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Resumen

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de origen vegetal, que han
despertado gran interés debido a sus efectos potencialmente benéficos para la
salud humana, por ejemplo, se ha reportado que tienen actividad antiviral, anti-
alérgica, anti-inflamatoria, antitumoral y antioxidante. Los flavonoides se pueden
clasificar en seis clases, segun los grupos funcionales que posean. Una de estas
clases corresponde a los flavonoles que poseen dos anillos arométicos ligados
mediante un anillo pirano, sustituidos por un grupo carbonilo y uno o mas grupos

hidroxilos, la 3-Hidroxiflavona (3-HF) es la estructura base de los flavonoles.

En esta memoria se evalud la capacidad antioxidante de cinco flavonoles,
mediante su reactividad frente al oxigeno molecular singulete, a través de la
determinacion de la constante de velocidad de reaccion quimica. Se determiné
ademas, la influencia de la cantidad relativa de agua en la mezcla metandlica, el
pH del medio y la presencia de cationes divalentes, sobre la constante de

velocidad de reaccion quimica de flavonoles con oxigeno molecular singulete.

La reactividad entre el flavonol (3-HF, Kaemp, Miric, Quer, Fise) y oxigeno
molecular singulete es dependiente de la sustitucion de los anillos aromaticos,
especialmente de la sustitucion que posee el anillo B de la molécula. Se
observé que la constante de velocidad de reaccion entre los flavonoles, Quer y
3-HF, y oxigeno molecular singulete, es fuertemente influenciada por el pH del
medio debido a la desprotonacion de los grupos hidroxilos presentes en la
molécula. Ademas se determindé que la constante de velocidad de reaccion

guimica aumenta con el incremento en la cantidad de agua en el medio.

Por otra parte, la reactividad de los flavonoles, Quer y 3-HF, con oxigeno
molecular singulete es modificada en presencia de cationes divalentes. El aducto
formado entre el flavonol y catibn presenta una mayor reactividad que el

flavonol libre. El tipo de cation y su tamario, influenciaria directamente en el tipo

ix



de complejo formado, evidencidndose en los cambios en los espectros de
absorcion y posteriormente en los cambios de reactividad del flavonol frente al

oxigeno molecular singulete.



Summary

Study of the reactivity of singlet molecular oxygen with flavonoids. Effect

of the medium.

Flavonoids are polyphenolic compounds of vegetal origin. In the last
years, they have generated great interest because of their potentially beneficial
action for human health (flavonoids have antiviral, anti-allergic, anti-inflammatory,
antitumor and antioxidant activities). Flavonoids can be classified in six different
classes, according to the functional groups present in the molecular structure.
One of these families is the flavonols family, which have two aromatic rings linked
by a pyran ring with a hydroxyl group and a carbonyl group in the positions 3 and
4 respectively. 3-Hydroxyflavone (3-HF) corresponds to the basic structure of the

flavonols family.

In this thesis, we evaluated the antioxidant capacity of five flavonols,
determining their chemical reactivity with singlet molecular oxygen, by measuring
their chemical reaction rate constants. The influence on the chemical reaction
rate constant of the medium (by varying the proportion of water in methanol-

water mixtures), of pH and of the presence of divalent cations was also studied.

Our results show that the reactivity between the flavonol (3-
Hydroxyflavone, Kaempferol, Miricitin, Quercitin, Fisetin) and singlet molecular
oxygen is dependent on the substitution of the aromatic rings, particularly when
substitution on ring B is present. The reaction rate constant between the
flavonols, 3-HF or Quer, and singlet molecular oxygen was observed to be
strongly influenced by the pH of the medium. Deprotonation of hydroxyl
substituents in the molecule increases the reactivity. We also found that the
chemical reaction rate constant increases with increasing the water proportion in
the solvent. Additionally, the reactivity of flavonols (3-HF and Quer) with singlet

molecular oxygen is modified in the presence of divalent cations. The association

Xi



compound formed between the flavonol and the cation shows a greater reactivity
than the free flavonol. Properties of the association complex depend directly on

the type of cation and its radius.
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1. Introduccidn

El oxigeno molecular, O,, es indispensable para muchos procesos que
ocurren sobre la tierra. Su presencia es clave tanto en la mantencién, como en
los mecanismos por los cuales la vida se extingue y la materia se destruye'. Por
ejemplo, el oxigeno es el ultimo aceptor de electrones en la cadena respiratoria
en organismos aerobios. Aunque, es indispensable para estos organismos, altas

concentraciones o bajo ciertas condiciones puede llegar a ser téxico.

El término especies reactivas de oxigeno (ROS) es utilizado para describir
especies que son mas reactivas que el oxigeno molecular. Algunas veces, se
refieren también a AOS (especies de oxigeno activas) y ROI (intermediarios
reactivos de oxigeno) y corresponden a especies moleculares en forma reducida
del oxigeno. En esta clasificacion se encuentran moléculas como anion
superoxido O,", radical perhidroxilo HO,", peréxido de hidrogeno H,O,, radical
hidroxilo OH" y oxigeno singulete *O,. Todas estas moléculas son tdxicas, y el
grado de destruccion dependera de su reactividad. En organismos vivos, altas
concentraciones pueden resultar en una oxidacion no controlada de diversas
estructuras celulares, incluyendo DNA, proteinas y membranas lipidicas,
originando la destruccion de la estructura celular. Para contrarrestar los efectos
de la presencia de ROS en los organismos vivos existen moléculas
antioxidantes, capaces de retardar o prevenir la oxidacion. Los antioxidantes se
pueden clasificar en dos grupos dependiendo de su solubilidad en agua

(hidrofilicos) o en el medio lipidico (hidrofébicos).



1.1. Oxigeno molecular singulete

El oxigeno molecular singulete se descubri6é en el afio 1924, no obstante,
el interés en esta especie comenz6 después de 1963 cuando Khan y Kasha
concluyeron que la quimioluminiscencia roja observada de la reaccion de

hipoclorito-oxigeno correspondia a la generacion de oxigeno molecular
singulete?.

El oxigeno molecular singulete O, (1Ag) es el estado excitado de menor
energia del oxigeno molecular, es una especie electrofilica sumamente reactiva.
Los electrones desapareados del oxigeno molecular presentan la posibilidad de
distribuirse dando lugar a cuatro configuraciones electronicas: un triplete (329')
estado de maxima multiplicidad y menor energia que corresponde al estado
basal, dos estados singuletes (*Axy 1Ay) gue poseen la misma energia y que en
conjunto se denominan 1Ag, y por ultimo un estado singulete 1Zg+ que es el de
mayor energia. En el gréfico de la Figura 1, se muestran los niveles energéticos

de los estados singuletes y triplete del oxigeno molecular singulete.

Energia /kJmol*

2t —— 3%y Ae=762nm
Ay —— 3%y Xog=1269nm

Distancia internuclear /nm

Figura 1.- Curva de energia potencial de los estados electronicos del oxigeno
molecular.



Los estados X basal y excitado, tienen momento angular cero y presentan
simetria cilindrica respecto al eje molecular. Al presentar distribuciones
electréonicas analogas, en la aproximaciéon de orden cero la reactividad del
oxigeno en estos dos estados sera de caracter dirradicalico y muy similar, en
procesos independientes de la naturaleza del espin y sin considerar el exceso
de energia de la especie excitada. Cuando el oxigeno se encuentra en el primer
estado singulete sus electrones se encuentran apareados, como se muestra en
la Figura 2, mostrando caracter diamagnético, por esta razon la reactividad del

oxigeno molecular singulete sera muy diferente a la del oxigeno en estado basal.

State Orbital Assignment

5 @ O,
. @, O,
N ONO)

Figura 2.- Representacion del tltimo nivel ocupado de los estados singuletes y triplete
del oxigeno molecular.

Las transiciones entre los diferentes estados electronicos del oxigeno no
son muy probables, dando excelentes ejemplos de reglas de seleccién basados
en cambios de spin y momento orbital angular de simetria y paridad®. La
transicion del estado excitado, ‘A, al estado basal, 329', es prohibida por espin,
asi el estado 1Ag posee un tiempo de vida relativamente largo. El segundo
estado excitado de mayor energia, lzg+, posee un tiempo de vida corto debido a
que las transiciones al estado excitado de menor energia son permitidas por
spin. Los tiempos de vida radiativos de los estados 1Ag y 1Zg+ en fases

condensadas, se encuentran entre 10°10° y 10*-10° segundos

respectivamente®.



Existen diversos métodos para la generacion de oxigeno molecular
singulete, los que se pueden clasificar en dos grandes grupos, dependiendo de
si la generaciéon ocurre a través de una reaccion quimica o mediante procesos
fisicos. En el primer caso, se encuentra, por ejemplo, la descomposicion de
endoperdxidos, en la cual algunos endoperoxidos aroméaticos sobre cierta
temperatura sufren la extrusion de una molécula de oxigeno en su primer estado

singulete excitado.

El método mas utilizado en la generacion de oxigeno molecular singulete,
mediante un proceso fisico, es la fotosensibilizacion. En este proceso un
sensibilizador absorbe un fotén de luz de una cierta longitud de onda,
generandose su estado singulete excitado, que evoluciona a un estado excitado
triplete, de tiempo de vida mas largo. El estado triplete puede transferir su
energia por intercambio electronico a una molécula de oxigeno en estado basal,
generandose oxigeno molecular singulete y el sensibilizador en estado basal. La
evolucion del estado singulete excitado del sensibilizador al estado triplete
excitado puede ser promovida por oxigeno molecular en estado basal, este
proceso generaria oxigeno molecular singulete y sensibilizador excitado en
estado triplete, disponible para la transferencia de energia al oxigeno molecular

basal, generandose otra molécula de oxigeno molecular singulete.

