestras biolégicas en
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los estudios clinicos y en los alimentos, es una de las principales razones por las

que ahora son mas conocidos (Sochor et al., 2013).

Los experimentos se llevan a cabo en una celda electroquimica de tres electrodos
(Figura 4.12). En el electrodo de trabajo (ET) ocurre la semirreaccién redox de in-
terés (oxidacion o reduccion), tiene una superficie relativamente pequena respecto
al segundo electrodo, el contraelectrodo (CE), donde ocurre la otra semirreaccion,
con la diferencia de tener una superficie lo suficientemente grande para no limitar
la rapidez de la reaccion de interés. Entre estos dos electrodos se mide la corrien-
te generada del proceso en el ET, una corriente faradaica porque el proceso de
transferencia de carga entre el ion y el electrodo obedece la ley de Faraday, la cual
debe distinguirse de las corrientes no faradaicas o de carga como las corrientes
capacitivas que no transfieren electrones en la interfase solucion-electrodo. Un ter-
cer electrodo, electrodo de referencia (ER), se conecta al de trabajo para medir la
diferencia del potencial aplicado. Este electrodo posee un potencial constante por-
que sus componentes estan a una alta concentracion para despreciar el flujo de
corriente que pudiera fluir a través de él, y se coloca cerca al electrodo de trabajo
para disminuir la contribucion del potencial de caida 6hmica durante la medicion.

ET ER __CE

®

Figura 4.12. Representacion esquematica de una celda electroquimica de tres electrodos. Se utiliza
una alta impedancia en el voltimetro, V, para asegurar que no haya paso de corriente durante la me-
dicion del potencial entre el ET y el ER. En algunos ensayos puede también ser necesario trabajar en
atmosfera de nitrégeno o algun otro gas inerte por lo que es necesario un orificio en la cubierta donde
estan sujetos los electrodos para permitir el ingreso del gas y algun otro para su salida, o para hacer
las adiciones del analito sin desmontar el sistema. Figura realizada con base en Elgrishi et al. (2018).

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 28



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA CAPITULO IV: MARCO TEORICO

De acuerdo con la ecuacion unidimensional de Nernst-Planck (Ecuacion 4.23), exis-
ten tres diferentes mecanismos por los cuales una especie electroactiva puede
transportarse desde el seno de la disolucion hacia la superficie del electrodo. El
primer transporte por considerar es la difusién, debida a la presencia de regiones
con diferentes concentraciones (gradiente de concentracion), por lo que el sistema
tendera a distribuir las especies en disolucion de regiones con alta concentracion
a regiones de baja concentracion. La migracion es el segundo transporte y suce-
de cuando existe un gradiente de potencial eléctrico, el campo eléctrico resultante
movera a los cationes hacia el electrodo con potencial mas bajo mientras que los
aniones se moveran al electrodo con potencial mas alto. El ultimo transporte es la
conveccion, resultado del movimiento mecanico por alguna fuerza externa como la
agitacion térmica o mecanica, o fortuita por las colisiones o vibraciones de la celda
electroquimica.

9¢(x)
Ox

7 aCi(z) 2z F
- Ox RT

7

(z) =—D,

D;C;

+C,v(x) (4.23)

Donde J; es el flujo (mol cm~2 s'), D, es el coeficiente de difusion (cm? s—1), C,
es la concentracion (mol cm—3), z; es el nimero de carga de la especie, 9¢/0x
(V.ecm™") es el gradiente de potencial, y v(z) es la velocidad de la solucién en la

direccion x (cm s~ ).

Para facilitar el estudio del proceso de transferencia electrénica se prefiere que la
difusion sea el Unico transporte que predomine sobre los demas. Por lo tanto, se uti-
liza un electrolito soporte en altas concentraciones (0.1 mol L=! KCl en disoluciones
acuosas o sales de perclorato de tetraalquilamonio en las no acuosas) comparadas
con la especie electroactiva para despreciar el movimiento del analito por migracion
al aplicar un potencial. Igualmente, al mantener el sistema sin agitacién se evita la

contribucion por conveccién (Zanello, 2003).

Al considerar el equilibrio electroquimico de reduccién entre la interfase solucién-
electrodo,
Ox+e~ — Red (4.24)

ademas de trabajar con electrodos estacionarios y electrolito soporte, la difusién
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se describe con base en las leyes de Fick. La primera ley de Fick establece que el
flujo de la especie (Ox) es equivalente al producto entre una constante de propor-
cionalidad (coeficiente de difusion, D) y el gradiente de concentracion:

9C;(x)

Ji ox

(2

(x) =—-D, (4.25)
Por otra parte, al considerar una vision macroscopica de la difusiéon en estado no
estacionario, es decir, dependiente del tiempo, la variaciéon de la concentracion con
el tiempo, 0C/0t, puede expresarse mediante la segunda ley de Fick (Bockris y R,
2003):

9C;(x) _ - 0*Ci(z)

9 =D, 92 (4.26)

Esta ecuacion diferencial de derivadas parciales es el resultado de la diferencia-
cién de una funcion primitiva. Dicha funcion es de interés debido que nos muestra
la dependencia funcional entre concentracién, espacio y tiempo. La manera mas
simple de hallar la solucién de la Ecuacion 4.26 es mediante el uso de la trans-
formada de Laplace, para convertir la ecuacion diferencial parcial a una ecuacion
diferencial total u ordinaria (EDO), dependiente de una sola variable. Para resolver
ahora la EDO se necesitan establecer condiciones iniciales y en el limite, dos con
respecto a z y una respecto al tiempo. Aplicando las condiciones, resolviendo la
EDO y calculando después la transformada inversa, obtenemos finalmente la fun-
cion primitiva que describe la dependencia de la concentracién con el tiempo y la

distancia, ¢ = f(z,t) (Bard y Faulkner, 2001):

Copla,t) = C {1—erfc {W]} (4.27)
Coulx,t) = Cherf L(Doit)lﬂ] (4.28)

Donde erf es la funcién error y erfc el complemento, y C* es la concentracion
en el seno de la disolucién. El resto de las variables tienen el mismo significado
ya mencionado. La representacion grafica de la concentracién en funcion de la
distancia al electrodo a diferentes tiempos (perfiles de concentracion) se muestra

en la Figura 4.13.
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Figura 4.13. Perfiles de concentracion de la especie Red conforme transcurre el tiempo después de
aplicar un potencial en el que Red es completamente oxidada en el electrodo. Figura realizada con
base en Girault (2004).

