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Resumen

RESUMEN

El radical catiónico derivado del ácido 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonico) (ABTS) ha sido ampliamente utilizado como método para evaluar tanto la

presencia como 1a capacidad antioxidante en sistemas biológicos. De la misma manera

se utiliza en la evaluación de la capacidad antioxidante de compuestos puros o mezclas

complejas de éstos. En esta tesis se presenta un estudio cinético de las reacciones de este

radical con una serie de aminoácidos e hidroperoxidos. Se determinó que estos últimos

son capaces de blanquear la solución fuertemente coloreada de1 radical catiór! resultado

que muestra que el agua oxigenada puede interferir en la interpretación de los resultados

cuándo ésta es utilizada en el metodo de produccién del radical. Los resultados con los

aminoácidos e hidroperóxidos son explicados en términos de un mecanismo simple,

descrito por un paso inicial parcialmente reversible que compromete un proceso de

t¡ansferenci¿ electrónica desde el sustrato hacia el radical. Este paso es inhibido por la

concentración de ABTS y de protones La ley cinetica depende de las reacciones

seeundarias (reacciones de terminación). A pesar de la simplicidad del mecanismo, la

ley de velocidad es compleja, lo que impide determina¡ las constantes de velocidad

exactas para todos los pasos elementales del proceso.
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Resumen

Se evaluaron las capacidades antioxidantes de una serie de polifenoles y mezclas

complejas de éstos, utilizando el método de blanqueamiento del radical derivado

catiónico del ABTS expresado en terminos de equivalentes de T¡olox. En esta

oportunidad el metodo de preparación para producir el radical catiónico utiliza M¡Oz,

que deja al sisterna libre de interferntes En este estudio se pressrtan dos índices, eI

primero de ellos, evaluado a tiempos cortos de la reacción @RR), es relacionado con el

número de centros más ¡eactivos de la molécula y e1 segundo evaluado a tiempos largos

@RT), se relaciona con la capacidad antioxidante tot¿l. A fin de racionalizar el

mecanismo de deshidrogenaciones consecutivas propuestq se realizó un estudio teó¡ico

que evalúa las propiedades locales y globales de cada molécula, utilizando los índices de

reactividad que proporciona la Teoría de Funcionales de 1a Densidad. La magnitud de

las funciones de Fukui evaluada sobre los Oxígenos a los cuales est¡in unidos los

Hidrogenos potencialmente reactivos, permiten ideÍtificar, los centros con mayor

susceptibilidad de transferir sus hidrógenos en cada una molécula. Estos índiees son

relacionados con la reactividad y el costo energetico asociado a los procesos de

deshidrogenación. Los resultados teóricos finalmente son relacionados con los índices

experimentales ERR y ERT con las funciones de Fukui radicalarias locales (f¡) o

globales (S), que describen a los sistemas estudiados. Se ha podido establecer al menos

una conexión cualitativa entre los resultados experimentales y teóricos: por un lado la

información de reactividad que provee el índice ERR y por otro, la información

termodinámica que coritiene el índice ERT.



Resumen

También se ha estudiado la reacción entre 4-Hidroxi-2,2,6,6,-túra-

metilpiperidin-l-oxilo (TEMPOL) y el ácido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametileromano-2-

carboxílico (Trolox). La cináica de esta reacción estudiada por el decaimiento de la

señal de EPR del nitróxido fue racionalizado en términos de una reacción bi-molecular

de transferencia electrónica. La presencia de metales en el medio de reacción también

fue evaluada.
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Abstract

ABSTRACT

The radical cation derived ñom the 2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid (ABTS) has been widely used in the evaluation of the antioúdant

potential in biological systems. This chemical has been also used for evaluating

arfioxidant potential of pure compounds and complex mixtures of them. In this thesis, a

kinetic study on the reactions of this radical against a series of amino acids and

hydroperoxides is presented. Hydroperoxides have the ability of bleaching a strongly

colored sofution of the radical cation. This result suggests that the presence of hydrogen

peroide may alter the interpretation ofexperiments, when it is used as radical generator

in the initiation step. The results ofthe reactions of aminoacids and hydroperoxides may

be described on the basis of a simple mecha¡ism characterized by an initial reversible

step that involves an electron transfer process from the substrate to the radical cation.

This step may be inhibited by increasing ABTS and proto! conceatrations. The kinetic

law depends upon secondary (termination step) reactions. Despite the simplic§ of the

proposed mechanism, the rate 1aw is complex, precluding the determination of accurate

rate constants for the elementary steps involved in the whole process. The antioxidant

potential ofa series of polyphenols and complex mixtures ofthem were evaluated using

the bleaching technique ofABTS radical cation. The antioxidant potential was measured
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Abstract

in term s of Trolox equivalents. The generation step ofthe radical cation uses MnOz in

the initiation step, so that the system becomes fiee of any interfering species. Two

indexes describing t}le antioxidant potential were introduced: the first one ERR"

evaluated in shof terms assays is related to the number of active centers in the

molecules. The second one ERT, measures the total antioxidant potenüal.

In order to rationalize the proposed mechanism of dehydrogenation of

poliphenols, a theoretical study framed on global and local reactivity indexes, defined in

the conte>$ of density functional tJreory was performed. Radical Fukui functions and

radical local softness provide useful informatiou about the most astive centers in a

molecule towards dehydrogention reactions. They are mostly related to the kinetic

control products and are expected to display at least, a qualitative relationship with the

ERR empirical index. The global and loeal reactivity analysis were complemented ¡¡,¡ith

a thermochemical study on the relative stability of the different intermediate species

generated in the de§drogenation processes. While the tleoretical local and global

indexes show a qualitative relationship with the empirical ERR index, the theoretical

analysis incorporating the thermodynamics aspects are also consistent with the

information encompassed in the ERT index.

An additional kinetic study of the reaction between TEMPOL and Trolox was

also performed, using the EPR signal decay of the nitroxide. The reaction mechanism

was rationalized in terms ofa bimolecular electron transfer and the presence of metals

also was evaluated.

xvl11
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INTRODUCCION

Aunque los radicales libres de larga vida (o 'tstables') se caracterizan por tener

uoa constante de velocidad de auto-reaccién muy baja y los procesos de equilibrio de

dimeriz¿ción y/o de transferencia electronica estiin desplazados favoreciendo la

formación del radical [1], ellos pueden entrar en reacciones bimoleculares con sustratos

altamente reactivos [2-5].

Las reacciones de radicales libres han sido empleadas en la evaluación de

capacidades antioxidantes de compuestos puros [6-12] y para la eraluación de la

capacidad antioxidante de mezclas complejas tales eomo, extraffis vegetales [3-16] y

fluidos biológicos ll7 -22). Sin embargo, para el interes de entender qué se está midiendo

en esos experimentos es necesa¡io determinar el meeanismo de la reacción entre el

radical libre y 1os sustratos ernpleados, así como los factores que determinan la cinética

y estequiometria del proceso. De esta manera se ha propuesto como objetivo general de

esta tesis estudiar la cinética y postular el mec¿nismo de reacción entre el radical

cationico derivado del ácido 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) y

uüa serie de sustratos que tienen un hidrógeno lábil en su estruetura- Este radical ha sido

ampliamente uülizado como ensayo colorimétrico para la evaluaeión de capacidad
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antioxidante. Entre los diversos métodos usados para generar el radical, uno de los más

empleados está basado en un sistema enzimático que emplea agua oxigenada como

oxidante [23] Dada la presencia de un hidrógeno relativamente lábil en este tipo de

compuestos, se ha propuesto como hipótesis de trabajo una posible interacción entre el

radical catiónico e hidroperóxidos, los que podrían intervenir en el proceso de

blanqueamiento del radical, interfiriendo de esta manera en la interpretación de los

resultados. Así mismo, en otras metodologías propuestas para 1a preparación de1 radical

catión [24], los ensayos se realizan a un tiempo fijo. Esto deja sin conocer qué ocurre

con la reactividad de los compuestos a tiempos tempranos de reacción [25]. En el primer

Capítulo de esta tesis se presenta el estudio cinético y se postula un mecanismo para las

reacciones entre el radical catión de¡ivado del ABTS con dos hidroperóxidos y una serie

de aminoácidos.

En el Segundo Capítulo se presentan las capacidades antioxidantes, evaluadas a

partir del consumo del radical catiónico derivado del ABTS y referido a un estándar

(Trolox), para una serie de polifenoles y de mezclas complejas de ellos. En este estudio

se discuten 1a interpretación de dos indices de capacidad antioxidante, obtenidos a

tiempos cortos y largos de la reacción. Además se presenta un estudio teórico que

intenta racionalizar los aspectos estructurales y energéticos del mecanismo de

deshidrogenación propuesto con los índices de reactividad que proporciona la Teoria de

Funcionales de la Densidad.

Con el objeto de establecer diferencias y/o similitudes con el mecanismo

postulado en el Primer Capítulo para la reacción entre el radical derivado del ABTS y
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los sustratos empleados, en e1 Tercer Capítulo se presenta un estudio cinético de 1a

reacción entre un radical estable con iguales caracteristicas como es el TEMPOL y un

compuesto fenólico (Trolox). En él se postula un mecanismo de reacción simple que

involucra un proceso bi-molecular entre el radical y el sustrato, y se evalúa el efecto de

metales en el medio.
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Capitulo I

CAPITULO I

REACCION DEL RADICAL CATIÓNICO DERIVADO DEL ACIDO

2,2',-AZTNOBTS(3-ETILBENZOTIAZOLIN-6-SULFOMCO CON

HIDROPERÓXIDOS Y AMINOÁCIDOS.

crxÉrrc¿ Y MECANISMo.