La generacion de especies reactivas de oxigeno utilizando el método de
fotosensibilizacion puede ocurrir a través de dos procesos, Tipo | y Tipo Il
(Figura 3.). Algunos sensibilizadores pueden generar especies reactivas
mediante estos dos procesos, sin embargo, otros sélo generan a través de una
de las dos vias. EI mecanismo tipo | involucra abstraccion de un atomo de
hidrogeno o transferencia de electron entre el estado excitado del sensibilizador
y un substrato, produciendo radicales libres. Estos radicales libres pueden
reaccionar con oxigeno y formar alguna especie reactiva de oxigeno, por

ejemplo, radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno, radical perhidroxilo, etc. En el



mecanismo tipo I, el oxigeno singulete es generado via un proceso de
transferencia de energia durante la colision del sensibilizador excitado singulete

o triplete con oxigeno triplete basal®.

Sensibilizador

Proceso tipo | l : Proceso tipo Il
radicales Sensibilizador » 10,
Substrato %0,
%0
2 Substrato
Producto de oxidaciéon Producto de oxidacion

Figura 3.- Esquema de oxidacion fotosensibilizada Tipo |y Tipo Il.

Los procesos involucrados en la fotosensibilizacion tipo Il se muestran a

continuacion.

S(So) 2> S(S1) >S(Ty) ec.1
S(T1) + 02(°Z4) > S(So) + 02 (*Ag) ec.2
S(S1) + 02(°%4,)> S(T1) + 02 (*Ay) ec.3

La reaccién de la ec.1 corresponde a la excitacion del sensibilizador, una
molécula organica en estado basal, S(Sy), absorbe luz generando un estado
excitado singulete S(S;), el cual, mediante cruce entre sistemas, genera
sensibilizador en estado triplete, S(T;). Desde este estado triplete el
sensibilizador tiene la capacidad de transferir su energia al oxigeno molecular en
estado basal, generando asi oxigeno molecular singulete, ec.2. Algunos
sensibilizadores pueden generar oxigeno molecular singulete desde su estado

singulete excitado. Los rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno



molecular singulete, bajo ciertas condiciones, pueden ser mayor que la unidad

debido a que la generaciébn puede ocurrir mediante los estados triplete y

singulete excitado del sensibilizador. La generacion fotosensibilizada de O (‘Ag)

tiene relevancia en areas de foto-oxidacion, terapia fotodinamica (PDT) de

cancer, tratamientos de purificacién de agua y ciencia de los polimeros®. En la

Figura 4, se presenta un esquema de la generacién de los estados excitados del

sensibilizador y de las especies reactivas del oxigeno, la linea azul representa

absorcion de un fotén, la linea roja corresponde a fluorescencia y las lineas

verdes involucran reacciones quimicas.

Energia

— Oxigeno

mmm Sensibilizador

~ 200k)

Absorcién

Reacciones quimicas (Tipol)

(Radicales libres, redox)

Superdxido

/ Oxigeno singulete

Fluorescencia
s,

Reacciones quimicas
/ (Tipo )

/ —To

Figura 4.- Esquema de absorcién de luz de un fotosensibilizador en presencia de

oxigeno molecular.

En este trabajo el sensibilizador utilizado fue rosa de bengala, de la

familia de los xantenos. Los rendimientos cuanticos de generacion de oxigeno



molecular singulete son 0,76 en metanol y 0,75 en agua. Su estructura molecular

se muestra en la Figura 5.

| |
0 (0) o
/ ‘
| |
CcooO

Cl

Figura 5.- Estructura quimica de la rosa de bengala.

Para la eleccion de un sensibilizador adecuado hay que tener en cuenta

los siguientes aspectos; que posea un alto coeficiente de extincidén en la longitud

de onda de excitacion, un elevado rendimiento cuantico de generacion de

oxigeno molecular singulete, una alta constante de cruce entre sistema y por

altimo, no ser reactivo en el medio de trabajo.

vias:

a)

b)

La desactivacion del oxigeno molecular singulete puede ocurrir por tres

Desactivacion radiativa: Oz(lAg) 2> 02(3Zg)+hv1270, cuya constante de
velocidad se denota kap. El valor de esta constante de velocidad es
fuertemente influenciada por el medio. En fase condensada es
aproximadamente 800 veces mayor que en fase gas, debido a que las
interacciones del 02(1Ag) con el solvente definen el rendimiento cuantico
de fosforescencia®.

Desactivacion no radiativa por interaccién con el solvente: 102 > 302, con

una constante de velocidad denotada por k,g. El proceso de desactivacion



del Oz(lAg) involucra la transferencia de energia electronica a los niveles
vibracionales del solvente por medio de un mecanismo dipolo-dipolo®. La
mayor probabilidad de resonancia ocurre cuando mayor es la energia del
modo vibracional de mas alta frecuencia del solvente, es decir, cuanto
mas cercanos se encuentren estos modos vibracionales a la transicion
vibronica del Oz(lAg). De esta forma, mayor sera la probabilidad de la
transicion y menor sera el tiempo de vida del 02(1Ag)7. Algunas
caracteristicas del solvente que influyen en el tiempo de vida de 02(1Ag)
son el numero de enlaces C-H y O-H, como también la presencia de
atomos de halégeno y deuterio®.

Desactivacion por interacciones con compuestos desactivantes presentes
en el medio.

Las reacciones de oxigeno molecular singulete son generalmente
procesos no controlados por difusién, y las reacciones en un sistema
biol6égico son determinadas tanto por la concentracion estacionaria del
02(1Ag) en el sitio de reaccion como por el valor de la constante de
velocidad de reaccién bimolecular®.

El oxigeno molecular singulete puede ser desactivado por moléculas
organicas e inorganicas, y este proceso de desactivacion puede ser fisico
(constante de velocidad k;) 0 quimico, que mediante rupturas o

generacion de enlaces dan origen a nuevos productos (constante de

velocidad k).
02("Ag) + M > 0,32+ M Kq ec.4
0,(*Ag) + M > Productos K, ec.5



1.2. Flavonoides

Los flavonoides corresponden a una serie de metabolitos secundarios de
las plantas, responsables del crecimiento y defensa de estas. Los flavonoides,
son constituyentes importantes de la dieta humana, y se encuentran en frutas y

vegetales™.

Se sintetizan en todas las plantas y también en algunas algas, que
aungue comparten la via biosintética central, poseen una gran variabilidad en la
composicién quimica de sus productos finales y en los mecanismos de
regulacion de su biosintesis, por lo que la composicién y concentracion de
flavonoides es muy variable en funcion de la especie y en la respuesta al
ambiente. Los flavonoides son sintetizados en el citoplasma y luego migran a su
destino final en las vacuolas celulares. La biosintesis de los flavonoides se
realiza a través de la via del acido shikimico y la via del &cido malénico. Uno de
los productos de la via del acido shikimico es la fenilalanina, de la cual se deriva
la mayoria de los fenoles, la via del acido malénico utiliza como sustrato Acetil-
CoA y es importante fuente de fenoles en bacterias y hongos, y aunque existe

en plantas superiores no es muy utilizada™®.

Los flavonoides presentan diversos beneficios para la salud, son
antialérgicos, tienen accion antiviral, protectores cardiovasculares, presentan
actividad antiinflamatoria, y son buenos atrapadores de radicales libres, entre

otros!?.

Estos compuestos son derivados de benzo-y—pirona y pueden ser
agrupados por las diferentes sustituciones y el grado de saturacién de los anillos
de la benzo-y—pirona, representando una amplia y diversa familia de

compuestos™®.



Los flavonoles corresponden a un tipo de flavonoides, este grupo tiene
como compuesto base a la 3-hidroxiflavona (3-HF). La estructura quimica de los

flavonoles a estudiar en esta memoria se muestran en la Figura 6.

OH
OH OH

OH o OH (0)

OH OH

OH o OH (o] Quercitina
Kaempferol 3

O 3-Hidroxiflavona
OH

OH

OH o
OH

OH OH

OH (o) fo} Fisetina
Miricetina

Figura 6.- Estructura quimica de los flavonoles estudiados.
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Tabla 1.- pK, de los diferentes sustituyentes hidroxilos para los flavonoles a estudiar.

pKa
Flavonol
R+ Rs Rs R4 Rs OH
10,34
3-HF -- -- -- -- --
(8,19)
7,19 11,56 -- 9,36 -- --
Quer
(6,40) (7,79) (12,82) (9,88) -- (9,19)
Miric N N N - - N
(7,61) (9,76) (6,38) (14,71) (11,34) (8,97)
7,05 11,04 9,04 -
Kaemp -- --
(6,41) (10,03) (9,26) (7,89)
_ 7,36 13,85 9,71 12,11
Fise -- --
(6,30) (12,82) (9,54) (8,01)

Una caracteristica importante de los flavonoles es su pK,, dependiente de
la presencia y ubicacién de los diferentes grupos hidroxilos en los anillos. En la
Tabla 1 se muestran los valores de los pK, reportados en la bibliografia y los
calculados con un programa computacional (ChemAxon, entre paréntesis).
Debido a que la velocidad total de reaccion entre oxigeno molecular singulete y
flavonoides aumenta hasta en 3 ordenes de magnitud cuando se trabaja en
medio altamente basico™, el pH del medio es un factor importante para la

determinacion de la constante de velocidad de reaccion quimica.

El espectro de absorcion UV-vis de los flavonoles presenta dos bandas
correspondientes a transiciones n>n . En la Figura 7 se muestra la estructura
quimica de los flavonoles (R=H, OH), indicando los grupos croméforos

correspondientes a cada banda de absorcion.
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Banda de absorcion Banda de absorcion
de menor longitud de onda  de mayor longitud de onda

Figura 7.- Estructura quimica general de flavonoides indicando grupos cromoforos.

En la Figura 8 se muestra los espectros de absorcion de los diferentes
flavonoles estudiados en esta memoria, utilizando metanol como solvente.

A (u.a.)

0.2 T y T y T . .
250 300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 8.- Espectro de absorcion UV-vis de flavonoles en metanol.
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1.2.1. Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los distintos tipos de flavonoides es
ampliamente conocida. Se ha propuesto que la capacidad antioxidante de los

flavonoides es mayor incluso que al de las vitaminas C y E**.

Se ha descrito que los flavonoides pueden prevenir lesiones causadas por

radicales libres a través de los siguientes mecanismos?:

1) Atrapadores directos de especies reactivas de oxigeno (ROS).

2) Activacion de enzimas antioxidantes.

3) Capacidad de quelar metales.