4.7.1 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica (CV, por sus siglas en inglés) es una técnica electro-
analitica ampliamente utilizada en quimica para la determinacion de propiedades
redox de moléculas en disolucion. El potencial del electrodo de trabajo se escanea
linealmente a una velocidad determinada (v,V s~ ') respecto al de referencia y se
registra la respuesta en corriente producida (Chevion et al., 2000). El barrido de
potencial se hace desde un potencial de inicio E1 hasta un potencial de inversién
E2 y regresa nuevamente a E1 formando un ciclo (Figura 4.14). La representa-
cion grafica de la corriente en funcion del potencial aplicado produce una curva
caracteristica conocida como voltamperograma. En la Figura 4.15 se muestra un
voltamperograma ciclico del par oxigeno/superoxido. En el barrido catddico ocurre
una reduccion de O, a O3~ (punto A), con la formacion de un pico. El potencial en
este punto se denomina potencial de pico catddico, E,,., y su interseccion con el
eje y, corriente de pico catddica, Ipc. Asimismo, invirtiendo el sentido del barrido se
obtiene un segundo pico (punto B), en este caso anddico, debido a la oxidacién de
O3~ a O,, la corriente y el potencial de pico en este punto se representan como [,

y E,,, respectivamente.

En un experimento en régimen de difusion pura (sin agitacion), el transporte de ma-

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 31



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA CAPITULO IV: MARCO TEORICO

7.5 Epa_ B

E2 5.0

Corriente (uA)
|
N
n

E 0 -5.01
-7.51
—10.0 1
-12.5 T T T T T T T
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2
El Potencial (V)
0
t(s) i
Figura 4.15. Voltamperograma ciclico del super-
) ) oxido en un electrodo de disco de carbén vitreo
Figura 4.14. Programa de escaneo de potencial en DMSO/ 0.1 M TBAPFg. Velocidad de barrido
a una velocidad de barrido fija, v, que determina de 0.1V s~'. En medios apréticos, el radical 0%~
las pendientes de las rectas. es razonablemente estable y la reduccién de O

es una reaccion apreciablemente reversible.

teria del analito se lleva a cabo solo por difusion, y para el caso cuando ocurre una
oxidacion de una especie Red, la corriente aumenta hasta alcanzar un pico. En es-
te ultimo instante todo Red se ha oxidado a Ox en la superficie del electrodo lo que
conduce a una situacion que, para que siga habiendo una respuesta en corriente,
Red debe viajar por difusién a la superficie del electrodo. Sin embargo, en ese mo-
mento la concentracion de Ox continda aumentando, y en consecuencia el grosor
de la capa de difusion, lo que provoca que la distancia que Red tiene que reco-
rrer también aumente. Visualmente esto se puede apreciar en el voltamperograma

como una disminucién de la corriente después que se alcanza el pico.

Uno de los parametros mas importantes al momento de hacer un estudio voltam-
perométrico es la rapidez de barrido con la que se explora el potencial aplicado.
Para procesos de transferencia de electrones electroquimicamente reversibles, la
ecuacion de Randles-Sevcik (Ecuacion 4.29, a 25°C) describe como la corriente de
pico (I,, en A) es directamente proporcional a la raiz cuadrada de la velocidad de
barrido v (V s ).

i, = (2.69210%)n3/2 ADY2 Cp, 012 (4.29)

Donde n es el numero de electrones intercambiados y las unidades de A en cm? ,

Dencm?s~!', Cenmolcm3yvenVs.

Para sistemas irreversibles (procesos redox con cinética lenta de transferencia de
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electrones en comparacion al transporte de materia):

i, = (2.99210%)n(n’ + o, ) 2 ADY2Cy, 012 (4.30)

Donde n’ es el niumero de electrones tranferidos antes de la tranferencia electrénica
determinante de la rapidez y «,,, es el coeficiente de transferencia del paso lento

(LI, 2014).

Decir que un sistema es reversible, irreversible o bien cuasirreversible es relativo
a la transferencia de materia. El parametro de Matsuda-Ayabe, A (Ecuacion 4.31),
establece la reversibilidad cinética que han de cumplir los sistemas utilizando ma-
croelectrodos para considerarse en una u otra categoria (LI, 2014).

kO

L
(=)

A= (4.31)

kY es la constante heterogénea de intercambio de electrones, F' la constante de
Faraday, R la constante universal de los gases y T' la temperatura absoluta. Los

limites para cada caso son:

Reversible A>15 kO > 0.301/2
Cuasi-reversible 15> A>10"3 0.30/2 > k0 > 2210 5¢1/2
Irreversible A<1073 kO < 2210 5¢1/2

Para un proceso redox como el de la Ecuacion 4.24 (coeficientes estequiométricos
iguales a uno) con cinética rapida de transferencia de electrones al equilibrio, la
concentracion de la especie oxidada y reducida esta relacionada con el potencial

del electrodo, E, por medio de la ecuacién de Nernst (Ecuacion 4.32):

RT RT @y , RT C
E=poy o dox :EO+7ln’Y<):57?;r = B° +2.3026——log,, =2~
nF  apeq nE YredChed nk’ CRed

(4.32)

donde F es el potencial del electrodo, E° es el potencial estandar del par Ox/Red,
E° es el potencial formal, a,,, y ap., las actividades del oxidante y reductor, 7., y

Yreq SUS coeficientes de actividad, y Cp,, y Cr.q SUS concentraciones respectivas.
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4.7.2 Cronoamperometria

La cronoamperometria es una técnica donde la intensidad de corriente es medida
como una funcién del tiempo. Consiste en monitorear la respuesta en corriente por
una variacion en el potencial del electrodo desde un valor de potencial en donde
solo una especie redox es estable en solucién, ya sea la forma oxidada o reducida,
hasta un potencial de electrodo donde ocurra una reduccién u oxidacién (Girault,

2004).

Considerando una reaccion redox reversible electroquimicamente en donde la ra-
pidez de reaccion es mucho mayor que el transporte de masa y tanto el flujo como
la concentracion de las particulas que se difunden varian con el tiempo, y ademas
aplicamos un potencial de electrodo adecuado para garantizar que toda la especie
se encuentre oxidada o reducida, entonces la corriente estara controlada por un

flujo de difusién, matematicamente expresada como (Girault, 2004):

I =nFAC*y/ B (4.33)
7t

Donde I es la corriente, n el nimero de electrones intercambiados, F' la constante
de Faraday, A el area del electrodo, D el coeficiente de difusién, C* la concentracion
en el seno de la disolucion, z la distancia desde la superficie del electrodo y ¢ el
tiempo.

10

i/A (AIm?)

0 T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo (s)

Figura 4.16. Variacion de la densidad de corriente conforme transcurre el tiempo de acuerdo con la
ecuacion de Cotrell. Figura realizada con base en Girault (2004).
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Esta ultima relacion, conocida como ecuaciéon de Cottrell, es valida si el transporte
de materia ocurre unicamente por difusion, y muestra que la intensidad de corriente
es inversamente proporcional a la raiz cuadrada del tiempo, lo que provoca una
disminucion de la corriente conforme transcurre el experimento (Figura 4.16), como
resultado de la reduccion en el flujo de sustancia electroactiva debido al aumento
del espesor de la capa de difusion, por lo que menos material llega a la superficie

del electrodo por unidad de tiempo (Bard y Faulkner, 2001).
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CAPITULO V: METODOLOGIA EXPERIMENTAL
5.1 Reactivos

Dimetilsulfoxido anhidro(DMSO), galato de propilo, PG (> %98, Sigma Aldrich), he-
xafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPFg, > %98, Sigma Aldrich ), agua desio-

nizada (18 MQ2 cm) y acetona RA.