1.1. INTRODUCCIOT'{

La capacidad de algunos aditivos altamente reactivos para disminuir la formación

del ¡adical estable derivado del ácido 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

(ABTS) (Esquema 1- 1) cuando éste es incubado en presencia de una fuente de radicales

libres, ha sido ampliamente utilizado para evaluar la capacidad antioxidante de

compuestos pwos y de mezclas complejas [1-7]. La interpretación de 1os datos en esos

sistemas no es direct4 ya que la disminución de la concentración del radical catión, que

se registra en presencia de los aditivos, se puede debe¡ a la captura de radicales

primarios y/o al blanqueamiento del radical catión formado por los aditivos. Esta

hipótesis se genera al revisar una de 1as metodologias más utilizada para evaluar

capacidad ar¡tioxidante de extractos vegetales y fluidos biológicos [8, 9]. El sistema

empleado en estos ensayos es bastante complejo, contiendo agua oúgenada y peroxidasa
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de rábano, que confoftran el sistema oxidante. La medida se re¿liza en forma indirecta,

pues la acción de los antioxidantes determina la concentración del radical catión

derivado del ABTS (ABTS') producido y no considera la acción del hidroperóxido

sobre el consumo del radical ABTS'* formado- Con respecto a e§to, Qs interesa¡te

evaluar en forma directa la capacidad que tie[en ciertos compuestos con interés

biológico de reaccionar con radicales libres estables y, a fin de entender que es lo que

está siendo medido en este tipo de experimentos, es necesario determinar el mecanismo

de la reacción entre el radical libre y el sustrato.

Un sistema no acuoso que ha sido bastante estuüado a {in de entender el

mecanismo, es el de la reaccién entre el radical DPPH y compuestos fenólicos. Estos

han demostrado que el mecanismo de la reacción es complejo e involucra una serie de

procesos reversibles [10-13], lo que hace dificil interpretación los resultados cinéticos

y/o los factores estequiomáricos asociados al proceso. Ademris se han mostrado

notables diferencias entre e1 comportamiento del DPPH y el radical derivado del ABTS

t6l

Es interesante entonces conocer cuales compuestos y a que velocidades son

capaces de re¿ccionar con un radical estable como es el radical catión derivado del

ABTS. Las ventajas de este radical son su hidrosolubilidad y sus altos coeficientes de

extinción a longitudes de onda altas [14]. Esto permite que la evaluación de la velocidad

de consumo se puede efectuar con mínimas interferelcias. Este radieal puede ser además

obtenido ücilmente por una oxidacién mono-elect¡ónica del ABTS:
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CFLt'CH. C,
I

¿'\-'N. NI lT ):¡l-+<
HO.s-\''As' 's

Esquema 1.1. Estructura del ABTS

El MnOz, persulfato de Potasio, peroxidasa de rábano o cualquier fuente de

radicales libres (i.e., un azo c,ompuesto) bajo condiciones aeróbicas pueden ser

empleados como oxidantes. El radical resultante es una especie de larga vid4 con

bandas de absorción caracteristicas a 1os 416, 650 y 734 nm. La concentración del

radical catiónico puede ser evaluada fácilmente a partir de los coeficientes de extinción a

esas longitudes de onda [14].

Se conoce que pequeñas moleculas tales como fenoles, tioles, aminas, ácido

úrico y ascérbico son capaces de reducir al catión radical [15,16]. Hasta la fecha ha sido

llevado a cabo un estudio cinético completo, empleando con una familia de monofenoles

como sustratos [ó]. El mecanismo de este proceso fue racionalizado en términos de un

pre-equilibrio entre ABTS'+ y el sustratq un pa§o que ha sido definido como de

transferencia electrónioa y dependiente del pH. Las reacciones secundarias de los
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radicales del sustrato producidos en este paso definirían los productos finales y

determinarán la expresión de la ley cinética.

Ha sido mostrado que proteínas, tales como albúmina o bilimrbina, son capaces

también de blanquear una solución con los radicales del ABTS pre-formados [8].

También u¡a serie de aminoácidos han dado respuesta positiva cuando zu capacidad

antioxidante es evaluada con el metodo de la formación el radical del ABTS en el

sistema H2orlperoxidasa/ABTS [17]. Sin embargo, no ha sido establecido cuales

aminoáeidos son los más reactivos, ni ha sido determinada la einetica de la reacción. Asi

mismo, no se ha determirado ni el mecanismo ni la estequiometria del proceso, lo que

constituye uno de los objetivos principales de esta tesis.

En particular, en este trabajo se ha abordado el estudio de la reacción entre los

radicales derivados de1 ABTS con hidroperóxidos (agua oxigenada y ,err-

butilhidroperóxido) a fin de elucidar si éstos intervienen en el blanqueamiento de la

solución de los radicales cu¿ndo los radicales del ABTS son producidos por el metodo

que utiliza lüOrlperoxidasa./ABTS como sistema oxidante. También se ha escogido una

serie de aminoácidos. Los seleccionados tienen un átomo de hidrogeno reactivo en su

cadena lateral, al cual le es asociada su reactividad frente a los radicales. Los

aminoácidos seleccionados fueron Cisteína (-SlI), Triptofano (-NH), tústidina (Nn) y

Ti¡osina GOH) v las reactividades de estos compuestos fueron eomparadas con la

observada en los aminoácidos que carecen del H unido al heteroátomo de 1a función de

la cadena lateral caracteristica" como son: N-metil-Triptofario, O-metil-Tirosina y

Cistin¿.
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1.2 METODOLOGIA

El radical-catión derivado del ABTS fue preparado en soluciones reguladas a tres

pHs diferentes (5, 6 y 7). En todos 1os casos la concentración de la solución

amortiguadora empleada, de sales de fosfáto sódico y/o potásico (MERCK) para los pH6

y pH7 y citruto/c*ian para pll1, fue 100 mM. E1 radical es obtenido por oxidacién, en

una concentración aproximadamente 150 plvl, utilizando MnO2 en polvo (25 mg/ml)

(Sigma) o oxoperoxo sulfato de Postasio (250 mM) (MERCK) como oxidantes. En este

ú1timo caso la reacción debe ser mantenida durante 2 horas a 50 oC antes de lograr una

alta concentracién final del radical catión. En el primer caso la oxidación es instantánea

y el exceso de sólido es removido por centrifugación y posterior filtración. La solución

del radical catión se mantiene en frio antes de su uso y su concentración es estable por

varias horas.

Para evaluar el efecto de trazas de metales potencialmente preseRtes en el medio

de reacciéq se prepararon soluciones amortiguadas pre-tratadas con el agente quelante,

Chellex-100.

La concentración clel radical es evaluada midiendo su absorbancia a los 734 nrn,

y utilizando el coeficiente de o<tinción molar a esta longitud de onda r: 0.015 pMlcm

t. A lo largo de la cinética la concent¡ación del compuesto precursor (ABTS) se pude
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estimar a partir de su máximo de absorció¡ a los 340 nn! donde presenta un coeficiente

de extinción molar, s: 0.039 plWtcm t).

Las cinéticas de consumo del radical catión inducida por los compuestos aqui

seleccionados fueron seguidas a23 + l oC en un espectrémetro llV-visible TINICAM o

en un Vis Chem Station Hewlett Packard con arreglo de diodos. Este ultimo

espectrómetro permitió seguir cin&icas de consumo que ocurreo en pocos segundos y,

por lo tarto, se pudieron estudiar sustratos de alta reactividad.

Los hidroperóxidos, HzO: y t-butil-hidroperéxido (t-BuOOH) fueron adquiridos

en laboratorios MERCK. Los aminoácidos L-Tirosina (Tyr) y L-Triptofano (Trp) fueron

MERCI! L-Cisteína (Cys) SIGMA y Lllistidina (I{is) EASTMAN. Este último

compuesto fue purificado previo a zu uso por re-cristalización en metatol.

Con el objeto de obtener información cinetica, 6ntre los sustratos seleccioriados

con el radical derivado del ABTS, las velocidades de las reacciones fueron medidas en

rm ampli,o rango de condiciones experimentales: ABTS* = 9 a 6O ¡Ñ[ ABTS = 10 a

450 UIvf: Aminoácidos = 2 trM a 0.2 mM; Hidroperóxidos = 1 a 30 mM. En particular,

se determinaron los efectos de pII, concentración inicial de ABTS'*, de ABTS y del

sustrato, tanto en la velocidad como en la estequiomeÍía de1 proceso.

La velocidad inicial de cada proceso fue calculada ¡ealizando un aju§te teórico a

los perfiles cireficos ot¡tenidos (ABTS'I vs. tiempo). Para esto se utilizaron firnciones

mono o biexponenciales dependiendo del caso y se calcularon las primeras derivadas de

dichas expresiones a F0.

It
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1.3 RESULTADOS y DISCUSION

L¿ adición de concentraciones micro-molares de los aditivos hidroperoxidados,

agua oxigenada y ferf-butilhidroperóxido (l-BuOOI!, y de soluciones de aminoácidos,

blanquean rápidamente la solución del radical catión derivado del ABTS. El proceso fue

cuantificado realizando registros en el tiempo de la disminución de la banda ubicada a

los 734 nm, para un amplio rango de condiciones experimentales. El efecto del aditivo

depende de las eondiciones iniciales de pH, concentración del ABTS inicial, de catión

radical y del aminoácido o hidroperóxido empleado. Junto al decrecimiento en la

absorbancia asociada al consumo del radical, se observó en todos los casos un

concomitante aumento de la banda a los 340 nnL indicativs del aumenlo de l¿

coneentración de ABTS reducido (Figura l. 1.1).