4) Reduccion de radicales a-tocoferilos.

5) Inhibicién de oxidasas.

6) Mitigacion del estrés oxidativo causado por 6xido nitrico.

7) Incremento de los niveles de acido urico.

8) Incremento de la capacidad antioxidante de antioxidantes de bajo peso

molecular.

Los mecanismos 1 y 3 se estudiaron en esta memoria; el mecanismo 1)
evaluando la reactividad de los distintos flavonoles frente a O, (1Ag) en mezclas
acuosas de metanol y el mecanismo 3) donde se evalla el poder quelante de los
flavonoles y el cambio de reactividad de los flavonoles quelados frente al
02 (*Ay).

Las caracteristicas estructurales de los flavonoides que los hacen

eficientes atrapadores de radicales libres se detallan a continuacion*":

1) Una estructura tipo catecol en el anillo B, que involucra una importante
deslocalizacion electronica.
2) Presencia de un doble enlace conjugado con una funcion 4-oxo en el

anillo C, que favorece la deslocalizacion electrénica del anillo B.
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3) La presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 (anillos A y C)
posibilita la formacion de puente de hidrogeno con el grupo oxo.

Considerando las tres caracteristicas previamente mencionadas, los

flavonoides con mayor actividad antioxidante corresponden a los flavonoles™®.

1.2.2. Capacidad quelante de flavonoides

Los flavonoides han sido estudiados por su proceso de quelacion con
cationes divalentes, principalmente de metales de transicion’. Al igual que las
ROS, los iones metdlicos, los cuales poseen actividad redox como co-factores
para varias enzimas son citotoxicos. Generalmente, la quelacion de flavonoides
con cationes metalicos previene la generacion de radicales libres y sus

subsiguientes reacciones®®.

Los sitios propuestos de unién de metales en flavonoides corresponden al
grupo catecol en el anillo B, a los grupos 3-hidroxil y 4-oxo en el anillo
heterociclico, y a los grupos 4-oxo y 5-hidroxil entre el anillo heterociclico y el
anillo A. El sitio primario para la reaccion de quelacién corresponde a 3-hidroxil y
4-oxo del anillo C, aunque en algunos casos un segundo cation puede
interaccionar con la estructura catecol del anillo B. La asociacion de un tercer
cation al aducto mediante los grupos 5-hidroxil-4-oxo de los anillos Ay C es muy
improbable, debido al impedimento estérico que resulta de la interaccién

primaria.*®*°

A partir de la diferencia en el espectro de absorcion del flavonol libre y del
flavonol en presencia de iones divalentes, se puede estimar con qué parte del
flavonol esté interaccionando el metal, mediante la variacion (forma e intensidad)

de las bandas correspondientes a los diferentes grupos croméforos (Figura 7).

Por razones estéricas los complejos frecuentemente no incluyen mas de

dos flavonoides por cation metalico, sin embargo, se ha propuesto que la

14



estequiometria entre Quer y aluminio ademés de ser 1:1, puede ser; 1:2, 2.1y
1:3. Esto demuestra que el grado de formacién del complejo depende de la
razon de Aluminio-ligando y del solvente empleado; en general, en metanol se

favorece la formacién de complejos 1:2*™".

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos ocurre por dos
tipos de mecanismos: transferencia de un atomo de hidrégeno controlada por la
entalpia de disociacion del enlace fenol (BDE) y/o por donacién electronica, por
lo que los fenoles con valores bajo de BDE y potencial de ionizacion (Pl) pueden

interactuar a través de ambos mecanismos.

En presencia de iones se ha observado un aumento en la capacidad
antioxidante. Calculos realizados con teoria del funcional de la densidad (DFT),
muestran una disminucion en el Pl cuando la Quer se encuentra enlazada a
iones Cr(Ill), por lo que el aumento en la actividad antioxidante cuando la Quer
se encuentra enlazada a Cr(lll) respecto a la Quer libre se debe a la

combinacion de ambos mecanismos mencionados anteriormente’®.

1.2.3. Actividad pro-oxidante

La actividad pro-oxidante de los flavonoides, al igual que la actividad
antioxidante, tiene relacion directa con el numero de grupos hidroxilos presentes
en la molécula. Ademas, tiene mayor relevancia cuando estos grupos se

encuentran en el anillo B de la molécula®.

No es posible, la deteccién de la actividad pro-oxidante de la serie de
flavonoides mono- y di-hidroxi sustituido. Sin embargo, cuando poseen mdltiples
grupos hidroxilos especialmente en el anillo B, aumenta considerablemente la
produccion de radicales hidroxilos durante una reaccion tipo Fenton. Los
flavonoides son capaces de reducir Cu (Il) a Cu (l), permitiendo asi la generacion
de nuevos radicales libres de flavonoides, observando posiblemente el efecto
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pro-oxidante de éstos. Es posible, que la actividad pro-oxidante mostrada por los

flavonoides pueda ser otra herramienta en sus funciones beneficiosas*?”.

Se ha reportado que los flavonoles pueden reducir iones metalicos lo cual
produciria consumo del flavonol debido a una auto-oxidacién'’®. El mecanismo
propuesto en literatura para la reduccién de los iones metalicos se muestra en

las ec.6-8, donde QuerS corresponde al producto de oxidacion.

QueH, + Cu" H? QuerHCu"™  répida ec.6
2QuerHCu" %) QuerHCu' + QuerScCu' ec.7
QuerHCu' —""2 5 QuerSCu' +H,0, lenta ec.8

La fuente de radicales fenoxilos puede provenir de una auto-oxidacién, asi
se ha encontrado que la velocidad de auto-oxidacion de la quercitina y miricetina
es fuertemente dependiente del pH. La auto-oxidacién de la quercitina aumenta

considerablemente cuando se afiade iones hierro a la solucion*® 2.

1.2.4. Reaccion de flavonoles con oxigeno molecular singulete

El proceso de foto-oxidacion sensibilizada de flavonoides puede ser
descrito en términos de varias etapas simples que incluyen el proceso de
excitacion del sensibilizador (ec.9), transferencia de energia desde el
sensibilizador al oxigeno para la generaciéon de oxigeno molecular singulete
(ec.10), desactivacion fisica y reaccion quimica del oxigeno molecular singulete
con flavonoides (ec. 11-12) y desactivacion del oxigeno excitado por el solvente
(ec.13).
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s . g* L ec.9

S"+0,>S+'0, Keens ec.10
'0, + Fla— FlaO K, ec.11
0, +Fla— 0, +Fla Kq ec.12
'0, »%0, Kq ec.13

El mecanismo propuesto por Matsuura®* y Studer?® para la reaccién entre

los flavonoles, 3-HF y Q, y oxigeno molecular singulete se muestra en las

Figuras 9y 10.

R

Figura 9.- Mecanismo para la reaccién entre flavonol y oxigeno molecular singulete. Los
flavonoles corresponden a 3-HF (R=H) y Q (R=0OH).
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Tautomero o

Figura 10.- Mecanismo propuesto para la reaccion entre 3-HF y oxigeno molecular singulete.

1.3. Relaciones lineales de energia libre de solvatacion

El efecto del medio sobre la constante de velocidad reaccion refleja la
contribucién de las propiedades microscopicas del solvente en las interacciones
a nivel molecular de las especies que participan en la reaccion. Asi, el efecto del
solvente sobre la constante de velocidad de reaccion puede relacionarse con la
estabilizacion de los reactivos, el complejo de encuentro o estado de transicion,
especificamente, en la etapa que controla la velocidad de reaccion. Si los
reactivos presentan una mayor separacion de carga, relativa al complejo de
encuentro, seran mas estabilizados en presencia de un solvente mas polar, por
lo tanto, aumentara la energia de activacién, disminuyendo la velocidad de
reaccion. Por otra parte, si es mayor la separacion de carga del complejo de
encuentro, su estabilizacion en solventes polares sera mayor que la de los

reactivos, lo que hace predecible un aumento en la velocidad de reaccion.
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Debido a la complejidad de las interacciones soluto-solvente se han
utilizado las relaciones lineales de energia libre de solvatacion, LSER, mediante
el uso de ecuaciones multiparamétricas, lo que permite relacionar datos cinéticos
con parametros empiricos que describen las propiedades microscopicas del
solvente. Estas ecuaciones permiten reconocer la naturaleza de las
interacciones entre las especies involucradas en una reaccion. El modelo mas
utilizado de LSER y el empleado en este trabajo corresponde al propuesto por
Taft, Abraham, Abboud y Kamlet®, (ec.14).

logk=logk,+sTT +aa+bB+h3, ec. 14
El término =" corresponde al parametro de dipolaridad- polarizabilidad del

solvente y es una medida de la capacidad del solvente para estabilizar cargas o

dipolos.

La capacidad del solvente para donar protones en enlaces de hidrégeno
soluto-solvente, denominado parametro de acidez o HBD (hydrogen bond
donation), es designada por a. Por otra parte, el parametro de basicidad o HBA
(hydrogen bond aceptor), B, mide la capacidad del solvente para aceptar
protones del soluto o ceder un par de electrones para la formacién de un enlace

de hidrégeno soluto-solvente.

El término &y, conocido como el parametro de solubilidad de Hildebrand o
densidad de la energia cohesiva del solvente, se define como la raiz cuadrada
del cociente entre la energia molar de vaporizacion del gas, a presion cero, y el
volumen molar de éste. Este pardmetro refleja el costo energético de interrumpir
la interaccion solvente-solvente para crear un espacio para el complejo de

encuentro®,

Los parametros m, a, 3, Se conocen como parametros solvatocrémicos del

solvente debido a que se basan en los desplazamientos solvatocromicos de las
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bandas de absorcion de diversas pruebas moleculares, las cuales son

particularmente sensibles a las propiedades especificas del solvente® .

1.4. Objetivo

Realizar un estudio de la reactividad entre el oxigeno molecular singulete
y flavonoides derivados de la 3-hidroxiflavona, como quercitina, kaempferol,
miricetina y fisetina en mezclas acuosas de metanol, y en presencia de iones

divalentes.