5.2 Instrumentos

Las mediciones electroquimicas se hicieron utilizando un potenciostato portatil mar-

ca PalmSens 3 a través del sofware del fabricante (PS Trace 5.9).

El galato de propilo y el TBAPFg se pesaron utilizando una balanza semimicroana-
litica de la marca METTLER TOLEDO, modelo XP105DR.

El agua desionizada se obtuvo con un equipo PURELAB Ultra de la marca ELGA.

El electrodo de trabajo de carbono vitreo, el electrodo de referencia de alambre
de plata y el ultramicroelectrodo de platino utilizados fueron de la marca CHInstru-

ments. El contraelectrodo fue una barra de grafito.

Para la limpieza del electrodo de carbono vitreo se utilizé una pulidora de la marca
BUEHLER, modelo metaServ 250.

5.3 Procedimiento experimental

Los experimentos electroquimicos se realizaron en una celda de tres electrodos, un
electrodo de disco de carbono vitreo (electrodo de trabajo, 3 mm de diametro, 0.071
cm?), un electrodo de pseudoreferencia (alambre de plata en contacto con una
disolucion del electrolito soporte en DMSO, ANEXO A, pagina 66) y una barra de
grafito como contraelectrodo (ca. 2.6 cm? de superficie expuesta en la disolucién).
Cada uno de los electrodos estan conectados a las terminales correspondientes
de un potenciostato de la marca PalmSens 3 el cual se opera con ayuda de una

computadora utilizando el software PSTrace 5.9.

Previo a cada medicidn, el electrodo se limpiaba en una pulidora con una suspen-

sion de alumina de tamafio 0.3 ym. Una vez que la superficie del electrodo lucia
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brillante se enjuagaba con agua desionizada (18 M{2 cm) para retirar el exceso
de alumina en los bordes y en la superficie activa del electrodo. Posteriormente
el electrodo se enjuagaba con acetona (grado analitico) para retirar el exceso de
agua y dejarlo lo mas seco posible debido a las condiciones de reaccién (medio

polar apraético).

El electrolito soporte utilizado fue una disolucién de hexafluorofosfato de tetrabutila-
monio (TBAPFg) 0.1 mol L~! en DMSO anhidro. Los ensayos voltamperométricos y
cronoamperomeétricos se hicieron en presencia y ausencia de galato de propilo. Pa-
ra ello se prepararon disoluciones 15 mmol L~' y 55 mmol L~' de galato de propilo
con la disolucion del electrolito, y a partir de estas se fueron agregando alicuotas
de 10 uL en 10 uL a 5.0 mL del electrolito soporte contenidos en la celda electro-
quimica, esto para conocer la variacion de las corrientes y los potenciales de pico

para cada adicion o velocidad de barrido.

El primer ensayo se hizo solo con el electrolito soporte para asegurar la cuasirrever-
sibilidad electroquimica del par O,/0O%~ en el electrolito, y el buen funcionamiento
del potenciostato y de los electrodos. El programa se configuré en una ventana
de potencial de -1.1 V a 0.2 V, iniciando en 0.0 V con un barrido catédico y a una

velocidad de barrido de 0.1 V s~ '.

Posteriormente se realizaron ensayos con 10 uL de la disolucién 55 mmol L~' de
galato de propilo en 5 mL de electrolito soporte en ausencia de oxigeno a diferentes
velocidades de barrido (10-500 mV) para conocer la ventana de electroactividad de
nuestro analito (-0.2 a 1.5 V) y su cinética. Para ello se burbuje6 la solucién de la
celda electroquimica con N,, durante 15 minutos, una vez agregado el galato de

propilo.

Los siguientes experimentos se hicieron sin burbujear nitrégeno, es decir, la celda
electroquimica estaba expuesta al oxigeno atmosférico en equilibrio con el oxigeno
disuelto en el electrolito (0. 3 mmol L~' a 25 °C, Belmont-Bernal et al. (2016)). Pos-
teriormente se fueron agregando a la celda alicuotas de 10 uL de la disolucién 55
mmol L~! de PG hasta completar 7 adiciones (70 uL en total). Las concentracio-
nes de PG después de cada adicion en 5 mL del electrolito contenidos en la celda

fueron: 110, 219, 328, 437, 545, 652 y 759 pmol L-'. Estos ultimos experimen-
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tos se repitieron, pero ahora agregando alicuotas de 5 y 10 uL de la disolucién 15
mmol L~! de PG hasta completar 6 adiciones (50 uL en total, 2 de 5 uL y 4 de 10
uL). Las concentraciones de PG en estos casos fueron: 15, 30, 60, 90, 120 y 150

pmol L=,

Durante los experimentos a diferentes concentraciones se hicieron también medi-
ciones cronoamperométricas. Para la reaccién de reduccion se aplicé un pulso de
potencial desde -0.2 V hasta -0.85 V que duré 1.5 s, para después aplicar un segun-
do pulso de potencial desde -0.85 V hasta -0.2 V, llevandose a cabo la oxidacion

con la misma duracién.

La determinacién del coeficiente de difusion del galato de propilo, asi como el nu-
mero de electrones intercambiados se hizo mediante cronoamperometria y voltam-
perometria utilizando para ello un ultramicroelectrodo de platino de 10 ym de dia-
metro sobre el que, debido al tamafio de su superficie, la difusion del analito hacia
el electrodo es semi-esférica en lugar de semi-infinita como lo es en el caso de los

macroelectrodos.