Los resultados obtenidos mostraron ser independientes de la metodologia

empleada para la preparación del ¡adical (MnOz y/o Persulfato de Potasio), Figura 1.1.2.

Los registms de las cinéticas efectuadas en soluciones preparadas con chellex- 100 y en

ausencia de este quelante, permitió mostraf que las velocidades iniciales son

independientes de la presencia de trazas de metales en el medio.
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Figura 1.1,1. Cambios en el espectro UV-visible del ABTS

en el tiempo inducido por 10 pM de Triptofano a pH 7. El

consumo de1 radical se sigue a los 734 nm y a los 340 nm

regeneración del ABTS.
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Figura 1.1.2. Comparación de los métodos para formar

ABTS'* sobre la velocidad de consumo del radical inducido

por Cys Pendiente = 0.974, R : 0.9978.
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1.3.1. Hidroperéxidos

1.3.1.1. tert-butilhidroperóxido

El perfil cinético de la reacción entre el radical catiónico del ABTS y lerf-

butilhidroperóxido, muestra que cuando el radical es casi completamente consumido,

una pequeña disminución en la absorbancia a los 340 nm, respecto de la inicial y una

nueva absorcién a los 421 nm Figura 1.1.3 indica la ocurrencia de reacciones

secundarias irreversibles que consumen ABTS.

400 500 600 700

i". nlr

F'igur* 1.1.3. (-) Espestro iñicial de ABTS* antes de agleger

ferf-butilhidroperúxido; (-) espectm de los productos de Ia

reacción (420 nm) y ABTS formado (340 nm).
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La velocidad del consumo del radical catióq evaluad¿ a partir de la velocidad de

disminución a la Az¡¿, es dependierite de las condiciones iniciales.

Los datog como una primera aproximación, fueron ajustados a una expresión

simple de la velocidad de la reacción V, :

log v = log É + a bs[ABTs]+ á bs[¡nrs.* ] + c ugft - n"oon] (1.1.1)

En este ajuste se consideró un amplio rango de concentraciones de los

componerites: [ABTS*] desde 2.0 a 33 ¡tJ$ [ABTS] desde 22.A a 142-0 pM; y t-

BuOOH desde 12.0 a ll7.opM. Pa¡a una V expresada en M1s1, los datos (rr30),

arrojaron los siguientes valores para los coeficientes de la ecuación (1. 1.1):

I¿: 1.5x103MI§l; a=-0.638; á: 1.161; c:o.893

con un coeficiente de correlación de 0.956 (Figura 1.1.4). Estos valores indican que

ABTS actúa como un inhibidor y permiten ser interpretados en términos de un

mecanismo que considera un primer paso rwersible. Valores de h < 2 y a > -1 indicarían

que dicha reversibilidad no es completa en este sistema.

t6
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Figura 1,1.4. Correlación entre la velocidad experimental y

calculada con los parámetros ajustados de la ecuación (1.1.1)

para la reacción entre el radical catión y HzOz.

Estos datos pueden ser interpretados por 1o tanto en términos de1 siguiente mecanismo:

ABTS'+ +

ROO'

ROO'

ROOH

ABTS'*

ROO'

1r

k-2

kl

k4

+

+

ABTS + ROO'+H*

Productos

Productos

(1.1.2)

(1 . r.3)

(l.l4)
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Este mecanismo es compatible con una importante transformación de ABTS'* en

ABTS, como se muestra en la Figura 1.1.5.

20 30 40 50

Tiempq min.

Figura 1.1.5. Consumo del ABTS'* evaluado a los 734 nm

(e:0.015), inducido por la adición de 90 mM de /-BuOOH

(r) y formación de ABTS, aumento de la banda a los 340 nm

(e:0.03e) (r).
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El mecanismo propuesto implica que la reacción inversa (-1.1.2) debe ser

dependiente del pH. Con el objeto de probar esta dependencia se efectuaron medidas a

varios pHs. Los datos obtenidos (figura 1.1.6) muestran que, tal cual como predice el

mecanismo propuesto, la reacción es fuertemente inhibida al disminuir el pH de la

solución. De hecho, la pendiente del gráfico 1.1.4 es aproximadamente 0.8, indic¿ndo

que la inhibición por protones es casi de primer orden.

pH

Figura 1.1.6. Efecto de pH para la reacción entre t-BuOOH y

ABTS'*, las concentraciones iniciales fueron: (o) ABTS'*: 30

¡rI{; ABTS: l0 ¡rM y t-BuOOH: 116 mM; (r)ABTS'+: 116

pM; ABTS: 37 ¡rMyt-BuOOH: 116 mM.

19

1 0s

ol)
o

7,57,06,05,55,0



(ipifulo I 20

El conjunto de datos experimentales fue tratado a la luz de 2 expresiones para la

ley cinétic4 deterrninadas por el paso que controla el proceso de rernoción de ROO', es

decir reacciones (1.1.3) ó (1.1.4) (Mecanismo I y Mecanismo II, respectivamente)'

Suponiendo que 1os radicales peroxilos cumplen la contlición de estado estacionario, las

leyes de velocidad obtenidas son las siguientes:

Mecanismo I, para la terminactón:

ROO'+ ABTS'+ O' 
- Producto§ (1.1.3)

t2[noou l[mrs*¡Áex? = rt k_,[ABTsf+trrs'¡ {1.1.5)

Con pseudo-ordenes de reacción (n):

ABTS : -2<n<O
t-BuOOH : l<n<2
ABTS'* : 1<n<2
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Mecanismo II, para la terminacrón:

ROO'+ ROO' ku 
-

R",p =k¿[noo']2

Con pseudo-ordenes de reacción:

,-BuOOH

ABTS

ABTS.*

(1.1.4)

(1 1.6)

: n=l
: -1< z <0

'. 7<n<2

La ecuación (1. i .6) puede ser ordenada:

Fooul[¿srs.*J_ I + k-2 -[Agrsl.R"* - k, 'krk- Ersl (1.1.7)

donde ROOH representa al l-BuOOH.
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La representación gráfica de esta ecuación (Figura 1.1.7A) mostró una

correlación muy baja, indicando que este mecanismo no representa adecuadamente al

conjunto de datos.

Para probar el Mecanismo I, la ecuación (1. 1.5) fue reordenada a:

22

R"*p , k -2

-

[ABrs.+ ] [nooH] kr./2
(1.1.8)

Los datos experimentales tampoco ajustaron a esta expresión (Figura 1.1.78),

indicando que ninguno de los 2 mecanismos satisfacen individualmente al conjunto de

datos.

lesrslnlii
trrs*]FooH]
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[ABTS] v"-pr".¡[A BT sr][r-BuooH]

Figuras 1.1.?. Ajustes para los mecanismos parciales

representados por: A ecuación(1.1.7)y B: ecuación (1.1.8).
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A pesar de la aparente simplicidad del mecanismo propuesto, se requiere de una

solución numérica para el tratamiento del mecanismo completo. Aplicando la hipótesis

de estado estacionario a los radicales peroxilos, la ley cinética puede ser expresada en

una compleja ecuación con 5 parámetros que involucra a 1as ecuaciones (1.1.3) y (1 1 a)

como canales de terminación.

R:Akl

(1.1.e)

donde,

A¡= ktll*22 y B=h/h:

este procedimiento permite obtener una estimación de k2 y de los parámetros A y B. Los

parámetros obtenidos son resumidos en la Tabla 1 . 1.

El acuerdo de los datos experimentales para el mecanismo propuesto y las

constarites de velocidad pueden ser inferido por una comparación de los valores

experimentales con aquellos c¿lculados a través de la ecuación (1.1.9). Este griáfico se

muestra en la Figura 1.1.8. Aunque los datos están bastante dispersos, la velocidad

24

Bkz
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calculada correlaciona bastante bien con aquella determinada experimentalmente sobre

todo el rango de condiciones considerada.

6 8 t0 12

Vexp, M/s

Figura 1.1,8. Relación entre las velocidades medidas

experimentalmente y las velocidades calculadas con la

Ecuación 1. 1.9.

25
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Las constantes de velocidad calculada con el menor €rror €s kz. De hecho, los valores

calculados para los procesos que siguen a 1.1.2 son más bajos o altos que los valores

experimentalmente determinados para el consumo de ABTS'*. Esto está en acuerdo con

la ocurrencia de procesos que compiten (-1,1.2, 1.1.3 y 1.1.4). De hecho, si el proceso

I . 1.3 ocurre, lleva a:

v"*p ' Vz

y 1a ocurrencia de la reacción I . 1.4 lleva a:

Vsxp I 2 V2

El valor de kilLz dala constante de equilibrio para la reacción (1.1.2). El valor obtenido

da K = 10'12, con un AG" = -16.6 kcaVmol. A partir de estos valores y los valores

reportados para el proceso redox [18].

ABTS'* + ll2 H2 

- 

ABTS + H+ (1.1.10)

Se puede derivar que, para el proceso

26

ROOH : ROO' + l/2 H2 (1 1.l1)
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El AG' es = 32 3 kcal- Este resultado es compatibre con ra energética der proceso. k3 es

considerablemente mas alta que la constante de verocidad propuesta para ra reacción en

agua, pero del mismo orden de reacciones de terminación cruzada que invorucra a
radicales peroxilos [19]. Esto podria implicar ya sea que la reacción de ambos radicales

¡-BuOo' es mediada por ABTS'' y/o que otros radicales peroxidados derivados de la

escisión de ros radicares t-Buoo' (tares como t-Butoxilos o met,os) que se generan en

la interacción de Ia reacción entre Ios radicares t-Buoo- @cuación I.l.I2) podrian

contribuir al proceso de terminación.