Determinar las contantes de velocidad reactiva para los diferentes
flavonoles nombrados anteriormente y la constate de velocidad de desactivacion
total de 9,10-DMA, utilizado como actindmetro, en las diferentes mezclas
acuosas de metanol. A partir de estos valores realizar la estimacién de la

relacion linear de energia libre de solvatacion (LSER).
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2. Materiales

o 3-hidroxiflavona y quercitina p.a. (Aldrich).

o Miricetina, fisetina, kaempferol (Shaanxi Sciphar Hi-Tech industry Co.
Ltda.).

o CaCl,-2H,0, MgCl,-6H,O p.a. Acido acético p.a., acetato de sodio
anhidrido p.a. (Merck).

o CuCly-2H,0 (Fluka).

o Trizma base 99,9% (Sigma)

o Metanol grado HPLC (Merck).

o Metanol perdeuterado y agua deuterada (Sigma Aldrich).

o Agua Mili-Q (purificada a través de Millipore).

Todos los reactivos y solventes se utilizaron tal como se recibieron.
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3. Instrumentacion

3.1. Espectroscopia de absorciéon UV-vis

Los espectros de absorcion ultravioleta-visible se efectuaron en
espectrofotometros Unicam UV-2 y UV-4 conectados a computadores y
controlados por software Vision.

3.2. Deteccion de laluminiscencia infrarroja del 02(1Ag)

Para evaluar las constantes de velocidad de desactivacion total, k>

PMA se utilizd un sistema resuelto en el tiempo para la deteccién de la
emision infrarroja del Oz(lAg) de baja intensidad.

Como fuente de excitacion pulsada fue empleado un laser de Nd:YAG
Q-Switched (Quantel, Modelo Brilliant) que posee dos dobladores de
frecuencia. El doblador utilizado, permite generar pulsos de excitacion
correspondientes al segundo armonico, de longitud de onda de 532nm y una
potencia maxima de 100mJ. La radiacion emitida por 02(1Ag) atraviesa un
filtro de interferencia Spectrogon de (1270+1) nm y es colectada por un diodo
de germanio del detector de radiacion infrarroja North Coast (Modelo EO-
817P), el cual es enfriado con nitrdgeno liquido. Este detector se caracteriza
por ser de alta sensibilidad y tiempo de respuesta corto. La sefial generada
por el detector es adquirida por un osciloscopio Hewlett-Packard (Modelo
54540A) de 1Gsa/s y 500MHz. El decaimiento digitalizado por el osciloscopio
es transferido a un computador, donde la sefial es procesada con un
programa computacional escrito en lenguaje G de LabView desarrollado en el
laboratorio, la disposicion de los diferentes elementos se muestra en la

Figura 11.
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Figura 11.-Sistema de fotdlisis de pulso para la deteccion de la emisién infrarroja del
oxigeno molecular singulete; E: espejo; FI Filtro de interferencia.
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4. Metodologia

4.1. Evaluacion de la constante de velocidad de reaccion
guimica entre oxigeno molecular singulete y flavonoles

La determinacion de la constante de velocidad de reaccion quimica se
realiza en condiciones de irradiacién estacionaria. Para la generaciéon de
oxigeno molecular singulete se emple6 el método de la fotosensibilizacion,
utilizando rosa de bengala como sensibilizador, con absorbancia 1,0 en todos los
experimentos. Se empled un sistema de fotdlisis termorregulado a 20°C con un
filtro de corte apropiado para excitar solo el sensibilizador, utilizando una
ampolleta halégena de 50W como fuente de irradiacion. La concentracién de

flavonoles en cubeta es del orden de 10°M.

En condiciones de irradiacion estacionaria, los datos experimentales
obtenidos se ajustan a un tratamiento cinético de pseudo primer orden. La
constante experimental obtenida se relaciona con la variacion de la

concentracion de los flavonoles en el tiempo como se muestra en la ec. 15.

[Fla], ) , 4 B
In (ﬁj = kr[ 02]t = kexpt ec. 15

Para poder obtener la constante de velocidad de reaccion quimica, o
constante reactiva, es necesario conocer la concentracion estacionaria de
oxigeno molecular singulete, la cual puede ser evaluada por la utilizacion de un
actinometro de reactividad conocida frente a 02(1Ag). La determinacién de la
concentracion estacionara de oxigeno molecular singulete con un actindmetro
requiere que las fotdlisis se realicen bajo las mismas condiciones experimentales
de concentracion de sensibilizador, temperatura, distancia y potencia de la

fuente de iluminacion.
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Cuando se utilizan actinébmetros, como el 9,10-dimetilantraceno (9,10-
DMA), la determinacién de la constante de velocidad de reaccion quimica para
los flavonoles se obtiene del producto entre la constante de velocidad de
reaccion quimica del 9,10-DMA vy la raz6n de las constantes experimentales

entre el flavonol y 9,10-DMA, como se muestra en la ec. 16.

Fla Fla
kexp _ kr E@;T

= ec. 16
DMA DMA
kexp kr I,Gﬁ
4.2. Estudio espectroscopico y reactividad con oxigeno
molecular singulete de la reaccion entre flavonoles y cationes

divalentes

Se estudi6 la dependencia de la absorbancia de los flavonoles con el
aumento de la concentracion de cation divalente en el medio. Esta
determinacion se realiza en una cubeta de cuarzo que contiene solucién del
flavonol, se adicion6 alicuotas adecuadas de una solucién concentrada de catiéon

divalente, a fin de lograr una relacion molar definida entre el flavonol y el cation.

Se determind la relacion estequiométrica de la reaccién entre cationes
divalentes y los flavonoles, utilizando el método de Job’s. Este método,
denominado de variaciones continuas, consiste en variar progresivamente las
cantidades relativas de los reactantes conservando su suma constante. El
grafico de la absorbancia correspondiente al aducto versus la fraccién molar del
flavonol deberia dar un maximo el cual corresponde a la relacion estequiométrica

de la reaccién entre flavonol y cation divalente.

Para obtener las constantes de velocidad de reaccion de la foto-oxidacion,

se realiz6 un tratamiento de pseudo primer orden observando la disminucion de
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la absorbancia. Las reacciones involucradas tanto en la interaccion flavonol-

catiébn como en la posterior foto-oxidacion se muestran en la ecuaciones 17-24.

s s la ec. 17

S+ 0, »>S+'0, Ko ec. 18
F+M k<L>_ FM K ec. 19

F+0, > P, Kt ec. 20
FM+'0, > P, k? ec. 21

F+'0, > F+0, Ko ec. 22
FM+'0, > FM+0, kg ec. 23

'0, » 0O, K, ec. 24

4.3. Determinaciéon de la constante de velocidad de

desactivacion total de 02(1Ag) por 9,10-DMA

La evaluacion de la constante de velocidad de desactivacion total se
realizd6 mediante el método resuelto en el tiempo. Dado que la intensidad de
luminiscencia es proporcional a la concentracién de Oz(lAg) presente, la
disminucién en el tiempo correspondera a la desactivacion de esta especie. Si el
decaimiento de la luminiscencia responde a un comportamiento
monoexponencial, la pendiente del gréafico del logaritmo natural de la intensidad
contra el tiempo correspondera al tiempo de vida del oxigeno molecular
singulete, cuyo inverso es la constante de desactivacion del Oz(lAg), kp. Esta
constante depende de la desactivacion por el solvente y de la presencia de

sustratos reactivos.
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Ko =Ky +Koya [9,10-DMA] ec. 25

En la ec. 25 se muestra la ecuacién tipo Stern-Volmer donde Kg 10.oma €S
la constante de velocidad de desactivacion total del oxigeno molecular singulete
por 9,10-DMA vy kq la constante de desactivacion de oxigeno molecular singulete

por el solvente.

Como el inverso de Kkq corresponde al tiempo de vida del oxigeno
molecular singulete en un dado solvente, este valor debera coincidir con los

tiempos evaluados independientemente dicho solvente.

4.4, Tratamiento estadistico de las constantes de velocidad de
reaccion quimica en mezclas acuosas

Las ecuaciones obtenidas a partir del tratamiento LSER, “linear solvation
energy relationship”, se realizaron a partir de la correlacibn multiparamétrica
entre las constantes de velocidad de desactivacion con parametros empiricos de

las mezclas metanol-agua® los cuales se muestran en la Tabla 2.

Para la obtencion de la ecuacion de la correlacion LSER es necesario
observar ciertos criterios estadisticos tales como: i) los coeficientes de los
parametros del solventes incluidos en la ecuacion de correlacion corresponden
aquellos que tienen un nivel de significancia mayor o igual a 0,95; ii) el
coeficiente de correlacién, R, debe ser mayor o igual a 0,90 (R*>0,80) y la
desviacion estandar tan pequefia como sea posible; iii) F, indice de Fisher, es
una medida de la calidad de la ecuacién de correlacion, para que sea aceptable

este indice debe ser mayor a 50.
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Tabla 2.- Valores de los coeficientes de las ecuaciones de correlacion, LSER, para las
diferentes mezclas acuosas metanol-agua.

%

%H,0 Xuy n o B Sn
0 0 0,595 1,000 0,690 210,8
10 0,2000 0,725 1,010 0,670 237,5
20 0,3595 0,821 0,994 0,682 265,7
30 0,5000 0,910 0,980 0,705 295,5
40 0,6000 0,970 0,980 0,695 326,6
50 0,7000 1,030 1,010 0,660 359,8
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5. Resultados y discusion

5.1. Evaluacion de la constante de velocidad de desactivacion
total de 02(1Ag) por 9,10-DMA en mezclas acuosas

En la Tabla 3, se incluye las constantes de velocidad de desactivacion

total del oxigeno molecular singulete por 9,10-DMA, k;>10PMA

, obtenida a partir
de la dependencia del tiempo de vida del 02(1Ag) con la concentracion de 9,10-
DMA.

Tabla 3.- Constante de velocidad de desactivacion total de O,(*Ag) por 9,10-DMA en
mezclas acuosas de MeOH.