El mecanismo de reaccion propuesto para la reaccién del galato de propilo con el
ion superoxido fue elucidado con ayuda de un programa de computacién llamado
Digielch de la compaiia Gamry Instruments. En este software se pueden simu-
lar las reacciones de transferencia de carga y quimicas que estan involucradas
en un mecanismo de reaccién determinado. El programa puede o no trabajar con
datos experimentales para hacer la simulacién. Sin embargo, al incorporar datos
experimentales el programa ajusta el mecanismo propuesto a los datos reales. El
programa realiza una optimizacién de cada uno de los parametros cinéticos y ter-
modinamicos mediante una regresion no lineal en la que minimiza la desviacion
estandar por iteraciones de los datos simulados y experimentales, para al final ob-
tener los nuevos parametros ajustados. En el presente trabajo se utilizé Digielch 8
para simular los resultados de los voltamperogramas y cronoamperogramas obte-
nidos experimentalmente. De esta manera se plantea un mecanismo de reaccién
que explica el comportamiento del sistema al ir aumentando la concentracién de

galato de propilo en cada adicion.
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CAPITULO VI: RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Experimentos electroquimicos

De los experimentos en presencia de oxigeno, en cada sesion experimental se ini-
ciaba con un voltamperograma del electrolito, al haber solo oxigeno disuelto en la
disolucion en equilibrio con la atmésfera (0.3 mmol L) y al ser la Gnica especie
electroactiva en la ventana de potencial, se utilizé como referente de la limpieza del
electrodo y de la preparacion del electrolito. La interpretacion de la forma del vol-
tamperograma de la Figura 6.1 se puede entender mediante la ecuacion de Nernst.
A medida que disminuye el potencial del electrodo se observa un incremento de la
corriente faradaica que indica el inicio de la transferencia electrénica desde el con-
ductor electronico hacia el oxigeno disuelto en el conductor iénico, lo cual quiere
decir que los electrones en el electrodo son de mayor energia que el orbital molecu-
lar mas bajo desocupado (LUMO) del oxigeno, la diferencia de energia promueve la
transferencia electronica y el oxigeno se reduce a superdxido. La semirreaccion de
reduccion genera una respuesta en corriente que ira aumentando hasta alcanzar

un maximo conocido como corriente de pico, en este caso, catddico.
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Figura 6.1. Voltamperograma ciclico del par O, /0% en DMSO a 0.1V s~ en presencia de TBAPFg
0.1 mol L=, ET: carbono vitreo; ER: alambre de plata con una disolucién 0.1 mol L~' TBAPFg en
DMSO; CE: barra de grafito. De acuerdo con la literatura, los coeficientes de difusién para el O, y
0% 50N Doyigeno =4.3x1075 cm? 571 y Dgypersxido= 1-6x107° cm? s~ (Gonzaga, 2019), y la constante
heterogénea de intercambio de electrones(k®) igual a 0.014cm s~ (Belmont-Bernal et al., 2016).
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Una vez alcanzada la corriente de pico, se observa que la corriente empieza a dis-
minuir conforme sigue disminuyendo el potencial. La razon de este comportamiento
es que, al disminuir el potencial del electrodo, la capa de difusion también crece,
retardando el transporte del oxigeno desde el seno de la disolucién hacia la su-
perficie del electrodo segun los perfiles de concentracion mostrados anteriormente
en la Figura 4.13. Entonces, por mas que disminuya el potencial, el proceso global
de reduccién del oxigeno estara limitado por la difusion, siendo la transferencia de
carga mas rapida que el transporte de materia, por lo que a medida que el oxigeno
llega al electrodo inmediatamente se reduce y forma superéxido. Mas adelante en
el experimento, una vez que se alcanza el valor del potencial de inversion (-1.1 V),
comienza el barrido anédico, esta vez hacia potenciales mas altos. El ion superoéxi-
do recién formando y localizado en la vecindad del electrodo, ahora experimentara
una reaccion de oxidacién, formando oxigeno molecular conforme se aproxime el
potencial del electrodo al potencial estandar del par redox, lo cual se vera reflejado
en un aumento paulatino de la corriente de oxidacién hasta alcanzar el pico anddi-
co (-0.563 V). Nuevamente los iones superoxido difundiran hacia la superficie del
electrodo y el flujo disminuird a medida que aumenta el potencial de electrodo y
crece la capa de difusién, limitando la reaccion de oxidacion y observandose una
disminucion de la corriente anédica en funcion del inverso multiplicativo de la raiz

cuadrada del tiempo.

6.1.1 Experimentos para el PG en ausencia de O,

Los resultados del galato de propilo en ausencia de O, se muestran en la Figura 6.2.
En este caso el barrido de potencial inicia en 0.0 V hacia un potencial negativo de
-0.2 V, después comienza el barrido anddico hasta 1.5 V en donde se invierte el
sentido del barrido y regresa nuevamente a 0.0 V completando el ciclo. Fueron
10 uL de concentracion 55 mmol L~' de galato de propilo los que se agregaron
para hacer los experimentos a diferentes velocidades de barrido. El rango de ve-
locidades de barrido estuvo comprendido entre 10 y 500 mV. Para cada una de
las velocidades se hizo también la exploracién en ausencia de galato de propilo,
esto para restar la contribucion del electrolito a la corriente faradaica. El resultado

de la resta del electrolito se muestra en la Figura 6.2a. Como se puede observar,
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el voltamperograma presenta un comportamiento irreversible, debido a que las co-
rrientes anddicas y catodicas son de magnitudes diferentes y los potenciales de
pico estan muy desplazados entre si, ademas que se logra apreciar la formacion
de otra especie en el barrido anddico al incrementar la rapidez, lo que sugiere una
reaccion quimica acoplada a la reaccion electroquimica o el radical del PG recién
formado sufre una segunda oxidacién para formar la quinona correspondiente de
acuerdo con (Gunckel et al., 1998), lo que impide que el proceso sea reversible
quimicamente y a su vez electroquimicamente, porque la especie que se reduce al
invertir el barrido, no es la misma que la que se oxida o quizas solo una pequefa
fraccion de la especie oxidada se reduce debido a que el resto reaccioné quimi-
camente formando una especie no electroactiva en el rango de potencial utilizado,
provocando la disminucién de la corriente catédica. También se observa que la co-
rriente catédica crece al aumentar la velocidad de barrido, posiblemente por una

competencia con la constante de rapidez de la reaccién quimica acoplada.
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Figura 6.2. Resultados del galato de propilo afadiendo una alicuota de 10 uL de concentracién 55
mmol/L a la disolucién de electrolito soporte bajo atmdsfera de N,. ET: carbono vitreo;, ER: alambre
de plata con una disolucién 0.1 mol L~ TBAPFg en DMSO; CE: barra de grafito.
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El ajuste lineal en el gréfico de las corrientes de pico en funcién de la raiz cuadra-
da de la velocidad de barrido (Figura 6.2b) expone una transferencia de materia

controlada por difusion, obteniendose el mejor ajuste para las corrientes anédicas.

Por otra parte, en la Figura 6.2¢ se representa la funcién corriente (Ecuacion 6.1)
construida a partir de los datos de los voltamperogramas anteriores. La funcién
corriente se utiliza para conocer si hay complicaciones mecanisticas o de irrever-
sibilidad que de otra manera serian dificiles de interpretar solo con lo voltampero-

gramas.

xlot) = nFACV7Do ©.1)

Donde x(ot) es la funcion corriente y o representa la rapidez de barrido, i, n, t, F,

A, C'y D tienen su significado usual.