QH,
2 H3c+o-o

cll3

?H,
2 rtc-f-G

cq
* 2Oz (1.1 .12)

--------->

(cH3)rco + cq.
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1.3.1.2. Peróxido de hidrógeno

Las características de la reacción entre peróxido de hidrógeno y los radicales

catiónicos derivado del ABTS son muy similares a las ya discutidas para l-BuooH. si

los datos son ajustados a la ecuación (1.1.13):

log v = log * + a tog[ABrs]+á log[as1g.+ ]+c rog[H2o2l (r. r.l:l

El mejor ajuste se obtiene con'

k=4.5x1O-2; ¿=-0.08; b:l.l; c=0.7

el menor valor de q comparado con el obtenido para el sistema f_BuOOH + ABTS.",

refleja un menor efecto inhibitorio del ABTS en este sistema.

El primer paso reversible del mecanismo propuesto para este caso puede ser

planteado especifi camente:

IüO, + ABTS'+ +* HOr' + ABTS + H* (1.r.14)
Ár¡
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seguida por una reacción cruzada entre radicales.

HOr' + ABTS'* + Oz * ABTS + H* (1.1.15)

para este sistema se obtiene la siguiente ley cinetica:

v - k-r¿ l¡erslvl/2

trrs.]t"""r1= 
kt4 * 

kl!2 Fñ;F2oJ
(1.1.16)

AI graficar el elemento de1 lado izquierdo de la ecuación (l.l.16) vs.

tABTSf 
DItABTS'ltHro:l se obtiene una correlación aceptable en donde se puede ver

que los datos satisfacen razon¿blemeñe el mecanismo planteado (Figura l. 1 .9).
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Figura 1.1.9. Datos obtenidos para el sistema [{2O2|ABTS'*,

graficados de acuerdo a la ecuación 1.1.16. La ordenada

pe¡mite la estimación de kr¿ (0.2 M's') y la pendiente

proporciona el valor kr+/kr: (0.013).
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El valor de lcr¿lkrs : 0.013 es consistente con el menor efecto inhibitorio de

ABTS. Esto podría reflejarse en l¿ mayor efectividad de reacción que se ha denominado

cruzada como ca{al de salidade los radicales peroxilos, descrita en la ecuación (1.1.15).

Esta reacción es menos favorecida en el sistema l-BuOOH / ABTS'*. De acuerdo con

esta menor contribución de la ecuación (-1.1.14) la dependencia con el pH también es

menor que la observada para el sistema que utiliza r-BuOOH. De hecho, en el rango de

pH 3-5 a 7.0, la velwidad de1 proceso aparece aproximadamente proporcional a ftfla 5

(Figura 1.1.10). Sin embargo, la interpretación cuaütitativa esos datos es dificil, debido a

la influencia del pH en la protonación y de las reacciones secundari¿s de los radicales

HOO'[20].

0.8

? 0.4

o- 0,0

-0.4

-0,8

pH

Figura 1.1.10. Efecto de pH en la velocidad inicial de

reacción elrtre ABTS* y Huü. Las concentraciones iniciales

fueron: ABTS'*: 50 ¡rld ABTS 20 pM y H:Oz: 166 trM (r)

y 232 mM (r).

31
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Es interesante notar que los valores obtenidos para las constantes de velocidades

especificas para las reacciones del radical catión con tbutilhidroperóxido o agra

oxigenada son similares. Estos resultados podrian ser explicados en términos de la

similitud entre las energías del enlace O-H en estado gaseoso) del tIzO: y el peróxido

orgánico [21,221.

Los resultados de este trabajo presenta¡ algunas similitudes pero también

significativas diferencias con los datos obtenidos empleando fenoles como sustatos [6].

La principal diferencia radica en la falta de equilibrio del primer paso y una velocidad

considerablemente mas baja para las reacciones con hidroperóxidos. La velocidad de

reacción más alta para el caso de los fenoles puede ser relacionada con la menor energia

de enlace O-H en estos compuestos 123,241. Este mismo argumento podria favorecer la

ocurrencia de la reacción inicial con el radical catión. La completa reversibilidad del

primer paso para el caso de los fenoles podría implicar en una menor eficiencia de los

canales para la salida de los radicales fenoxilos.

Finalmente, es interesante considerar que el blanqueamiento de la solución de

radicales catión derivados del ABTS ha sido propue$a como método para evaluar

capacidad antioxidante. Sin embargo, este estudio muestra que pro-oúdaftes, tales

como tert-Butilhidroperóxido y peróxido de hidrógeno, pueden llevar a un eficiente

consumo de los radicales derivados del ABTS.

32
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Compuesto k2l1\f rs'r

H:O:

t-BuOOH

11.2

8.6x10-3

0.013

0.03

Tabla 1.1. Valores para las constantes de velocidad para

agua oxigenada y tert-butilhidroperóxido
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1.3.2. Amino ácidos

Perfiles cin&icos obtenidos para 1os cuatro aminoácidos bajo condiciones

simila¡es se muestrari en la Figura 1.2.1. La información de ésta figura muestra que, bajo

condiciones similares, la reactiüdad sigue el orden:

Cys >>> Trp > Tyr > Eis

Esta escala de reactividades relativas, indica que la velocidad está determinada

por las catasterísticas del grupo R de cada aminoácido y que la cadena alifática seria

totalmente no-reactiva @squema 1.2. 1).

oY.
NH3+

n: -SE = Cys

C)-a'R: --_1N) :rrp

R: fl\-=*, R: ¿l =Hh^roM =r,r Y

Esquema 1,2.1. Estructura de 1os aminoácidos utilizados'
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t5
1

'(n

hro

Figura 1.2.1, Perfiles obtenidos para la re¿cción de

blanqueamiento del radical ABTS* promoüdo por Cys (tr)
Trp (O), TVr (A) e His (*), en todos los casos las

condiciones empleadas fueron similares IABTS'.1 r 22 pM;

IABTSI : 50 pM; [aminoácido] : 3q pM; pH: 7



Capitttlo I

Este resultado estaría en acuerdo con los datos de capacidad antioidante de

aminoácidos reportados por Meucci y Mele [17] Esos autores concluyeq a partir de

experimentos llevados a cabo en el sistema ABTS/peroxidasa, que Cys es el mejor

antioxidante y que Tyr y Trp muesffafl patrones de reactiüad similares.

1.3.2.1 Cisteína

La reacción de Cys con el radical catión derivado del ABTS presenta

carasteristicas similares a las des$itas para los hidroperóxidos: la velocidad de la

reacción aumenta con el pFI, también con el aumento de las concentraciones del radical

catién y de Cisteína y se inhibe parcialmente con ABTS. Cuando la velocidad inicial

(Vo) se mide a diferantes pHs, empleando concentraciones constantes de ABT§, ABTS'*

y Cys, las medidas pueden ser ajustad¿s a la siguiente ecuación:

logVq=k-6pH (1.2.1)

Donde k es una constante que contiene la contribución de todos lo§ reactantes y

productos en la velocidad del proceso. El gráfico de log Vo vs. pH permite obtener una

evaluación del orden de la reacción en protones G6 :0.22) @igura 1.2.2). Este valor fue

medido en el rango de pH 5 a 7 y conlleva a u¡ta alta irrcertez4 ya que la alta velocidad

36
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del proceso impide una evaluación más precisa de la velocidad inicial, particularmente a

los pHs más altos.

37

, o'>

567
pH

figura 1.2.2. Efecto del pH sobre la velocidad de

la reacción entre ABTS* y Cys. R = 0.996

Las velocidades de reacción, sobre un amplio rango de condiciones, pueden ser

medidas sólo a pH 5. A pHs mayores 1a velocidad de reacción es muy rápida. Los

a
>.
CDI

2,34
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coeficientes asooiados a los ordenes de

resumidos en la Tabla 1.2. (págm 5a)

reacción según la ecuación (1.2.1) estan

Vs =kIABf§}r [ABTS'+]F [Cys]x (1.2.2)

La correlación entre los valores calculados de Vo empleando el conjunto de

parámetros de LaTabla 1.2 y aquellos determkrados experimentalmente, se muestra er la

Figura 1.2.3A. Esta figura muestra que la ecuación 1.2.2 reproduce los datos con un

factor aproximado de 1.5 sobre todo el rango de condiciones empleado. Los ordenes

fracciónales y la dispersión de los datos, los que zuperan del error experimental, implica

que e1 mecanismo es complejo y no queda completamente representado por uria ley

cinética simple como la que se ha dado en la ecuación 1.2.2.

Las velocidades experimentales fueron independientes del procedimiento

empleado para genffar el ABTS* (Figura 1.2.3A). En ensayos realizados con solu§iones

con agua pre-tratada con Chellex- 100, no se observó que el efecto de metales afectara a

la velocidad de la reacción. Asi mismo, experimentos realizados bajo Nitrógeno

indicaron que la presencia de oxígeno no modifica la velocidad del proceso (Ffuura 1.2.3

B).
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X'igura 1.2,3. A. Correlación de las velocidades iniciales p¿ra

el corisumo de ABTS'* por Cys, experimental€s y calculadas

con los datos obtenidos con la Ecuacióo 12.2 (o) datos

obtenidos para ABTS'* preparado con Persulfato de Po{asio

y (r) ABTS* preparado con Mn02. B. Correlación ertre la§

velocidades iniciales obtenidas en presencia y en aussncia de

Oxígeno, R:0.96.
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La formación de ABTS, medida por el aumento de la absorbancia a los 340 nm,

Figna 1.2.4, es easi cuantitativa con el consumo del radical catión a 1o largo de todo el

proceso llevado a cabo en exceso de radical catión y de Cys.