% H,O kO TODVA 1 07 (1T

0 4,4+0,1

10 7,1+0,3

20 9,3+0,3

30 12,0+0,5

40 13,0+0,2

50 18,0+0,2
9,10-DMA

La Figura 12 muestra la dependencia de kr con el porcentaje de
agua en el medio de reaccién. Se puede observar que los valores obtenidos
aumentan linealmente cuando el porcentaje de agua en el medio aumenta, es

decir, con el aumento de la polaridad del medio de la reaccion.
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Figura 12.- Gréfico de la constante de velocidad de desactivacion total de 02(1Ag) por
9,10-DMA en mezclas acuosas de metanol.

Para que el resultado de una correlacibn multiparamétrica entre las
constantes de velocidad de desactivacion con parametros empiricos de las
mezclas metanol-agua, arroje resultados estadisticamente aceptables, es
necesario que la cantidad de datos a ajustar (nUmero de constantes de
velocidad) que se relacionardn con los descriptores sea lo suficientemente
grande. Por razones experimentales, disponemos de un bajo namero de
variables que dependen de los descriptores microscopicos del solvente. Para
reducir el numero de descriptores, se decidid estimar cual es el parametro
microscépico del solvente que afectard en mayor grado la constante de
velocidad de desactivacion. Este andlisis, indica que el parametro © es el que
mas influye en la constante de velocidad de desactivacion. Con esta
consideracion, se realizé un ajuste lineal entre la constante de velocidad de

desactivacion y el parametro 7, como se muestra en la ec. 26 y en la Figura 13.
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Figura 13.- Relacion lineal entre logaritmo de la constante de velocidad de
desactivacion total de Oz(lAg) por 9,10-DMA vy el pardmetro =

Logk = 6,882 + 1,307 ' R?=0,977 ec. 26

La reaccién entre 9,10-DMA y 02(1Ag) involucra la participacion de un
exciplejo con transferencia parcial de carga, el mecanismo procederia a través
de una cicloadicion [2+4] concertada de caracter asincronico?’. Se ha reportado
gue los coeficientes de los parametros LSER, tanto en solventes puros como en
mezclas acuosas, dioxano-agua y etanol-agua, muestran principalmente una
dependencia con los parametros empiricos © y py°’. A partir de lo mencionado
anteriormente y de nuestra estimacion de LSER se puede decir que, el aumento
en el valor de la constante de velocidad a medida que aumenta el porcentaje de
agua en el medio, se puede deber a las propiedades del agua, capaz de

favorecer la formacion de un exciplejo con transferencia parcial de carga.
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5.2. Evaluacion de la constante de velocidad de reaccion
guimica entre flavonoles y 02(1Ag) en mezclas acuosas (k)

Mediante experimentos de foto-oxigenacioén en condiciones de iluminacion
estacionaria, se determinaron las constantes de velocidad de reaccién quimica,
k™, correspondiente a la reaccién entre flavonol y oxigeno molecular singulete

en mezclas acuosas de metanol.

Para el desarrollo de estas experiencias cinéticas, se fijaron condiciones
experimentales optimas para el seguimiento del consumo de flavonol: tipo de
sensibilizador, potencia de lampara, tiempo de fotdlisis y el intervalo de toma de

muestra.

La determinacion de la constante de velocidad de reaccion quimica se
realizd siguiendo el consumo del flavonol en el tiempo, utilizando como técnica
analitica la espectrofotometria UV-vis. En la Figura 14 (A) se muestran los
espectros de absorcion obtenidos durante el proceso de foto-oxigenacién de la
Quer en presencia de rosa de bengala como sensibilizador. Las mediciones se
realizaron en mezclas acuosas tamponadas de metanol a distintos pH y en

diferentes %v/v.

El tratamiento cinético realizado corresponde a un ajuste de pseudo

primer orden para el consumo de flavonol, Figura 14 (B).
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Figura 14.- (A) Variacion en la absorcién durante el tiempo de fotdlisis estacionaria de
guercitina en presencia de rosa de bengala como sensibilizador, en metanol como
solvente. (B) Tratamiento cinético de pseudo primer orden del consumo de quercitina en
el tiempo.

Tabla 4.- Valores de constante de velocidad de reaccion quimica entre O,(*Ag) y
flavonoles, k,™, en metanol.

Flavonol k.2 /10°M s
3-HF 2,5+0,6

Kaemp 4,1+0,8
Fise 6,9+1,1
Quer 9,0+1,2
Miric 9,0+1,2

En la Tabla 4, se muestran los valores obtenidos de la constante de

Fla

velocidad de reaccion quimica, kg °, en metanol como solvente, se puede

Fla es fuertemente influenciada por el grado de sustitucién de

observar que k;
grupos hidroxilos que presentan los diferentes anillos del flavonol. Por lo tanto,

los valores mas altos de k' corresponden aquellos flavonoles que presentan
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mayor sustitucion, tanto en el anillo A como en el anillo B. El aumento del valor
de k" a medida que aumenta la sustitucién se encuentra en un rango de 1,6 a
3,6 veces mayor que la 3-HF, el menor aumento corresponde al flavonol Kaemp
y los valores mayores a Quer y Miric, que presentan la misma constante de

velocidad de reaccion.

El valor obtenido para k' es 1,7 veces mayor que el valor obtenido para
k@™ esto implica que la mayor sustitucién del anillo B por sobre el anillo A es
mas importante para la reactividad frente a 'O,. Si se comparan estos dos
flavonoles con la 3-HF (flavonol base) el aumento en el valor de k™ para el
Kaemp y Fise corresponderian a 1,7 y 2,8 veces respectivamente. Ademas la
comparacion entre los flavonoles Kaemp y Quer da cuenta del efecto de la
sustitucion por un grupo hidroxilo en la posicion meta, la sustitucion en esta
posicion favoreceria la reactividad de la Quer con oxigeno molecular singulete, la
constante de velocidad de reaccion quimica obtenida para la Quer es el doble

gue la constante de velocidad de reaccidén quimica obtenida para Kaemp.

Por otra parte, los valores obtenidos para k™ de los flavonoles Quer y
Miric estarian indicando que la adicion de otro grupo hidroxilo en la posicién
meta del anillo B no influenciaria en la reactividad de los flavonoles con '0O,. La
capacidad para desactivar 'O, de los distintos flavonoles por via quimica se
puede ordenar de acuerdo a su reactividad como; M=Q>F>K>HF. La reactividad
frente al oxigeno molecular singulete es similar a la reactividad de los flavonoles

encontrada en literatura como atrapadores y reductores de radicales libres'® 2.

En la Tabla 5, se muestran los valores obtenidos para las constantes de
velocidad de reaccién quimica entre los flavonoles estudiados y 'O, en mezclas

acuosas, utilizando tampon de acetato pH 5,1 como medio acuoso.
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Tabla 5.- Valores de constante de reaccion quimica entre Oz(lAg) y flavonol, k., en

mezclas acuosas de metanol en tampoén acetato pH=5,1.

k/10°M“seg™

% H,0

3-HF Quer Miric Fise Kaemp
0 2,5+0,6 9,0+1,2 9,0+1,2 6,9+1,1 4,1+0,8
10 3,8+0,6 9,8+1,2 23,0+3,8 10,0+0,6 5,8+0,8
20 6,2+0,3 12,0+0,7 27,0+1,7 11,0+0,9 8,9+0,2
30 4,7+0,4 14,0+1,4 23,0+0,9 10,0+1,3 6,6+0,7
40 4,4+2.0 13,0+2,4 24,0+1,3 10,0+4,0 7,2+1,3
50 4,2+1,0 17,0£3,0 33,0+6,9 12,0+2,5 11,0+1,9

De los valores que se muestran en la Tabla 5y su representacion en la

Figura 15 se puede mencionar que Kk,

Fla

no presenta una dependencia lineal con

el aumento de agua en el medio, utilizando tampén acetato pH 5,1 como medio

acuoso. La dependencia de la reactividad a medida que aumenta el porcentaje

de agua en el medio no es igual para todos los flavonoles, sin embargo, se

puede observar un leve aumento relativo en su reactividad.
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—@— 3-HF
—@— Quer
—@— Miric
—@— Fise
—@— Kaemp

Figura 15.- Relacion de la constante de velocidad de reaccién quimica entre 'O, y
flavonoles con el porcentaje de agua en metanol pH 5,1.

Los valores obtenidos para las constantes de velocidad de reaccion
guimica en mezclas acuosas de metanol, utilizando buffer de Tris pH 7,8 como

medio acuoso, para la 3-HF y Quer se muestran en la Figura 16 y en la Tabla 6.

2,5x10’
—@—3-HF

2,0x10" 4 %

1,5x107

/ seg™
°

1,0x107 -

k

o

5,0x10° -

0,0

0 10 20 30 40 50
% H,0

Figura 16.- Gréfico de la constante de velocidad de reaccion quimica entre 'O,y
flavonoles, 3-HF y Quer, versus el porcentaje de agua en metanol a pH=7,8.
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Tabla 6.- Valores de constante de reaccion quimica entre O,(*Ag) y flavonoles (Query
3-HF), kf'a, flavonoles en mezclas acuosas metanol-buffer Tris 7,8.

YoH.0 k,/10°M“seg™
3-HF Quer

0 2,5+0,63 9,0+1,2
10 14,0+ 1,1 57,0+ 3,0
20 21,0+0,4 110,0+ 0,4
30 24,0+ 2,4 79,0+ 5,1
40 35,0+ 7,6 120,0+ 22,0
50 67,0+ 9,2 200,0+ 27,06
2,5x10’

—@— 3-HF pH 5,1
1 —® QuerpH5,1

20x10'{ —@ 3-HFpH7,8

—@— QuerpH 7,8 /

1,5x10" H

1seg-1

1,0x10” H

k/ ™M

r

5,0x10°

0,0

Figura 17.- Gréfico de la constante de velocidad de reaccién quimica del 'O, con
flavonol, 3-HF y Quer, versus porcentaje de agua a diferentes pH en metanol.

En el grafico de la Figura 17 se puede observar que la variacion en el
valor de constante de velocidad de reaccion quimica del 102 con los flavonoles,

Quer y 3-HF, a medida que aumenta el porcentaje de agua en el medio, es
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considerablemente mayor cuando se utiliza un tampoén Tris pH 7,8 en la mezcla

de solvente, que cuando se utiliza tampon de acetato con pH 5,1.