Para sistemas reversibles el grafico de la funcién corriente a distintas velocidades
de barrido es el mismo porque se estandariza la corriente al dividirla entre la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido, tomando en cuenta que la corriente de pico
depende de la raiz cuadrada de la velocidad barrido de acuerdo con la ecuacion
de Randles-Sevcik, lo que evidentemente no se logra en la Figura 6.2c y por tanto

apoya la afirmacion de ser un sistema irreversible.

6.1.2 Experimentos para el PG (disolucion 55 mmol/L) en presencia de O,

En cuanto a los resultados en presencia de oxigeno a diferentes concentraciones
de PG (Figura 6.3), al iraumentando la concentracién del galato de propilo por cada
adicion, aparece un prepico catédico que aumenta significativamente y se despla-
za a potenciales mas bajos conforme incrementa la concentracion; asimismo, el
pico catédico crece ligeramente y se desplaza a potenciales mas altos. Esto podria
deberse a la formacion de un aducto seguido por una transferencia de atomo de

hidrégeno (Ahmed y Shakeel, 2012).

La aparicion del prepico catodico puede deberse a la formacién de un aducto entre
el recién formado ion superoxido a potenciales relativamente mas altos que los

observados en ausencia del PG. A medida que aumenta la concentracion de galato
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de propilo se forma también mas aducto y por eso el prepico crece. Como en este
punto la reduccion de oxigeno esta sucediendo de forma temprana, agregar mas
PG favorece también que sea mayor la cantidad de superdxido que genere una
respuesta en corriente en el pico catoédico (Figura 6.3a), parte puede provenir de
la desintegracion del aducto previamente formado y el resto del oxigeno disuelto

presente.

La presencia de un antioxidante capaz de donar su electréon como lo es el galato
de propilo junto al recién formado radical superoxido, idoneo para aceptarlo, favo-
rece la reaccion entre los dos, por lo tanto, al invertir el sentido del barrido hacia
la oxidacion la cantidad de superoéxido disponible ya no es la misma que cuando
el galato de propilo estaba ausente, pues una parte de él reacciond por lo que la
cantidad de oxigeno que ahora se puede formar es inferior que en la condicién en
la que no habia PG. Visualmente esto se puede apreciar en la disminucion de la
corriente anddica al agregar mas antioxidante. Es decir, el galato de propilo tuvo
que oxidarse para estabilizar al ion superéxido, convirtiendo el sistema de reversi-
ble a irreversible. Ademas, se detecta una segunda sefial anddica que crece con
la concentracion de antioxidante, en este caso el radical del PG estabilizado por
resonancia puede ser electroactivo a una segunda oxidacién para terminar de es-

tabilizarse.

Los resultados de los cronoamperogramas a diferentes concentraciones muestran
cémo disminuye y aumenta la corriente en funcién del tiempo para la reduccién y
oxidacion, respectivamente (Figura 6.3c y Figura 6.3d). La tendencia es similar a
lo observado en los voltamperogramas, un aumento en las corrientes catédicas y

una disminucion en las andédicas.

6.1.3 Experimentos para el PG (disolucion 15 mmol/L) en presencia de O,

Los experimentos anteriores se repitieron haciendo adiciones de 5y 10 uL partien-
do ahora de una disolucion 15 mmol/L de PG. Los resultados se muestran en la
Figura 6.4. Entre las principales diferencias estan que las corrientes de pico cato-
dicas decrecen ligeramente en valor absoluto conforme se agrega PG, podemos
decir que se mantienen constantes (Figura 6.4a), contrario a lo que pasaba con las

adiciones de concentracion 55 mmol/L, en donde se observa un aumento significati-
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Figura 6.3. Resultados experimentales para el sistema O, /O3~ a diferentes concentraciones de PG
(disolucion 55 mmol/L). El pulso de potencial para la reduccién fue de -0.2 V hasta -0.85 V y para la
oxidacién de -0.85 V a -0.2 V. ET: carbono vitreo; ER: alambre de plata con una disolucién 0.1 mol L~
TBAPFg en DMSO; CE: barra de grafito.

vo. Sin embargo, los prepicos siguen creciendo, pero con magnitudes inferiores por
ser menor la concentracion. Analogamente las corrientes de pico anddicas presen-
tan una disminucién menos pronunciada por lo que el sistema es aparentemente
quasi-reversible. Por ultimo, la segunda sefal anddica que se mostraba a mayores

concentraciones en los voltamperogramas de la Figura 6.4a ahora esta ausente.

La explicacién a la primera diferencia en donde las corrientes catédicas se mantie-
nen constantes puede interpretarse con lo previamente mencionado, la formacion
del aducto en este nuevo rango de concentraciones es menos evidente, por lo tan-
to, su contribucion a la produccion del radical superéxido no es significativa por lo
que practicamente todo el O35~ que se forma proviene del oxigeno disuelto en la
interfase electrolito-electrodo. A pesar de ello las corrientes anddicas disminuyen

por la reaccion directa entre el antioxidante y el O5~, algo que ya se podia ver en los
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voltamperogramas a mayor concentracioén. De igual manera en los experimentos
anteriores la formacion de la segunda sefal anddica no se observa en este nuevo

rango de concentraciones de PG, concentraciones bajas.

Por su parte las diferencias en los cronoamperogramas confirman la variacion sig-
nificativa de la corriente para las corrientes anddicas (Figura 6.4d), pero no asi para
las catédicas (Figura 6.4c), en estas ultimas los cronoamperogramas se llegan a
superponer por la pequefia diferencia de corriente que existe entre ellas y que ilus-

tra lo que se observa en los voltamperogramas.
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Figura 6.4. Resultados experimentales para el sistema O, /O3~ a diferentes concentraciones de PG
(disolucién 15 mmol/L). El pulso de potencial para la reduccién fue de -0.2 V hasta -0.85 V y para la
oxidacién de -0.85 V a -0.2 V. ET: carbono vitreo; ER: alambre de plata con una disolucién 0.1 mol L1
TBAPFg en DMSO; CE: barra de grafito.

Finalmente, a partir de los cronoamperogramas de la Figura 6.4b se realiz6 el gra-
fico de corriente en funcion de ¢t 1/2 de acuerdo con la ecuacion de Cottrell, los

resultados se muestran en la Figura 6.5a para la reduccién y la Figura 6.6b para

la oxidacion. De los graficos se puede interpretar que a tiempo largos (t~'/2 mas
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bajos) y mayores concentraciones, la respuesta en corriente para los cronoampe-
rogramas de oxidacion empiezan a perder su linealidad, por lo que el sistema esta
controlado por difusién, sin embargo, a tiempos largos ocurren otras reacciones
como la transferencia de electron o proton entre el PG y el O3~ que desvian este

comportamiento de la linealidad.
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Figura 6.5. Resultados del tratamiento de Cottrell para los cronoamperogramas que se obtuvieron
con adiciones de la disolucion 15 mmol/L de PG.