0 100 200 300 400 500 600

Tiempo, s

Figura 1.2.4. Cinetica de la reacción entre Cys y ABTS'*,

seg¡rida por el aumento de la señal a los 340 nm (ABTS) {tr}
y el consumo de ABTS'* seguida a partir de la disminución

de la señal a los 734 nm (O).

La estequiometria de la reacción entre el radical catión y la Cys fue obtenida en

exceso de radical e indica que se consumen aproximadamente 1.8 radicales por cada

cisteina introducida en el sistema. La ecuacién (14) describe el proceso global:

25
zl-
d20.o
()
dt:15
(l,)
o
Ero()

2ABTS.+ + Cys .# 2 ABTS + Productos (1.2.3)
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1.3.2.2. Triptofano

La reacción enre Trp y el radical catién conserva el mismo patrón al obtenido

por Cys. Sin embargo, y considerando que la velocidad del proceso es rüis lent4 las

velocidades iruciales pueden ser obtenidas en un mngo mas amplio de condiciones. Los

datos cinéticos obtenidos a pt{s 5, 6 y 7, fueron ajustados a la ecr¡ación (1.1.2) y

proporcionan los pseudo ordenes de reacción resumidos en la Talla 1.2 La velocidad de

reacción no mostró ser afectada por la presencia de metales.

El consumo del radical catión es acompañado por un notable eonsumo de

oxígeno, medido con un electrodo selectivo de oxigeno. De hecho, cerca de 0.33 moles

de oxigeno son consumidos por cada por cada mol de radical. Luego de registrar la

formacién de ABTS, evaluado a partir del aumento en la absorbancia a los 340 nm

(Figura 1.2.5) es casi cuantitativa y los ¡ezultados obtenidos en exceso de radical catión

se obtuvo que, aproximadamente cada molécula de Trp consume 3 radicales. Por lo tanto

la estequiometria del proceso global puede ser representada por:

3ABTS'+ + Tr? + 02 -------------> 3ABTS + productosdeoxidación (1.2.4)

Los productos de la reaccién muestra uRa fluorescencia (excitacién a los 370 nm

y emisién a los 450 nm) que sugiere la presencia de §nurrenina y N-formilkinurenina
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entre los productos (Figura 1.2.5). Estos productos de oxidacién de Trp, medidos por los

cambios en la fluorescencia, fueron similares a las observadas cuando Trp es expuesto a

una fuente de radicales libres [25]-

Figura 1.2.5. Espectros de Fluoresciencia para los productos

oxidados de Trp, (-) eondiciones iniciales: 300 pM Trp, 70

FM ABTS*, S0 ¡rM ABTS; ( -) Espectm correspondiente a

la sustracción del espectro de ABTS formado en la reacción

más el inicial (150 pM), Lx.:370.
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A pesar del alto consumo relativo de oxigeno en el proceso (indicativo de la

oxidación de Trp), las velocidades iniciales del consumo del ABTS* inducido por Trp,

medidas apH 7, muestran un aumento aproximado de sólo un 10% (no significativo) aI

ser evaluad¿s en experimentos con presencia de oigeno en el sistema:

Condiciones Vo /pM §t

,13

Nitrógeno

Ai¡e

1.89 +0.23

2.03 t{.15

T¿bla 1.2. Velocidades iniciales evaluadas para

experimentos realizados con y sin presericia de oxigeno

(aire), en ambos casos 1as condiciones iniciales fuero¡

similares: ABTS* : 50 pM; ABTS = 90 ulvf y Trp : g

u}v0.

Esxo podría indicar que el consumo de ofgeno no estaria involuerado en la etapa

iniical del proceso, sino mas bien en reacciones secundarias que involucrarían a

radicales derivados del Trp y que no influenciaría en la veloeidad del proceso.
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1.3.2.3 Tirosina e Histidina

Estos dos aminoácidos presentaron características similares con respecto aI

consumo de1 radical catión y la formación de ABTS, a las ya descritas para Cisteína y

Triptofano. Los pseudo ordenes de reacción obtenidos cuando el coqiunto de los

parámetros cinéticos medidos a pH 5 para Tirosina y pH 7 para Histidina" son ajustados

a la ecuación (1.1) están incluidos en la Tabla 1.1. La reacción del radical catión con Tyr

muestra que la formación de ABTS es cuasi-cuantitativa (Figura 1.2.6 A).

Histidina muestra un pafron cinético muy complejo que incluye una reaccién

inicial muy ráLpida" seguido por un proceso lento y, a tiempos largos, un proceso auto-

acelerado {Figura 1.2.6 B). Además, debido a que todo e1 proceso es muy lento, la

velocidad sólo pudo ser medida a pH 7. A pHs más bajos, la reacción es

extremadamerite lenta. Las velocidades medidas corresponden a la fase lenta

(intermedio) de la reacción- Debido a que las reacciones fueron llevadas a cabo en

exceso de ffs no fue posible determina¡ los factores estequiometricos de este proceso.
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Figura 1.2.6. A- Perfil cinético para la reacción entre Tyr (30

uM) y ABTS* (o) disminueión de la concentración del

radical catión seguida a los 734 nm; (o) aunrento de la

conceRtración de ABTS evaluada a los 340 nm. B. Perfil

cinético ob'tenido para el consuno de ABTS'* inducido por

His a pH 7.0. Este perfil corresponde a una compleja

conducta cinética con notable período de autoaceleración a

tiempos largos de la reacción.

Tionpo, s

Tiempo, s
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I.4. DISCUSION GENERAL

EI esquema descrito por las reacciones (1.2), (1.3) y (1.4), en donde los radicales

ROO' pueden repres€ntar a los radieales de los aminoácirtos Qfi generados en el

proceso de abstracción de hidrógeno permiten explicar los resultados obtenidos para los

amino ácidos estudiados, Cistein4 Triptofano y Tirosina. La relacién entre reactiüdad y

la presencia de un átomo de hidrógeno lábil en la estructura de ellos es compatible con la

nula reastividad que se obtuvo empleando como sustratos del ABTS'* a Cistína, O-

metil-Tirosinq S-metil-Cisteina y Metionina. Para éstas reacciones se emplearoa

concentraciones en el rango mili-molar de los derivados metilados y de Cistina y fueron

maatenidas por una hora sin observm reacción.

Las reacciones de los radicales derivados de los aminoácidos obtenidos por

abstracción de zu hidrógeno ()() con oxigeno, pueden proporcionar un canal extra de

consumo de )f, partioularmente cuando son empleados Triptofano y Ciseina Sin

embargq el hecho de que la velocidad del blanqueamiento del ABTS* por los

aminoácidos es casi independiente de la presión de oxígeno, sugiere que la ¡eacción

oxígeno/radical no es cinéticamente relevante.

Este simple mecanismo predice que el orden de inhibición por protones y efl

ABTS debe ser similar. La magnitud de esos ordenes debe estar relacionado con la

magnitud de la reve¡sibilidad del primer paso, en un rango que puede ir entre cero

(ausencia de reversibilidad) y dos (reversibilidad complaa, en donde la reacción (1.3)
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sería la encargada de remover a los radicales )f). Los altos ordenes de reacción

aparentes para ABTS y ABTS'* obtenidos para Trp a pH 5 (mayores que para pH ?) son

compatibles con la mayor contribución de la reacción inversa del primer paso cuando la

concentración de protones aumenta. Los bajos ordenes de reacción de e§to§ dos efectos

para el caso de Cisteín¿ sugiere que el primer paso de la reacción está lejos del

equilibrio. Esto es compatible con la alta velocidad determinada paxa e§te aminoácido,

que puede ser atribuida a la labilidad relativa de1 enlace S-H. Este criterio podría indicar

que en las reacciones con los otros aminoácidos, la transferencia de hidrógeno inicial es

más reversible. Sin embargo, tal como lo predicen las ecuaciones del mecanismo

propuesto (1.2) a la (1.4), éstas deben ser consideradas sólo como una primera

aproximación.

Los ordenes obtenidos para la reacción con Tirosina son los más cercanos a los

esperados si el paso inicial fuera totalmente reversible, como ya fue reportado para los

fenoles [6]. Con el objeto de probar esta posibilidad, las velocidades experimentales

fueron graficadas contra [ABTS'-12[Ty¡[IABTS], como se muestra en la Figura 1.2.?.

El resultado muestra qug sobre todo el raago de condiciones empleado, los datos se

ajustan a la ley cinetica esperada si la reacción (1.2) alcarr;a el equilibrio y la reacción

(1.3) fuera el paso prioritario para la remocién de los radicales derivados de la Tirosina

generados en el primer paso, como producfo de la abstraccién del H fenélico- Para este

compuesto la 1ey de velocidad puede ser considerada como:
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_¿h¡rs*l-,
dt - ^exP

h:'p =K2k3

(1 s)

(t 6)

con

A pH 7.0, el mqior valor para la k *
esl.65xl02 l\,r¡s r.

obtenida a partk del gráfico de la Figura 1.2.7
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tr'igura 1.2.7. Ajuste del conjunto de datos obtenidos para la

reacción de Tyr con el radical catión para un mecanismo

completamente reversiblg de asuerdo a la ecuación (1.6) las

velocidades experimantales son gfaficadas contra

[ABrS*FlrfytABTS] La correlaeión es R : 0.9. (o]

ABT§* preparado con perxrlfato; (r) prepa¡ado con MnOz.
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El analisis cinetico para Cys, Trp e His se realizó a la luz de los Mecanismos I y

II tal como se presentó para los hidroperóxidos.