A pH 7,8 la variacion en la constante de velocidad de reaccion quimica
para 3-HF y Quer es de 27 y 22 veces, respectivamente, cuando se la compara
con la constante de velocidad de reaccién del 'O, con flavonoles en metanol

como solvente, Figura 17.

La desprotonacion de los grupos hidroxilos jugaria un rol clave en la
reactividad de los flavonoles frente al oxigeno molecular singulete. El pK, del
grupo hidroxilo del anillo C es menor para la 3-HF que para la Quer. Esta
diferencia, es consistente con la mayor variacion en la constante de velocidad de
reaccion para la 3-HF, comparando los dos pH estudiados. A pH 7,8 el
porcentaje de especies desprotonadas, correspondiente al grupo hidroxilo del
anillo C, para la 3-HF y Quer es de 71% y 3,9% respectivamente. Esta
diferencia en la concentracion de especies desprotonadas, es la responsable de
qgue la 3-HF se vea mas favorecida a pH mas basico que la Quer. Sin embargo,

la Quer es mejor antioxidante que la 3-HF en los dos pH estudiados.

Debido a limitaciones de solubilidad del sustrato como del actinémetro los
valores de constantes de velocidad de reaccion entre el oxigeno molecular
singulete y los flavonoles fueron insuficientes para realizar correlaciones

multiparamétricas estadisticamente validas.
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5.3. Efecto de la presencia de iones divalentes. Cambio en la
reactividad de los flavonoles con 02(1Ag)

En esta memoria se estudid la interaccion de los flavonoles 3-HF y Quer
con cationes alcalinos térreos (Mg y Ca) y la interaccion de Quer con Cu(ll). El
estudio contempla la interaccion flavonol-cation y la reactividad de este aducto

con oxigeno molecular singulete.

5.3.1. Estudio espectroscopico de la interaccion de flavonoles con
iones divalente

En la Figura 17 se muestra la variacion en el espectro de absorcién de
Quer resultante de la interaccion con el cation Cu(ll). Los diferentes espectros
corresponden a modificaciones en las relaciones molares de [Cu]/[Quer]. Se
puede observar la aparicion de una nueva banda a mayor longitud de onda que
corresponderia al aducto Quer-Cu. El corrimiento batocrémico observado puede

ser explicado por la extensién del sistema conjugado de la Quer®.

—— [Quer]=3,0x10°M
— [Cu)/[Quer]=0,4
— [Cu]/[Quer]=0,9
— [Cul/[Quer]=1,3
— [Cu)/[Quer]=1,8
— [Cu]/[Quer]=2,2
[Cu]/[Quer]=3,1

A (u.a)

0,0

T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 18.- Espectro de absorcién UV-vis de Quer a diferente razones molares
[Cu]/[Quer],en metanol. [Quer]=3,0x10°M, [Cu(l)]=1,3x107°-1,7x10™*M.
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Figura 19.- Determinacion de la relacion estequiométrica de la reaccion entre Quer y Cu
en metanol, absorbancia medida a 438nm.

La estequiométrica del aducto Quer-Cu se realizo utilizando el método de
Job’s, Figura 19, midiendo el cambio en la absorcion a 438nm. Asi a medida que
aumenta la relacion molar entre Quer y Cu, la absorbancia del producto formado
aumenta hasta un maximo, a una fraccibn molar que corresponde a la
estequiometria del aducto, luego la absorbancia disminuye. La relacion

estequiomeétrica obtenida para la reaccion entre Quer y Cu fue a 2:1.

A pesar que la determinacion de la estequiometria de la reaccion Quer-Cu
fue de 2:1, se observé que, la absorbancia de la solucién que contiene una
relacion estequiométrica 2:1 Quer:Cu, disminuia en el tiempo, incluso si la
solucién se encontraba protegida de la luz, por lo que se consideré importarte la
determinacion de la estabilidad de la solucion en el tiempo. Como resultado de
este estudio se encontr6 que la estabilidad de las soluciones depende de la
razon molar entre Quer y Cu. La solucion es estable cuando la relacion molar
[Cu]/[Quer] igual a 0,5. Soluciones con razones molares mayores a 1,0 no son
estables, la estabilidad en el tiempo de las diferentes soluciones a distintas

razones molares [Cu]/[Quer] se muestran en la Figura 20.
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Figura 20.- Estabilidad del aducto Quer-Cu en metanol a diferentes razones molares.

(A) [Cu)/[Quer]=2,0. (B) [Cu]/[Quer]=1,0. (C)[Cu]/[Quer]=0,5.

La dependencia de la estabilidad de la Quer enlazada a Cu(ll) se debe a

gue este complejo se autooxida, este proceso se muestra en las ec. 6-8 de la
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secciénl.2.3. El Cu(ll) es reducido a Cu(l) cuando se encuentra enlazado a Quer
produciendo QuerS (producto de la oxidacién) y peréxido de hidrogeno el cual es
un agente oxidante que reaccionaria con Quer libre, produciendo asi una
disminucion en la absorbancia tanto de Quer como del complejo Quer-Cu sin

necesidad de un agente externo al sistema.

Por otra parte, la interaccion entre la Quer y el cation Mg(ll) se muestra en
la Figura 21, donde se observa el cambio en el espectro de absorcion de Quer
por la presencia de Mg, al igual que en el caso Quer-Cu, se observa la aparicion
de una nueva banda sobre los 420nm con una disminucién en la absorbancia de
las dos bandas caracteristicas de la Quer, esto implicaria que la formacién del
complejo con Mg estaria involucrando a los sustituyentes de los dos grupos
cromoforos. EIl espectro de absorcion de la Quer presenta una leve variacion
cuando se adiciona Mg, con respecto a la presencia del cation Cu donde el

espectro de absorcion de la Quer presenta notorios cambios.

1,0

—Q]=3,678x10°M
[Mg)/[Q]=45
—{MgJ/[Q]=33
[Mg)/[Q]=2
—[MgJ/[Q]=1,5
—[MgJ/[Q]=0,5
—[MgJ/[Q]=0,26

0.8 Mgl/[Q]

0,6 4

0,4 1

A (u.a)

0,2

0,0

-0,2 T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 21.- Espectro de absorcién de la Quer en presencia de Mg utilizando diferente
razones molares en metanol. [Quer]=3,7x10°M, [Mg(I1)]=9,5x107®-1,7x10>M.
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Figura 22.- Estabilidad del aducto Q-Mg en el tiempo para dos razones molares en
metanol.

Por otro lado, la interaccion de la Quer con cationes Ca(ll) a bajas
relaciones molares [Ca(ll)]/[Quer] (hasta [Ca(ll)]/[Quer]=4), muestra leves
cambios en el espectro de absorcion, Figura 23 (A). Esta leve modificacion
podria tener dos posibles explicaciones; i) cierta dificultad para la formacion de
un enlace entre Quer y Ca, ii) la formacién de nuevos enlaces no estaria
afectando de forma significativa los cromoforos. Por el contrario, a altas
relaciones molares [Ca(ll)]/[Quer] los cambios espectrales son notorios. Ademas
se observo que el aducto Quer-Ca es estable en el tiempo, para diferentes
razones de [Ca]/[Quer], como se muestra en la Figura 24, los espectros de
absorcién UV-vis no cambian significativamente su forma a diferencia de la
interaccién de Quer-Cu que a ciertas razones muestra una disminucién de

absorbancia del sistema.
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Figura 23.- Espectro de absorcién de la Quer en ausencia y presencia de Ca utilizando
diferente razones molares en metanol.
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Figura 24.- Estabilidad del aducto Quer-Ca en el tiempo para diferentes razones
[Ca]/[Quer] en metanol.
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Existen diferencias considerables entre la formacion de un complejo con
iones de metales de transicidn y cationes alcalinos térreos. Se ha encontrado en
la literatura que la reaccién entre la Quer y Ca involucraria la formacién de un
complejo i6nico, esto debido a que el radio de los iones es mayor que el radio
de la cavidad entre el grupo carbonilo de la posicion 4 vy el hidroxilo de la
posicion 3%°, en cambio la reaccién entre Cu(ll) y Quer es a través de la

formacion de un quelato.

De los estudios espectroscopicos de la interaccion de Quer con los tres
cationes divalentes se puede concluir que; i) Todas las interacciones resultan en
la aparicién de una nueva banda, sobre los 400 nm. ii) La banda caracteristica
de Quer de mayor energia presenta diferencias para los dos tipos de cationes,
para el Cu la banda sufre un corrimiento batocromico y una deformacion, en
cambio para los cationes alcalinos térreos soélo sufre una disminucion en la
absorcion. iii) La interaccibn con Ca a bajas razones molares no produce
cambios significativos en el espectro de absorcion, a diferencia del Mg en el cual
se observa la aparicion de un hombro en la banda de mayor longitud de onda.
Roshal et. al. propone que la formacion del aducto Quer-Ca requeriria que la
Quer se encontrara ionizada®, este requisito no se cumple utilizando metanol

como solvente por lo que la reaccidn no estaria siendo favorecida.

Analogamente se estudio la interacciéon de la 3-HF con cationes alcalinos
térreos (Mg y Ca). En la Figura 25 se muestra el cambio en el espectro de
absorcion correspondiente a 3-HF en presencia de Mg, se puede apreciar una
nueva banda de absorcion la cual posee un maximo alrededor de 410nm que
podria corresponder a la 3-HF enlazada a Mg. En la Figura 26 se muestra que la
solucién de 3-HF en presencia de catiébn Mg es estable en el tiempo, a diferentes

razones molares [Mg(ll)]/[Quer].