6.1.4 Determinacién del coeficiente de difusion y el numero de electrones inter-

cambiados del galato de propilo

Para determinar el coeficiente de difusion del galato de propilo se realizé un vol-
tamperograma ciclico utilizando un ultramicroelectrodo de platino de 10 um de dia-
metro (Figura 6.6). La ventana de potencial fue desde -0.2 V hasta 1.0 V, iniciando
y terminando en -0.2 V. La corriente de difusién en estado estacionario para estos
sistemas es igual a:

iy =4nFCDr (6.2)

Donde i es la corriente de difusion en estado estacionario y r el radio del electrodo.

Al utilizar un material de referencia como el ferrocenmetanol (FcMeOH) en las mis-
mas condiciones de nuestro analito podemos conocer el coeficiente de difusion o
el numero de electrones intercambiados si conocemos el otro parametro. El co-
ciente de corrientes de estado estacionario obtenidas por voltamperometria con el

ultramicroelectrodo muestra como se puede obtener este resultado:

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 46



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA CAPITULO VI: RESULTADOS Y DISCUSION

iy  9.726010° A 4nFCDr  nCD

it. 144210 °A  4n*FC*D*r  C*D*

(6.3)

Donde i*, es la corriente de estado estacionario del ferrocenmetanol, n* es su nu-
mero de electrones intercambiados, C* su concentracion y D* el coeficiente de
difusion. Para este sistema se conoce con precision que el nUmero de electrones
que intercambia es igual a 1 (n* = 1). La concentracién de FcMeOH que se utilizé
fue de 1.93 mmol L=, el radio 5x107® m y F igual a 96485.33 C mol~'. De esta

manera, de la Ecuacion 6.2, D* es igual a 3.87x1078 cm? s~'.
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tanol. [FeMeOH] = 1.93 mmol L. propilo. [PG] = 11.05 mmol L~".

Figura 6.6. Voltamperogramas ciclicos para FeMeOH y PG en la disolucién del electrolito soporte
utilizando un microelectrodo de Pt como ET. ER: alambre de plata con una disolucién 0.1 mol L~
TBAPFg en DMSO; CE: barra de grafito. Velocidad de barrido = 20 mV s~".

Si suponemos ahora que el galato de propilo intercambia también 1 electron (n = 1).

El coeficiente de difusion D, del PG es igual a:

i, C*D* (9.7262107° A)(1.93 mmol L™1)(3.872107° cm? s71)

D —
it ,nC (1.44210=2 A)(1)(11.05 mmol L~1)

(6.4)

D=457210"6 cm? s7! (6.5)

Al repetir el experimento cinco veces, se obtiene un valor promedio del coeficiente

de difusion del galato de propilo de:

D =4.5210540.1 cm? s} (6.6)
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donde el valor 0.1 cm? s~ representa la desviacion estandar de los datos. Hasta
donde sabemos (o tenemos conocimiento) no se encuentra reportado en la litera-

tura el valor de D para el galato de propilo bajo estas condiciones de estudio.

De igual manera, pero ahora realizando una cronoamperometria (Figura 6.7) con
un pulso de potencial de 0.1 a 1.4 V, la corriente de estado estacionario para la
oxidacion de una disolucion 7.78 mmol L' de PG fue de 6.54 nA. Por lo que asu-
mir que el PG intercambia un electron implica que al sustituir este valor y el del
coeficiente de difusién anterior en la Ecuacion 6.2 de estado estacionario debemos

obtener una magnitud cercana a los 6.54 nA, solo sin = 1:

18 1
16 1
14 1

12 A

10 A

Corriente (nA)

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0
Tiempo (s)

Figura 6.7. Cronoamperograma del galato de propilo ([PG]=7.78 mmol L") en el electrolito soporte
utilizando un microelectrodo de Pt como ET. ER: alambre de plata con una disolucién 0.1 mol L~
TBAPFg en DMSO; CE: barra de grafito. Pulso de potencial de 0.1 a 1.4 V.

igs =4nFCDr=4(1)(96485.33 C mol™1)(7.78 mol m=3)(4.52107° m? s71)(52107% m)
(6.7)
i =6.762107 A =6.76 nA (6.8)

De esta manera podemos considerar que el niUmero de electrones que intercambia
el PG es igual a 1, al ser el valor de ig, = 6.76 nA cercano al que se obtuvo de

manera experimental, i;; = 6.54 nA.

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 48



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA CAPITULO VI: RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.5 Simulacion de los resultados experimentales obtenidos en voltamperometria

y cronoamperometria

En voltamperometria ciclica, la formacion de diferentes productos debido a reac-
ciones quimicas acopladas a la reaccion principal, modifican los perfiles de los vol-
tamperogramas. En algunos casos resulta complicado establecer qué reacciones
estan sucediendo porque dependiendo de la velocidad de barrido, concentracion,
ventana de potencial, entre otras variables, se forman diferentes picos y prepicos,

y con ello también se pueden sugerir diferentes mecanismos de reaccion.

Para solucionar este problema se utilizé el programa Digielch 8 para simular los
resultados de los voltamperogramas y cronoamperogramas que se obtuvieron ha-
ciendo adiciones de la disolucién 15 mmol/L de galato de propilo. Las reacciones

que se propusieron fueron las siguientes:

Oy+e =05 (6.9)
PG+ 05 &= PGO5” (6.10)
PGOS™ = HOS+ PG~ (6.11)
05 +PG~——=P (6.12)

La dltima reaccion quimica se plantea como irreversible para disminuir la concen-
tracién de superoxido, es decir, que el PG~ actue como antioxidante, para que de
esta manera al momento de hacer el barrido anddico sea menor la cantidad de
oxigeno que se produzca observandose una disminucién de la corriente anddica.
La formacioén del producto P puede o no englobar a dos especies puesto que no
participan en otra reaccién, entonces, la especie quizas sea un anion radical del
galato de propilo o también puede suceder que PG~ pierda un segundo protén y

forme la quinona correspondiente.

El programa también permite para las reacciones de transferencia de carga (redox)
establecer el potencial estandar, el coeficiente de simetria y la constante de trans-
ferencia de carga. En cuanto a las reacciones quimicas lo que se ajusta son las

constantes de equilibrio en caso de ser reversibles y las constantes de velocidad.
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Los voltamperogramas de la Figura 6.4a se cargaron en el programa de simula-
cion, en este caso se fijaron los parametros de la reaccion redox O,/0O%~ asi como
las concentraciones de cada una de las especies consideradas en el mecanismo.
En cambio, las contantes de equilibrio y de velocidad se pidieron al programa las

ajustara mediante la minimizacién de la desviacion estandar por iteraciones.