Ninguno de los tres aminoácidos se ajusto a las ecuaciones descritas para los

mecanismos individuales (1.1.7 y 1.1.8), siendo el mecanismo completo que involucra

los 3 pasos del mecanismo planteado, el que mejor ajusta a los resultados obtenidos.

Losmejoresvaloresparalos5pariimetrosdeaecu¿ción(1.1.9)(Ak2;Ak2;A;Bk6y

B) fueron obtenidos numéricamente empleando una metodología de minimos cuadrados

implementado en un paquete computacional matemático MAPLE-V. Este procedimiento

permitió una estimación de kz, A y B. Los valores obtenidos fueron rezumidos e¡ la

Tabla 1.5. Aunque esos valores están zujAos a una gran incerteza, particularmente A y

B, permiten extraer a algunas conclusiones.

Los valores obtenidos muestran que la reactividad de los compuestos tratados

está directamente relacionada con el valor específico de la constante de velocidad del

paso inicial. De hecho, esta constaflte de velocidad es la más alta pu Cisteína (el

aminoácido miás reactivo) y la más baja es para el ¿minoácido menos reactivo. Ademrás,

los v¿lores relativos de 1« est¿án en acuerdo con lo esperado para una abstr¿cción de

hidrógeno por un radical libre. De hecho, pueden ser propuestos dos posibles

mecanismos extremos para el primer paso (reacción 1.2). En el primero de ellos, una

transferencia de hidrógeno:

ABTS.+ + )GI -------l> ABTSH+ + X. (1.7)
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seguida por la deprotonación de ABTSf. Si éste fuera el proceso limitantg se podría

esperar que la velocidad relativa fuera similar a la de otros procesos radicalarios [26], de

acuerdo con los valores relativos que fueron obtenidos para k6 en este trabajo:

Cys>Trp>Tyr

y una muy baja o nula reactividad para N-metil-Triptofano, O-Metil-Tirosina y Cistina.

El otro edremo del mecanismo involuc¡a una transferencia electrónica seguida

por la deprotonacién del radical derivado de1 sustrato. Este primer paso podria

correlacionar inversamente con los poteneiales de ionizaeión (PI) de cada aminoácido.

Sin embargo, utilizando cáilculos semi-empiricos (metodologia AMI [27]) para obtener

los valores de energías mono-electrónicas del orbital de frontera HOMO (ultimo orbital

ocupado) y posteriormente aplicando el teorema de Koopman [28] se obrtuvieron los

siguientes valores:

Especie PVeV

cyrd

Trp

§r
His

-9.35

-8.38

-9.15

-9.32

Tabla 1.3. Potenciales de ionización para los aminoácidos empleados.

dEste valor obtenido se encuentra en acuerdo con datos

reportados por P.H. Cannifton [29]
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Esto zugiere que un primer paso inicial limita¡te mediado por una transferencia

electrónics no es favorable, al menos para Cisteina.

Los valores de A y B dados en la Tabla 1.5 son compatibles con los esperados

para un mecanismo que comprende los procesos (1.2), (1.3) y (l.a). De hecho, ya que las

c¡ncentraciones de ABTS y su radical catión son del mismo orden de magnitud, los

valores obtenidos 0.2 y 1.0 para la razón k¡/lcu son consistentes con una reversibilidad

parcial del primer paso de la reacción (1.2).

Los datos obtenidos para Trp muestran que la disminución en la velocidad de

reaccién cuando el pH disminuye puede ser asociada a un aumento en L2, en acuerdo

con el mecanismo propuesto. Esto implica que los radicales catiónicos del ABTS

esta¡ían reaccionando con la molécula neutra y no con una pequeña fraccién del

compuesto protonado en equilibrio. En este sentido el paso inicial para este sustrato

puede ser representado por:

ABTS.+ + TrpH :ABTS + TrpH+ gABTS + T.p. + H* (1.2.8)

y no por una deprotonación del aminoácido:

5i

TrpH '----'-""--> TrP - + 1¡* (r.2.e)
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seguida por un¿ reacción del compuesto deprotonado con el radical catión derivado del

ABTS.

Con el fin de determinar si los parámetros dados en la Tabla 1.5 son adecuados

para reproducir los datos experimentales sobre todo el amplio rango de condiciones

experimentales empleada, se graficaron las velocidades calculadas utilizando la ecuaeión

general (1.1.9) contra las velocidades obtenidas experimentalmente. Los datos ob,tenidos

empleando Cys, Trp e His se muestran en la Figura 1.2.8 (Ab B y C, respectivamente).

Esos datos muestran que la ecuación propuesta ajusta razonablemente los datos

obtenidos experimentalmente en todo el rango de condiciones empleadas. Esto indica

que el mecanismo completo es capaz de interpretar las principales características del

proceso cinético.

52
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A
i
':,u

0.04

{
21 o.o:

10

B
C

0,0 i

6

Figura 1.2.8. Correlación entre las velocidades medidas

experimentalmente y calculadas. Las velocidades fueron

calculadas de acuerdo con la ecuación (1.1.9) y los

panimetros de la Tabla 1.2. Datos obtenidos para A: Cys pH

5 (R:0.99); B: Trp pH 5 @:0.97); C: His, pH 7 (R:0.85)
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AminoácidoYa)ABCI)

cys pHS 2.2xt0a -0.46 1.5 0.83 *0.22

Trp pHs 9.6x1o5 -1.81 2.4 o.8 
) _r.o

?H7 6.7x103 -1.0 1.4 0.7 t - -

Tyr pH? 8.91x104 -1.13 l.g2 0.78 --0.60

Eis pE? 3.75x10r -0.33 0.11 0.40

Tabta 1.4. Resumen de los valores para los ordenes de

reacción obtenidos por la ecuacién ( 1 . I )
d El valor de k fue obtenido cuando la concentración es

expresado en ¡rM y el üempo en segundos.
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Aminoácido 6 /Mrsr A/M s

Cys pH 5

Trp pE 5
pg7

Eis pH 7

1900 +300

300 + 200
356 +20

0.5 + 0.2

5.oxloó + 4xl0-?

1.6x1oa + 6x1o§
2.7x10r + 3x10-ó

0.010 r 0.004

0.16 + 0.01

1.0 I 0.9
0.17 + 0.01

0.30 + 0.02

Tabla 1.5. Parámetros obtenidos para la ecuación (1.9)-
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I.5 CONCLTISIONES

En conclusióg los datos obtenidos muestran que tanto los hidroperoxidos

ernpleados como los aminoácidos son sapaces de blanquear el radical cationico derivado

del ABTS cuando éste es pre-formado previo a la ¡eacción y que la recuperación del

ABTS original es casi cuantitativa. La velocidad de los procesos queda determinada

principalmente por la presencia de los Hidrógenos lábiles de la cadena lateral en las

estructuras de los aminoácidos @squema 1.2.1). la principal característica de la ley

cinética puede ser explicada en téminos de un mecanismo que involucra un primer paso

parcialmente reversible. La relevancia de la reacción inversa depende del pH de la

solución.

Varios aspectos desconcertantes quedan en eüdencia al reüsar los datos, oomo:

el efecto del oxígeno en la velocidad de la reacciór¡ la casi total recuperación del ABTS

original independiente de la relevancia de la Ecuación (1.3) y la dispersión de los dalos

aún cuando los datos son tratádos a la luz del mecanismo completo. También" la

ausencia de relacién entre la ley de velocidad y los factores estequiométricos, que

reflejan la importancia de los procesos (1.3) y (1.4), como lo reportado en el trabajo de

los fenoles realizado por Campos et al. [6]. Todos estos factores sugteren que el

mecanismo descrito por las Ecuaciones (1.2), (1.3) v (1.a) es una sobre-simpliftcaión del

mecanismo total y que algunos productos, probablemente aquellos que se formarian an

la Ecuación (1.31 no son estables. La descomposición de los productos iniciales podrian

consumir oxígeno y aumentar la producción de ABTS, y modificando de esta manera la



Capitulo l

estequiometía sin alterar la velocidad inicial evaluada en este trabajo. Es interesante

notar que, en algunos compuestos, tales como Trolox y Catequina, se observa que en los

primeros instantes de Ia reacción (antes de lso l0 segundos de reaeción) ocurre un

consumo extra de1 radioal catión que luego de un corto período es recuperado (Capitulo

III de la presente Tesis). Esto podria ser explicado por una transformación de los

productos de la reaccién cruzada (ABTS'* + radical derivado del arninoácido) de la

Ecuación (1.3) en productos del tipo que se producen en la Ecuación (l-4).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el mecanismo de las

reaccioles del ¡adical catión derivado del ABTS son extremadamente complejas. Esto

implica que deben ser tomadas grandes precauciones al utilizar el blanqueamiento o el

retardo de la formación de este radical en tecnicas para evaluar capacidades

antioúdantes, particularmente cuando la información es derivada de medidas que se

llevan a cabo en reacciones que consideran una sola concent¡ación de sustrato y/o un

solo tiempo de reacción [14]. Adenr,ás, la acción pro-oxidante que ejercen los

hidroperóxidos, mostrada en la primera parte de este Capítulo debe ser tomada en cuenta

al evaluar la oidación del ABTS por el sistema HzOrlperoxidasa/ABTS.