45



—— [3-HF]=4,5x10"M
—— [Mg)/[3-HF]=1,1
—— [Mg)/[3-HF]=2,2
—— [Mg)/[3-HF]=3,3
“ [Mg)/[3-HF]=3,3
T [Mg)/[3-HF]=253
s |
:t/ 0,4 -
0,0 ;

300 400 500
Longitud de onda (nm)

Figura 25.- Espectro de absorcion de la 3-HF en ausencia y presencia de Mg a
diferente razones molares en metanol. [3-HF]=4,5x10°M, [Mg(I1)]=5,0x107°-1,1x10°M

144 — [Mg]/[3-HF]=1 t=0min
' —— [MgJ/[3-HF]=1 t=60min
12 — [MgJ/[3-HF]=20 t=0min
' —— [Mg]/[3-HF]=20 t=60min
1,0
~ 0,81
<
=l
< 0,6 4
0,4 4
0,24
0,04
— 1 + 1 - r 1 1 - 1 1

— .
250 275 300 325 350 375 400 425 450 475
Longitud de onda (nm)

Figura 26.- Estabilidad del aducto 3-HF-Mg en el tiempo para dos razones molares en
metanol.

Por otra parte, la interaccion de 3-HF con Ca se muestra en la Figura 27,
donde se observa la aparicion de una nueva banda a mayores longitudes de

onda, con un maximo de absorcion aproximadamente a 410nm. La forma de
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A (u.a.)

este espectro de absorcion es muy similar al espectro con Mg como cation
divalente, sin embargo, las concentraciones de cation en solucion son mayores,

variando desde 90-1523 veces mas Ca que 3-HF.

12- — [3-HF]=5,7x10"M G —— [3-HF]=4,8x10"M
— [Cal/[3-HF]=0,6 ' —— [Ca]/[3-HF]=1523
1ol —— [Ca)/[3-HF]=1,2 UN —— [Ca]/[3-HF]=900
' — [Cal/[3-HF]=2,5 1.0+ —— [Ca]/[3-HF]=448
— [Cal/[3-HFI=5,0 1 [Ca)/[3-HF]=90
0.8 —— [Ca)/[3-HF]=7,5 08
—— [Ca]/[3-HF]=10 ’
0,64 —— [Cal[3-HFI=15 | 3
——[CaJ/[3-HF]=20 | 5 06
0. ——[CaJ/[3-HF]=25 | <
0,4
0,2 1
0.2~
0,0 1
T T T T T T T T T 0,04 . ; . ; —
250 300 350 400 450 300 400 500

Longitud de onda (nm) longitud de onda (nm)

Figura 27.- Espectro de absorcién de la 3-HF en ausencia y presencia de Ca utilizando
diferente razones molares en metanol.
(A):[3-HF]=5,7x10"°M, [Ca(Il)]=3,4x107°-1,4x10™*M.
(B):[3-HF]=4,8x10°M, [Ca(Il)]=7,3x102-4,3x103M.
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En la Figura 28 se muestra la estabilidad de la solucion de 3-HF en
presencia de Mg(ll), se observa que la solucion es estable en el tiempo para las
diferentes razones molares [Mg(ID]/[3-HF].

. . [Ca]/[3-HF]=90 Ohrs
1o [Ca]/[3-HF]=90 17hrs
o A\ —— [Ca)/[3-HF]=448 Ohrs
04 —— [Ca]/[3-HF]=448 17hrs
" —— [Ca)/[3-HF]=1523 Ohrs
08 —— [Ca]/[3-HF]=1523 17hrs

0,6 4

0,2 4

A (u.a.)

0,0 4

-0,2

360 ' 4(|)o ' 500
Longitud de onda (nm)

Figura 28.- Estabilidad del aducto 3-HF-Ca en el tiempo para diferentes razones
[Ca]/[3-HF] en metanol.

De los estudios espectroscopicos de la interaccion de la 3-HF con
cationes alcalinos térreos se puede decir que; i) Al adicionar pequefias
concentraciones de Ca, razones molares [Ca]/[3-HF] entre 1 y 3, no se observan
cambios significativos en las bandas de absorcién. Para el caso del Mg se
observa la aparicion de una nueva banda a mayor longitud de onda, para las
mismas razones molares [Mg]/[3-HF]. Esto indica la dificultad, posiblemente
estérica, que tiene el Ca para poder enlazar en los grupo 3-OH y 4-oxo del anillo
C. i) La banda de menor longitud de onda caracteristica de la 3-HF, sufre una

pequeiia disminucién de la absorbancia en presencia de los dos cationes.

Comparando los espectros de absorcion UV-vis de los diferentes
flavonoles para el mismo cation se puede decir que; i) Para los flavonoles, Quer
y 3-HF, en presencia de Mg se observa la aparicion de una nueva banda a

longitudes de onda mayores, sin embargo, la banda de la 3-HF es mas definida
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ya que para la Quer se encuentra solapada. ii) Para ambos cationes, la banda
caracteristica del flavonol de menor longitud de onda, sélo sufre una disminucién

en su absorcion.

5.3.2. Estudio de la reactividad de oxigeno molecular singulete con
flavonoles en presencia de iones divalente

La determinaciéon de la constante de velocidad de reaccion quimica,
utilizando espectroscopia UV-vis como método analitico, es mas compleja
debido a que las bandas del espectro de absorcién de los flavonoles y del
aducto de éstos con iones divalentes se encuentran muy superpuestas. Por lo
gue no se tiene claridad de la forma del espectro de la interaccion entre flavonol

y los cationes.

Para la determinacion de la constante de velocidad de reaccién entre
oxigeno molecular singulete y el aducto flavonol-cation en metanol se utilizd
como actinémetro 9,10-DMA, para esto las fotdlisis se realizaron en las mismas

condiciones experimentales mencionadas en la seccion 4.1.

En la determinacién de la constante de velocidad de reaccion de O,y
Quer-Cu se utilizé una relacion molar de [Cu]/[Quer] igual a 0,5, a pesar de no
ser ésta la estequiometria del aducto determinada anteriormente, pero si es la
solucion que presenta mayor estabilidad en el tiempo. En la Figura 29 se
encuentra el espectro de absorcion del proceso de foto-oxidacion de Quer-Cu en

presencia de rosa de bengala como sensibilizador y metanol como solvente.
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Figura 29.- Disminucion de la absorcion durante la foto-oxidacion de Quer en presencia
de Cu(ll). Sens: RB, solvente: metanol, [Cu]/[Quer]=0,5.

Se observa un aumento en la constante de velocidad de reaccién del O,
y Quer en presencia de Cu, este aumento corresponde a 6,3 y 4,6 veces,
respecto a la solucién libre de Cu, cuando el consumo de las especies reactivas
se determina en 420 y 358 nm respectivamente, como se muestra en la Tabla 7.
En la Figura 30 se puede observar que la cinética de la reaccion con Cu se
ajusta a un tratamiento de pseudo primer orden al igual que en la reaccion de

Quer libre con *0,.
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0.7 4 n = 358nm
N ® 420nm
) — Linear Fit of In(A)
S —— Linear Fit of In(A)
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Figura 30.- Ajuste para tratamiento de pseudo-primer orden para la foto-oxidaciéon de
Quer en presencia de Cu(ll), en metanol.

Tabla 7.- Constante de velocidad de reaccion quimica para Quer y Quer-Cu, a dos
longitudes de onda, en metanol y para una relacion molar [Cu]/[Quer]=0,5.

k /M st

Quer 9,0x10°
Quer-Cu (358nm) 6,3x10°
Quer-Cu (420nm) 8,6x10°

Para la evaluacion de la constante de velocidad reactiva entre Quer y
oxigeno molecular singulete en presencia de Mg, se realizaron tres fotdlisis

utilizando tres relaciones estequiométricas, [Quer]:[Mg]; 1.0, 1:1y 1:2.

En la Figura 31 se encuentra el grafico del tratamiento de pseudo primer
orden, para los datos cinéticos obtenidos para la foto-oxidacion de Quer en

presencia de Mg.
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Figura 31.- Representacion del ajuste de un polinomio de grado dos y de su pendiente
inicial para la reaccién de Quer con oxigeno molecular singulete a diferentes
concentraciones de Mg.

De la Figura 31 se observa que la cinética de reaccion tiene una
desviacion negativa respecto al ajuste de pseudo primer orden, el cual deberia
ser una recta, esta desviacion implica que la absorbancia, como medida de
concentracion, es mayor a la esperada. Este efecto puede tener tres posibles
explicaciones; i) la absorbancia medida no corresponde sélo a una especie, por
lo tanto, la disminucion de la Quer estaria siendo afectada por la superposicion
de la banda correspondiente a la posible asociacion entre Quer y Mg ii) el ajuste
de los datos experimentales no corresponderia a un tratamiento cinético de
pseudo-primer orden, iii) disminucién en la concentracion de oxigeno molecular
singulete, que podria ser menor si se abren nuevas vias de consumo. Para
aclarar esta ultima posibilidad es necesario realizar medidas de constante de
desactivacion resueltas en el tiempo. Sin embargo, esta medicidn es necesaria
complementarla con un analisis mas detallado de los aspectos sefialados en los

otros dos puntos mencionados. Para esto se debe desarrollar un método
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analitico apropiado para poder realizar la determinacion de la concentracion del
analito de interés en el tiempo y del tipo de cinética a la cual se ajusta.

Los valores de las constantes de velocidad reactivas de 'O,y Quer para

las diferentes concentraciones Mg en el medio se encuentran en la Tabla 8.

Tabla 8.- Dependencia de la constante de velocidad de la reaccion entre O,(*Ag) y Quer
con la concentracion de Mg presente en el medio.

-1 -1

Mal/[Quer ki /M™s
[MgJ/[Quer] 371nm
0 9,0x10°

1 5,4x10°

2 1,1x10’

Se observa que la constante de velocidad de reaccion aumenta 22 veces
cuando la concentracion de Mg es igual a la concentracion de Quer, y 30 veces
cuando la concentracibn de Mg duplica la concentracion de Quer. Este
resultado permite postular que el aducto formado entre la Quer y Mg es mas

reactivo frente al oxigeno molecular singulete que la Quer libre.

Por otra parte, para el estudio de la cinética para la reaccion entre
oxigeno molecular singulete y Quer en presencia de Ca, se asume nuevamente
una cinética de pseudo primer orden. Como las bandas de absorcion se
encuentran superpuestas, se cuantifica a partir de la banda correspondiente al

flavonol.