Los resultados por pares (simulacién/experimental) se muestran en la Figura 6.8.
Como se puede ver, el programa fue ajustando los valores de los parametros del
mecanismo por cada voltamperograma experimental, hasta finalmente obtener los
valores ajustados (en azul) de las constantes de equilibrio y velocidad que se mues-
tran en la Tabla 6.1. En la Figura 6.8h se muestran todos los voltamperogramas
simulados juntos. Es notorio que el mecanismo sugerido representa en buena me-
dida lo que se obtuvo de manera experimental, es decir, cambios significativos en
las corrientes anddicas, pero menos pronunciados en las catddicas, asi como la

formacion de los prepicos que ademas crecen a mayor concentracion de galato de

propilo.
Reaccpnes de EO(V) N s
transferencia de carga
Oy+e =05 -0.558 0.6 0.01
Reacciones quimicas Keq Ks Ko
PG+035 = PGO3~ | 1.9897x10° | 1.25x10" 6282.2
PGOS™ = HO3+ PG~ | 3.27x107 323 9.8776x10°
0y +PG~ — P _— 6.6048x10° 0
Especies D(cm?/s) | C,pa(mol/L)
O, 6x10~° 0.00025
05~ 3x10°° 0
PG 1x107° variable
PGO5~ 1x10~° 0
HO; 1x10° 0
PG~ 1x10~° 0
P 1x10~° 0

Tabla 6.1. Mecanismo de reaccién propuesto junto con los valores de cada uno de los parametros de
la simulacion.

De igual manera, una vez que el mecanismo de reaccién se ajusto a los voltampe-

rogramas, se utilizé para hacer lo mismo con los cronoamperogramas, usando para
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ello los nuevos valores ajustados. Los resultados de los cronoamperogramas por
pares se muestran en la Figura 6.9 y todos los simulados juntos en la Figura 6.9f.
Para una mejor apreciacion de los cronoamperogramas de doble pulso se dividie-
ron en cronoamperogramas de reduccion y oxidacién, Figura 6.10a y Figura 6.10b,
respectivamente. Nuevamente los graficos son muy parecidos a los representados
en la Figura 6.4. En el caso de la reduccion se traslapan entre si y solo se logra
ver un unico cronoamperograma, en cambio en la oxidacion las corrientes anddicas

disminuyen por aumento de la concentracion de PG.

Por ultimo, se graficaron las corrientes anddicas y catdédicas en funcion de ¢ 1/2
(Figura 6.11), siguiendo el mismo tratamiento de Cottrell. Los gréficos de la oxida-
cion son semejantes a los de la Figura 6.6b, sin embargo, los de la reduccion se
superponen debido a que los cronoamperogramas respectivos eran practicamente

los mismos para todas las concentraciones.

Como recurso adicional el programa Digielch tiene otros apartados en donde grafica
por aparte los perfiles de concentracion en funcién de la distancia y las concentra-
ciones superficiales en funcion del potencial para cada especie. Los resultados se

muestran en la Figura 6.12 y Figura 6.13.

6.1.5.1 Perfiles de concentracion en funcion de la distancia al electrodo

El grafico mostrado en la Figura 6.12a que se relaciona con el grafico de la Figu-
ra 6.8a en los que el PG esta ausente, detalla la variacidon de los perfiles de concen-
tracién en funcion de la distancia conforme se explora la ventana de potencial, al
principio, cuando E = 0 y no se aprecia una corriente faradaica, las concentraciones

de ambas especies son constantes (O, =0.25 mMy O3~ = 0), es decir,

J[Red]

ox

~0 (6.13)

=0

debido a que el potencial es insuficiente para lograr la conversion de O, a O3~ en
el barrido catédico. En un segundo punto cuando se disminuye el potencial y la co-
rriente faradaica esta presente, las tazas de cambio seran proporcionales entre si
para ambas especies, pero esta vez no seran igual a cero porque ya esta ocurrien-

do la reduccidn, por lo tanto, se apreciara como la concentracién de O, disminuye

Estudio electroquimico en DMSO del galato de propilo y su reaccién con el ion superéxido 51



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA CAPITULO VI: RESULTADOS Y DISCUSION

y la de O3~ aumenta. Siguiendo con el barrido se encuentra el punto en el que el
potencial de electrodo es igual al potencial formal, en el cual las concentraciones
de O, y O3~ son iguales si v es igual a uno. Existe un mayor agotamiento de O,
y formacion de O5~. Después, en el pico catddico, la corriente esta controlada por
difusion a diferencia de los puntos anteriores en donde la cinética de transferencia
electronica controlaba la respuesta, O, se sigue agotando y O3~ se acumula. En
el siguiente punto, punto de inversion del potencial, la concentracién de O, se ha
vuelto practicamente cero, mientras que la de O3~ ha alcanzado su maximo, recor-
dando lo que se menciond en la Seccién 6.1, la capa de difusién de Nernst sigue
creciendo y la difusion de O, hacia el electrodo se ralentiza. Posteriormente en el
barrido anddico al alcanzar de nuevo el potencial formal, los perfiles de concentra-
cion muestran un minimo para el O, y un maximo para el O35, lo que quiere decir
que las concentraciones respectivas estan recuperando su valor original. Nueva-
mente los flujos de ambas especies en este punto son iguales. En el pico anddico
la concentracion de O, aumenta tendiendo a su valor original (0.25 mM) y la de

5 se agota tendiendo a cero. Finalmente, al regresar al potencial de inicio E = 0,
la concentracion de oxigeno practicamente ha recuperado su valor original y la de
superoxido ahora es cero. La representacion de todos los cambios en funcion de la
distancia se muestran de manera resumida en la Figura 6.12a una vez que se ha

completado el ciclo.

De manera andloga pero esta vez en presencia de diferentes concentraciones de
galato de propilo, se aprecian los perfiles de concentracion de las demas espe-
cies. En estos casos el maximo de concentracion de O3~ que se puede alcanzar es
inferior que cuando PG estaba ausente, porque en el mecanismo de reaccién se
propone la formacién de un aducto y la reaccion con PG, lo que disminuye su con-
centracién. En cambio, el minimo que se alcanza para oxigeno es practicamente el
mismo para cualquier concentraciéon de PG, posiblemente porque en el barrido ca-
tédico, antes de alcanzar el pico de reduccion, las reacciones que se llevan a cabo
son la formacién y desintegracion del aducto que en la Subseccién 6.1.3, se plan-
ted la idea no contribuyen de manera significativa en la corriente de pico catodica y
practicamente la respuesta la da el oxigeno disuelto en la vecindad del electrodo.

Por eso, la corriente catédica se mantiene aproximadamente constante. Sin em-
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bargo, su concentracion al final del experimento no es igual a 0.25 mM como en el
caso anterior, porque parte del superdxido reaccion6 con el PG~ y provocé que se
formara menor cantidad de O, al invertir el barrido. Los perfiles de concentracion
de PG muestran cémo se fue incrementando su concentracion inicial, ademas de
como empieza a agotarse conforme el ciclo avanza hasta volverse practicamente
cero. Por otro lado, al inicio las concentraciones de PG~ (linea rosa) superpuesta
con la de HO; (linea café, no se aprecia) son iguales a cero, pero crecen a medida
que el experimento avanza de manera proporcional a la disminucién de PG hasta

alcanzar un valor constante.