57
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CAPITULO II

EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE

POLIFENOLES

2.1.1 INTRODUCCIÓN

A la fecha son varios los ensayos que se han propuesto para medir la actividad

antioxidante en fluidos biológicos, en extractos de alimentos y de compuestos puros [-
4]. Todos estos métodos involucran la generación de algún radical lib¡e, el que actúa a

t¡avés de un mecanismo particulaf con el sustrato [5-6]. En suma son dos los tipos de

metodologías que se pueden distinguir y que deben ser consideradas al momento de

elegir la técnica con que se hará tal evaluación. Por un lado est¿in los ensayos que hacen

una evaluación directa de la velocidad de reacción entre el radical libre y el antioxidante,

el que actúa como un dador de hidrógeno o de electrón [7]. Esta medida se hace relativa

a un compuesto que reacciona con una velocidad y estequiometria conocida con el

radical. Usualmente el estándar empleado como un marcador de actividad antioxidante

en este tipo de evaluaciones es el Trolox [8]. Otro tipo de análisis involucra la adición de
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un antioxidante o de una mezcla compleja de ellos, a un sistema que mantiene una

concentración estacionaria de radicales libres. La medida de la capacidad antioxidante en

este tipo de ensayos es indirecta y la información puede ser obtenida a través de los

tiempos en que el antioxidante mantiene controlada la acción de los radicales libres

generados. Esto se evalúa empleando como medida de la concentración de radicales la

velocidad de consumo de un sustrato (proteínas o lípidos) cuya oxidación puede ser

medida en forma fácil y continua 19-121. Una de las dificultades que presenta este tipo

de ensayo, es la interpretación de los resultados al momento de intentar conocer qué

mide la técnica o por cuál mecanismo actúa él o los antioxidantes involucrados. Asi, se

postula que éstos pueden actuar ya sea retardando la producción de los radicales,

reparando el daño inducido a la proteina o al lípido o reaccionando directamente con los

radicales generados.

Eri esta tesis la técnica empleada para medir la capacidad antioxidante de los

compuestos fenólicos seleccionados es la medida de una reacción directa entre un

radical estable (e1 ABTS'*) y los sustratos. Estos radicales son pre-formados previo a su

reacción con el antioxidante, por lo que su concentración inicial y el consumo inducido

por los compuestos a evaluar pueden ser conocidos por técnicas espectrofotométricas

(ver Capítulo I)

6l
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2.1.2 METODOLOGIA

Método basado en Ia decoloración del catión derivado del Radical ABTS.

La metodologia empleada para la evaluación de la Capacidad Antioxidante

(CAO) de compuestos fenólicos y polifenólicos es simila¡ a la ya preüamente descrita

por Campos y Lissi [13] y Romay et al l8). La principal diferencia radica en el método

empleado para producir el radical catión. En este trabajo, el radical catión es producido

mediante la oxidación mono-elestrónica promovida por dióxido de Manganeso (MnOr).

La adición de 25 mg/ml del éxido a una solución 100 UJ\4 de ABTS disuelto en una

solucién amortiguada 100 mM de sales KzI{PO¿ y KH2PO+ reguladas a pH 7, genera

instaritáneamente el caxacteristico color verde-azul que evidencia la formación del

radical- Luego de la centrifugación y ñltracióil de la solución para remover el exceso de

óxido, la concentración final del radical es evaluada por una de sus bandas de absorción

ca¡acterística a los 734 nrq mientras que la concentración del ABTS precr¡rsor que

queda sin transformar puede ser evaluada por su absorbancia a los 340 nm' La solución

que contiene e1 radical preparado puede ser mantenida en frío sin que varie su

coneentración por va¡ias horas.

La incorporación de aditivos en el rango pJVI, ya sea de compuestos puros o de

mezclas complejas (por ejemplo: vino) produce la disminucién de la absorbancia a 1os

734 nm, indieando con esto el consumo del radical. Este consumo se relaciona

directam€nte con la capacidad del compuesto para blanquear la solución coloreada del

62
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¡adicar catión pre-formado permitiendo obtener medidas de reactiüdad (a partir de ra
velocidad del proceso) y estequiomefrias (a partir del consumo total). Los compuestos
puros' fenoles y polifenoles empleados en este estudio, se encuentran en Ia Figura 2. I . l.
se emplearon además muestras de üno cepa carbernet souvignon y souvignon Blanc
de la Viña Santa Emiliana, cosecha del año 199g.

qlL

'o-r,Ar¡ F"
*"Mnfo

CE 
- CH,

I

oY".
I-NII>\lilY

OH OE

üI

W,r=-u

VII. R = y.o>/.c4o1-o_.".cH,
tttt

Ho""f"'onHo +oHoH én
v

Figura 2.1.1. Estructura de los polifenoles empleados. I:
Trolox, II: L-Tirosin4 III: Ácido Gáico, fV: Ácido Cafejco,
V: Catequina, VI: euercitina y VII, Rutina.
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A partir del blanqueamiento del radical pre-formado se determina la CAO de

cada compuestq expresrdos como equivalentes de Trolox, esto es, referidos al consumo

del r¿dical catión que promueve una misma concentración de Trolox. Asi se determinan

los equivalentes que reaccionan en la etapa rápida (ERR) de la reacción y los

equivalentes Totales @RT) de acuerdo con las siguientes expresiones:

(ERR)o¡p¡s1=,Hí---HH#

(ERr)o'tu" =ffi ,'[rrohx]

[rrolo"]

(ERR)1s¡s¡61= IHA_HH;

{rnr¡s,r,o = 
(d-sjr)L,* 

. r.

Dondg A0A es la disminución en la absorbancia medida a los 734 nm evaluada

aproximadamente a los l0 segundos luego de la adición del aditivo y Ar5A es la

disminución de la absorbancia (a734nm) medida después de los l5 minutos de reacción

y ;fcorresponde a un factor de dilución de la muestra compleja.

(2.1.1)

(21.2)

(2.1.3)

(2.1.4)
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Para determinar los equivalentes, como expresión de Ia CAO es necesario

construir uRa curva de calib¡ación para Trolox a fin de referir la medida a la

estequiometria de éste compuesto. Esta es construida a partir de las distintas caídas en la

absorbancia evaluada a los 734 nrq en fimción de distintas concelrtraciones de Trolox

46810 12

Trolox, ¡rM

X'igura 2.1.2. Curva de calibración, construida como cambios

en la Absorbanira a los 734 nm en función de

concentraciones crecientes de Trolox. Los valores indicados

son un promedio de 3 determinaciones independientes.

Pendiente : o.o27g2, tF5, ?:a.sg9a

65
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2.1.3 RESULTADOS

La incorporación de Trolox utilizado como compuesto de referencia, provoca la

decoloración instantánea de1 radical. A este compuesto le ha sido asociada una

estequiometría 2, es decir 2 moléculas del radieal catión derivado del ABTS son

necesarias para consumir I molécula de T¡olox. Este consumo se explica en terminos de

la abstraccién del Hidrógeno hidroxilico (estructura I de la Figura 2.1.1) por un primer

radical ABTS'* y el posterior compuesto de adición del radical derivado del Trolox,

estabilizado en uria estructura quinolinic4 con un segundo radical derivado del ABTS,

como se muestra en el Esquema 2- 1.1.

CII^
no..,,,\",-a * 4g1s.- ...-'
n,.A/of,'*' H,,c

CH. ---:l

I

CIl-
o*.'\;\
-[-l LcooH. ABTS'*

H,c- Y 'o 
bH.clll

Productos

Productosffi.",.,:Se".oH+
[squema 2.1.1. Mecanismo para la reacción entre el radical

catión de¡ivado del ABTS y Trolox



Capitulo II

El primer paso de este mecanismo es cohererüe con la recuperación que se

observa de la banda a los 340 nm, indicando la formación del ABTS precursor (Figura

2.1.3). Para la mayoría de los compuestos polifenólicos, el blanqueamiento del radical

no es instartá,fieo, pero es casi completo luego de los 15 minutos de reaccién. En este

estudio fue evaluada la caída inicial media a 10§ 10 s de la adicién del sustrato y el

blaaqueamiento total medido a los 15 minutos de la reaccién utiliando las expresiones

2.1.1-2.1.4

Perfiles característicos de consumo del radical derivado del ABTS se muestran

en las Figuras 2.1.4 y 2.1.5 para las reacciones con Trolox y Tirosina; Quercitina, Acido

Galico, Acido Cafeico, Cateqüna y Rutina, respectivamente.

En la figura 2.I.4 se puede observar que Trolox reacciona completamente en el

tiempo de mezclado, mientras que la reacción con Ttrosina muestra una cinética de

consumo lenta y monotónica. En cambio todos los polifenoles empleados presentan una

componelrte rápida y una lenta en los perfiles de consumo del radical. La mezcla

compleja de polifenoles, como es el caso del vino, ta¡nbién presenta una conducta bi-

fásica (!'igura 2.1.6) en la cinetica de consumo de ¡adical catión.

Los deltas de absorbancia evaluados a los 10 segrrndos y a los tiempos finales 10-

15 minutos para cada compuesto y mezclas complejas, están resumidos en Ia T¿bla

2.L.1. La medida de 1os equivaleates en Trolox, ERR y ERT, fueron calculados

utilizando las ecuaciones 2.1.1-2.1.4 y son presentadas en la Tabla 2.1.2.

También fueron calculadas las velocidades iniciales asociadas a los dos procesos

que se distinguen en la cinetiea de consumo del radical catién (fase rápida y fase lenta),
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promovido por 1os polifenoles. Pa¡a una mejor comprensión del signifrcado de estos

valores y a fin establecer una escala que facilite la comparación de los resultados, estas

velooidades fueron normalizadas por el oonsumo de radical inducido por la

concentracién del polifenol agregada. Estos resultados estiin incluidos enlaTabla2.1.l.