Los valores obtenidos para la constante de velocidad de reaccion (Tabla
9) muestran un notable cambio a medida que la concentracién de Ca aumenta,
esto es debido probablemente a una asociacion de Quer con Ca. El aducto
formado presentaria una mayor reactividad frente al O, que la Quer libre, como
se desprende del aumento de la constante de velocidad de reaccion a medida

gue aumenta la concentracion de Ca en el medio.
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Tabla 9.- Dependencia de la constante de velocidad de reaccion con la concentracion

de Ca presente en el medio para la reaccion de Quer con *O,.

[Ca®l1 M [Ca®"]/[Quer] k. IM'seg™
0 0 2,7X10°
2,3x10° 55 2,2X10’
4,5x10° 110 4,3X10’
6,0x107 165 5,1X10’
1,4x107 330 7,5X10’
1,8x107 440 9,5X10’
2,3x107° 550 1,2X10°
3,2x102 770 1,2x10°8
3,3x107° 792 1,3X10°
4,2x107° 1019 1,4X10°
7,0x107 1698 1,6X10°

® [Quer]

2,0 ® [Ca]/[Quer]=55
1 8_' ® [Ca]/[Quer]=116
7] . o ® [CaJ/[Quer]=554

1,6 4 ® [Ca)/[Quer]=1711

In(A/A)
o
[e0]
1

T
100

T T T T T
200 300 400
tiempo (seg)

T
500

600

Figura 32.- Ajuste cinético de pseudo primer orden para la reaccién de Quer con 'O, en

presencia de Ca(ll) a diferentes razones molares [Ca]/[Quer].
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En la Figura 32 se muestra la cinética de la foto-oxidacion de Quer en
presencia de diferentes concentraciones de Ca, se observa que las curvas
experimentales presentan una desviacion negativa respecto a la linealidad
esperada para un ajuste de pseudo primer orden. Al igual que en el caso de la
foto-oxidacion de la Quer en presencia de Mg, este comportamiento se puede
explicar considerando las tres posibilidades ya mencionadas.

El estudio de la foto-oxidacion de la 3-HF en presencia de Mg,
corresponde a tres fotolisis con distintas razones de [3-HF]:[Mg]; 1:1, 1:2, 1:20.
Para realizar el ajuste a una cinética de pseudo primer orden se considera la
banda centrada en 344nm, las constante de velocidad reactiva para la diferente

razones se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10.- Dependencia de la constante de velocidad de reaccidn con la concentraciéon
de Mg presente en el medio para la reaccion de 3-HF con *O,.

1.1
[Mg]/[3-HF] AR
0 2,5x10°

1 1,1x10’

2 1,2x10’

20 1,5x10’

Se observa que la constante de velocidad reactiva de 'O, y 3-HF en
presencia de Mg aumenta en 44 veces cuando la concentracion de Mg es igual a
la del flavonol, ademas se puede observar un leve aumento en la constante de
velocidad cuando la concentracion de Mg es mayor que la concentracion de 3-
HF, alcanzado un valor de la constante de velocidad 60 veces mayor que la
constante de velocidad en ausencia de Mg. El aumento en la constante se

puede deber a la formacion de un nuevo producto entre la 3-HF y Mg.
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[Mg]/[3-HF]=1 343 nm
[Mg]/[3-HF]=2 343 nm

[Mg)/[3-HF]=20 343 nm
3-HF

054 [3-HF]
0,6 -
0,4
0,2
0,0 &

T T T T T T T

0 200 400 600

tiempo (seg)
Figura 33.- Ajuste cinético de pseudo primer orden para la reaccién de 3-HF con 'O, en
presencia de Mg(ll) a diferentes razones molares [Ca]/[3-HF].

En la Figura 33 se muestra el ajuste de pseudo primer orden de las
cinéticas entre 3-HF y oxigeno molecular singulete en presencia de Mg,
observandose la disminucion de la absorbancia de la banda del espectro de
absorcion, que posee un maximo aproximado en 343, para todas las relaciones
molares [Mg]/[3-HF] estudiadas. Se observa que los datos experimentales tienen
una desviacién negativa respecto a la linealidad esperada para un tratamiento
de pseudo primer orden. Esto implica que la absorbancia es menor que la
esperada, lo que se puede entender en términos de los argumentos que se
dieron para la foto-oxidacion de Quer en presencia de Mg. Se observa que para
relaciones molares [Mg]/[3-HF] igual a 1 y 2 la desviacion es mas pronunciada
que para la relacion molar [Mg]/[3-HF] igual a 20.

En la cinética de la foto-oxidacion de 3-HF en presencia de Ca se realizo

un ajuste de pseudo primer orden. Las constantes de velocidad de reaccion

56



quimica obtenidas para las diferentes concentraciones de Ca utilizadas se
encuentran en la Tabla 11.

Tabla 11.- Dependencia de la constante de velocidad de reaccion quimica para la 3-HF
con 'O, dependiente de la concentracion de Ca presente en el medio.

ke / M*s™
[Ca®//M | [Ca*/[3-HF] “
(344nm)
0 0 2,9X10°
4,7x10” 90 2,4X107
2,3x10° 448 1,6X10’
4,7x10°* 900 1,0X10°
8,0x10 1523 1,1X10°
® [3-HF]
0,7 ® [Ca]/[3-HF]=90
1 (A ® [CaJ/[3-HF]=448
0,6 ° ® [Ca]/[3-HF]=900
o] ® [CaJ/[3-HF]=1523

In(A/A)

0 ' 50 ' 100 ' 150 ' 200
tiempo (seg)
Figura 34.- Ajuste cinético de pseudo primer orden para la reaccion de 3-HF con 'O, en
presencia de Ca(ll) a distintas razones molares [Ca]/[3-HF].
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En la Figura 34 se muestran los tratamientos cinéticos de pseudo primer
orden. Se observa que la desviacion es notoriamente menor que para las

cinéticas estudiadas anteriormente.

Se observa un aumento en la constante de velocidad de reaccién quimica
a medida que aumenta la concentracion de Ca presente en el medio. Esto puede
significar que la absorcion a 344nm, no es Unicamente de la 3-HF y que en la

misma region pueda estar absorbiendo el posible aducto entre la 3-HF y Mg.

De la interaccién de los dos flavonoles estudiados en presencia de Ca se
podria decir que a iguales razones molares, la constante de velocidad reactiva
entre 'O,y Fla son similares, indicando reactividades similares. Sin embargo, es
destacable mencionar el aumento en la reactividad respecto a los flavonoles
libres, la 3-HF tiene un aumento en su reactividad frente al 'O, de 86 veces y el

aumento para la Quer corresponde a 56 veces respecto a la Quer libre.

Para la reaccion de los dos flavonoles, Quer y 3-HF, con Mg y su posterior
reactividad con oxigeno molecular singulete podemos concluir que el efecto del
Mg es mayor cuando se utiliza 3-HF. La velocidad de reaccién aumenta 44
veces cuando la concentracion Mg y 3-HF son iguales, en cambio, el aumento

en la velocidad de reaccion para la Quer es de 6 veces.

La diferencia en el aumento de la constante de velocidad de reaccion de
oxigeno molecular singulete y flavonoles, 3-HF y Quer, en presencia de cationes,
podria originarse en las diferencias estructurales entre la 3-HF y Quer. La Quer,
a diferencia de la 3-HF, posee mas sitios en los cuales los cationes pueden
interactuar, los cuales no estarian directamente involucrados en sitio de la
reaccion, provocando que el aumento en la reactividad no sea tan considerable

como el que se observa para la 3-HF.
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. Conclusiones

El estudio del efecto solvente sobre la reaccibn entre 9,10-
Dimetilantraceno y O (1Ag) muestra que la constante de velocidad de
reaccion depende de la capacidad del solvente de estabilizar cargas y
dipolos. En esta memoria se ha confirmado la influencia del agua cuando
la reaccion se lleva a cabo en metanol, observandose un aumento de 4
veces en la constante de velocidad cuando el porcentaje de agua llega al
50%, por lo que se corrobora la naturaleza dipolar del intermediario.

Las constantes de velocidad de reaccién entre diferentes flavonoles y
Oz(lAg) en metanol, muestran dependencia con la sustitucion presente en
los anillos aromaticos A y B. A mayor namero de grupos hidroxilo en el
anillo B, mayor es la reactividad, como se confirma por el orden de
reactividad obtenido Miric=Quer>Fise>Kaemp>3-HF.

La constante de velocidad de reaccién entre flavonol y 02(1Ag) es
influenciada por la cantidad de agua presente en la mezcla metandlica. La
variacion en el valor de la constante dependeré del pH del medio acuoso.
A pH mas basico el aumento en la cantidad de agua provocara un
incremento mayor en la constante de velocidad de reaccion entre el
flavonol y oxigeno molecular singulete que a pH mas 4cido. Esto se debe
a la desprotonacion de los grupos hidroxilos. A igual concentracion de
agua pero pH creciente en el medio, la constante reactiva aumenta 16
veces para la 3-HF.

El estudio de la reacciéon de Quer con Cu(ll), muestra que la banda de
absorcién sufre un corrimiento batocrémico, la banda correspondiente a
la Quer libre desaparece completamente cuando la relacibn molar
Quer:Cu es de 1:2. El mismo corrimiento batocrémico se observa cuando
se utilizan cationes alcalinos térreos, sin embargo, no se observa que la

banda correspondiente al flavonol libre desaparezca. ElI cambio en el
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espectro de absorcion es menor a medida que aumenta el radio del
cation.

La reactividad de los flavonoles (3-HF y Quer) frente a oxigeno molecular
singulete aumenta en presencia de cationes divalentes, esta variacién en
la reactividad se debe probablemente a formacién de un aducto entre el
flavonol y el catiébn que es mas reactiva. Los dos flavonoles estudiados, 3-
HF y Quer, presentan diferentes cambios en la reactividad, la molécula
Quer posee mas sitios que pueden interaccionar con los cationes los
cuales no influyen directamente en el centro de la reaccion con oxigeno
molecular singulete. Por otra parte, la molécula 3-HF soélo presenta un
sitio de interaccion con el cation, influenciando directamente el centro de
la reaccion, esto produciria un mayor aumento en la reactividad para la 3-

HF que para la Quer frente a oxigeno molecular singulete.
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