6.1.5.2 Concentraciones superficiales en funcion del potencial

Las concentraciones superficiales en funcion del potencial (Figura 6.13) represen-
tan de manera equivalente a los graficos anteriores como varian las concentracio-
nes de cada una de las especies durante el barrido anddico y catédico. La con-
figuracion que tiene el eje x en las graficas es un poco inusual, comienza a la
izquierda en 0.0 V y termina a la derecha en 0.2 V, pero disminuye y aumenta en
todo ese rango, estando como punto intermedio el potencial de inversion del vol-
tamperograma igual a -1.1 V. Tomando esto en cuenta se puede entender cémo en
la Figura 6.13a en el barrido catodico la concentracion de oxigeno comienza siendo
0.25 mM y empieza a decaer a cero un poco antes de -0.58 V que es el potencial
formal, a potenciales posteriores se mantiene en cero y empieza a crecer de nuevo
cuando el potencial se aproxima a -0.58 V hasta volverse constante alcanzando su
valor inicial. Contrario al perfil de concentracion del O, esta el del O~ que empieza
siendo cero en 0.0 V y en potenciales cercanos a -0.58 V comienza a crecer hasta
aproximadamente 1.1 mM manteniéndose constante para después decrecer a cero

en el segundo punto de -0.58 V.

La presencia de PG para los demas graficos sefiala como se agota esta especie
para cualquier concentracion inicial hasta llegar a ser cero a potenciales cercanos
a-0.4V en el barrido catddico. Es importante mencionar que como participa en una
reaccion quimica (Ecuacion 6.10) le impide regenerarse en el barrido anddico. De
forma contraria ocurre la formacion de PG~ y HO3, su concentracion inicial es cero,

pero conforme transcurre el barrido su concentracién aumenta hasta ser constante
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en el resto del experimento. Las concentraciones de O, y O35~ en estas situaciones
han cambiado porque el superédxido reacciond, lo que a su vez hizo que se formara
menos oxigeno en el barrido anddico. A medida que aumenta la concentracion de
PG se puede observar como el maximo de concentracion del O3~ va disminuyendo
hasta ser aproximadamente 0.9 mM para la concentracion 150 uM de PG, con
respecto al O, su concentracion inicial en el barrido anddico es practicamente la
misma, pero al regenerarse en el barrido anddico no alcanza el maximo de 0.25 mM
porque parte de O3~ reacciono lo que impide que se restablezca la concentracion

inicial de O, en la oxidacion.
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Figura 6.8. Resultados de la simulacion en voltamperometria ciclica de los experimentos con adicio-

nes de la disolucién 15 mmol/L de PG.
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Figura 6.9. Resultados de la simulacién en cronoamperometria de los experimentos con adiciones de
la disolucién 15 mmol/L de PG.
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Figura 6.12. Perfiles de concentracion en funcion de la distancia para cada una de las especies en el
mecanismo de reacccion al término de la simulacién para las diferentes concentraciones de PG.
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Figura 6.13. Concentraciones superficiales en funcién del potencial para cada una de las especies
en el mecanismo de reacccién al término de la simulacién a diferentes concentraciones de PG.
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CONCLUSIONES

e La reduccion y oxidacion del par oxigeno/superoxido, utilizando como elec-
trolito TBAPF5 en DMSO y un electrodo de trabajo de carbono vitreo, es un
proceso cuasirreversible que ademas sirvio como referente en la limpieza del

electrodo y preparacion del electrolito para los posteriores experimentos.

e Se estudio la oxidacién del galato de propilo mediante voltamperometria ci-
clica, de donde se encontro que el sistema en ausencia de O, es irreversible.
Asi también el niUmero de electrones intercambiados (n=1) y el coeficiente de
difusion (D = 3.97x10~%cm?/s) se obtuvieron por voltamperometria y crono-

amperometria utilizando un ultramicroelectrodo de platino.

e Lareaccion O,+e~ = O35 en presencia de galato de propilo se vuelve quimi-
camente irreversible debido a la reaccion entre el anion superoxido y el PG~

con una constante k; igual a 6.6048x10° s ".

e Como herramienta util para elucidar el mecanismo de reaccion del antioxidan-
te en presencia de oxigeno, el programa de simulaciéon ayudo a proponer un
mecanismo viable que representa en buena medida lo obtenido experimen-
talmente en voltamperometria y cronoamperometria. De esta simulacién se
pude concluir que la reaccion entre el galato de propilo y el ion superéxido se
lleva a cabo mediante la formacion de un aducto y la transferencia de protén.
Ademas, los graficos de los perfiles de concentracion y de concentracion su-
perficial ayudaron a entender de una manera mas clara como se modifican

las concentraciones de las especies durante los experimentos.

e Como propuesta de trabajo a futuro se recomienda determinar la constan-
te de transferencia de carga (k) de manera experimental. Al ser un sistema
irreversible quimicamente la dificultad para conocer este parametro cinético
crece significativamente. Asi también se pueden hacer estudios para deter-
minar la actividad/capacidad antioxidante del galato de propilo y comparar su

efectividad frente a otros antioxidantes cominmente utilizados.
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ANEXO
ANEXO A: ELECTRODO DE PSEUDO-REFERENCIA

Un electrodo de pseudo-referencia se distingue de los electrodos de referencia con-
vencionales, también conocidos como verdaderos o reales (Clase 0, 1, 2y 3), por-
que en el primero no se alcanza un equilibrio termodinamico, debido a que no exis-
te un ion comun entre los conductores ionico y electronico. El uso de este tipo de
electrodos es recomendable en disolventes no acuosos o liquidos iénicos porque
utilizar electrodos de referencia reales conlleva la contaminacién del electrolito so-
porte con moléculas o iones indeseables, ademas que el disolvente con el que se
construyen es comunmente agua. Debido a que no se alcanza el equilibrio termo-
dinamico, no se puede calcular el potencial del electrodo, por lo tanto, es necesario
utilizar un par redox de referencia cuyo potencial formal o estandar sea conocido
y estable en diferentes disolventes (ferroceno/ferricinio o cobaltoceno/cobalticinio)
para después relacionar los potenciales de las especies estudiadas con este par o
bien utilizar un electrodo de referencia convencional para medir su potencial. Una
ventaja de este tipo de electrodos es que disminuyen la impedancia del sistema
al no existir un puente salino ademas que el potencial de unién liquida es minimo

(Bard y Faulkner, 2001; Inzelt, 2013; Kahlert, 2010).
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