400 600 800

1", nm

figura 2,1.3. Cambios en e1 espectro del radical catión del

ABTS inducido por 2.5 pM de Tirosina. Dec¡ecimiento en

las bandas ubic¿das a longitudes de onda igual o superiores a

los 390 nm (consurno del radical) y aumento de la banda a los

3zt0 nm (formación de ABTS). Inserto: 340 am (O); 734 nm

sli
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§tro ¿¡
'""'B»^ 'i:
-- §ii3-)» a
\!- - "< §,4. 'c,
\JÉiile )l

Aditivo Concentración
^A0 ^A15

Trolox

Ti¡osina

Acido Caféico

Acido Gálico

Catequina

Rutina

Quercitina

Vino Tinto

Vino Blanco

2.5 pM

2.5 $lvI

2.5 pM

2.5 pM

2.5 !r.M

1.9 pM

2.5 pM

- I pJ/3ml

* l0 pV3ml

0.418 i:2.94 xl0-3

0.072 +8.16x104

0.225 +12.7 x10-3

0.1?4 +18.2 xl0-3

0.081 +16x10-3

0.192 +5.35 xl0-3

0.160 +18.? x10"3

0.228 +23.2 xlC3

O-25 t9 x10-3

0.155 +5.35 x10-3

0.269 13.68 x10'3

0.267 +5.31x10-3

0.247 11.41 x10+

0.398 +15.5 x10'3

0.310 t9.9x10'3

0.389 +lO xl0'3

T¡bla 2.1.1. Resumen de las medias de caídas en el

la absorbancia del radical catión promovida por los

compuestos y mezclas complejas evaluadas.

valor de

distintos
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Aditivo ERR ERT

Trolox

Tirosina

Acido Cafeico

Acido Gálico

Catequina

Rutina

Quercitina

Vino Tinto

Vino Blanco

1.0

0.9

2.8

3.1

1.5

2.4

17500

2500

1.0

0.5

t.9

JJ

J.J

4.3

4.9

34000

4260

Tabl¡ 2.1.2. Los valores ERR y ERT fueron calculados

utilizando las expresiones 2.1.1-2.1.4 y representan la

equivalencia eR Trolox. Para los vinos, el número dado

corresponde a la concentración mM de Trolox que produce el

mismo efecto que la muestra de vino.
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¿
1 z.;T

anF
ta
Ézo

Figura 2.1.4. Disminución de la concentración del radical

ABTS* después de Ia adicién de 2,5 ¡rM de T¡olox (r) y de

2,5 trM Ti¡esina (r). La [ABT§*] es obtenida por la lectura

A6a utilizando un e: 0.015 UMlcm'l.

35

15

Tiempo, s
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1

f-'aA

Fr
É

Figura 2.1.5. Disminrción de la concentración del ABTS

después de la adición de 2,5 ¡¡M de Acido Caféico @); de

2,5 pM Ácido Gálico (O);2,5 ¡,rld de Catequina ( ),2.5 pM

de Quercetina (V ) y 2,5 ¡rM de Rutina (0). La [ABTS*] es

obtenida por la leetura Az:+ utilizando un a= 0.015 pMlcml.
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0.4

0_3

Figura 2,1,6. Dsminución de la A¡r+ después de la adición

de l0 ¡rlml de Vino Blanco (r) V t pfml Vino Tinto (O).
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Compuesto voo(pM/s) vrota¡anrs*¡o Yo15 1¡rlt/s¡ vo1'/^IABTS'*]'1

Ácido Caféico

Ácido Crtálico

Catequina

Quercitina

Rutina

3.O4 !{.77

2.88 10.6ó

5.69 1il.46

3.68 {{.54

1.90 r0.33

0.63

0.19

0.49

a.2s

0.35

9.22xlo-3 üixlo-4

9.9 x10-3 +4.3x104

l0.72xlo-3 !2.4xtoa

133.65x1o-3 +15.04x1o4

106.56x10-3 +l2.4xlaj

1.67 x10-3

3.375 x10-3

1.729 x1A3

9.?3 x10-3

9.62 xl0-3

Vino Blanco

Vino Tinto

2.50 !{.47

2.44 +{.37

193xlo-3 +70.5x10-3

18.8x10-3 t3.98x1or

17.98 x10-3

1.88 xl0-3

0.16

o.23

Tabla 2.1.3. Velocidades de consumo del radical catión para

los polifenoles. Estas son obtenidas a partir de las pendientes

iaiciales de los grrificos [ABTS'*] (¡rM) vs. Tiempo (s)
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2.1.4 DISCUSION

Los r.alores de Ia Tabla 2.1.2 pueden ser relacionados con el número de centros

reactivos de los compuestos estudiados. Los valores de ERT se correlacionan con el

número de hidroxílos de cada rma de las moléculas con un f-O.94q como se muestra en

la Figura 2. 1.7.

Así los indices ERR y ERT se presentan como un¿ medida del número total de

grupos fenólicos 'litulables" en las distintas estructuras señalas en la Figura 2-1.1. El

primer indice, puede ser asociado con el número de grupos más re&ctivos dentro de la

molécula y el indice evaluado en el periodo completo deerminado a los 15 minutos,

coincide con el número de centros ¡eactivos totales que contiene cada una de las

estructuras. El ácido Caféico, estructura fV de la Figxa 2.1.1, presenta un indice ERT

:1.9, coincidente con los dos centros a los cuales se le ha asociado su CAO, mienlra§

que el ERR es 0.9, que puede ser entendido como que 1 de los 2 §errtros actuaría. El

segundo grupo en el compuesto generado (probablemente un compuesto quinoidal)

reaccionaria con el ABTS'* en forma mucho más lenta.

La Tirosina, es la única estructura monofenólica evaluada y su comportamiento

cinetico es distinto al de los polifenoles y distinto de Trolo4 el que también presenta un

único H hidroxilico reactivo. El comportamiento monofásico que muestra la cinética de

la Tirosina permite determinar solo el ERT, dado que no se distingue un consumo rápido

en los primeros instantes de la reaccién. Este comportamiento implica que el consumo

del radical es muy lento eomparado con T¡olox y se observa que, aun a los 15 minutos,

no es total. El número fraccionario también puede ser entendido en terminos de que la
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estequiometría de la reacción es exactamente Ia mitad de Ia exhibida por Trolox, a

entender, la reacción de terminación (salida cruzada para dar productos no radicalarios)

que compromete un radical catión del ABTS con un radical Tirosinil generado en el

púmer paso de abstracción del H, no sería una üa de terminación predominante, sino

más bien la ocurencia de reaeciones entre radieales Tirosiniles @squema 2.1-2) como

canal de terminación explicaria una etequiometría 1: 1 .

+ ,A.BTS

76

o.

I

Esquema 2.1.2. Mecanismo para reacción entre el radical catión

i",",.,",.,,
Y

derivado del ABTS v Tirosina

"Yo Y"r, s,r/) ól,,o.óiiitOo
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El mecariismo de reacción indicado en este esquema,

formación de di-Tirosina, un producto de oxidacién de Tyr que

expuesta a una fuente de radioales libres [13].

3

ERT

ademris implica la

se obtiene cuando es

.C

(.)
ra,}

o
E4
d

o

(}
(D

o2

t¡)
<)
(D.oI

Figura 2.1.7. Correlación entre los valores ERT y el número

de centros reactivos de las respectives moleculas señaladas en

e1 esquema 2. 1. *- O.gag, pendiente = 1.025 l{. 106, n=7



H Ácido Gálioo, estruotura III de la Figura 2.1.1, presenta un ERR= 2.8 y un

ERT= 3.3, un posible mecanismo que representa las abstracciones de los H reactivos

queda desorito en el siguiente esquema.

Eo-Fo Hoyo Hoyo Ho_Z,o

,rS", =*rrSr"*1.'S.r=;"+"
oH(»oó

l"
,olo

Productos +- fA
oñÓ"

o

Esquema 2.1.2. Mecanismo propuesto para las abstaccuiones de
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H suscesivas en ácido Gálico

De acuerdo con los resultados, los hidrógenos hidroílicos en las 3 posiciones,

presentarían reactiüdades simila¡es. Sin embargo, cabe señalm que el mecanismo

propuesto aquí es irrelevante desde el punto de üsta cinetico, debido a que los

hidrógenos son ext¡aídos a partir de la estn¡ctura inicial y sólo se ha propuesto para

mostrar la salida consecutiva de ellos.

Los polifenoles con 4 y 5 centros reactivos como Quercitina, Catequina y Rutin4

tal como se espera, presentari un ERT coincidente con el núme¡o de centros reactivos.
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Sin embargo, Catequina, estructura Mel Esquema 3.1,1 presenta un ERT de 3.3, esto

se debe principalmente a que la reacción dentro del ciclo de 15 minutos no ha sido

completa, lo que zugiere que la abstracció¡ del último H es muy lenta y no termina de

ser titrlado por el metodo.

Las medidas en las mezclas complejas muestran que el vino tinto tiene

aproximadamente 7 veces máa antioxidantes que el üno blanco. Esta relación es válida

tanto para los equivalentes que reaccionan en la etapa rápida como en la lenta (ERR y

ERT). Esto implica que la ¡eactividad promedio de los grupos fenólicos es similar para

ambos tipos de ünos. Las diferencias entre los índices antioxidantes de ambos tipos de

vinos se debe mas bien a la cantidad y no a la calidad de los antioxidantes presentes en

estas preparaciones.

Asi surge una pregunta natural a la hora de cuestionarse cuáLl de los dos indices

que miden actiüdad antioxidante es más relevante al momento de cwadenz.a¡ e\

comportamiento antioxidante de un compuesto. Probablemente no haya una sola

r€spuesta a tal pregunta. Dependiendo de si el interés es proteg€r r¡na muestra por un

largo tiempo, período durante el cual serian consumidos los a¡tioxidantes agregados, o

si se quiere intentar preservar los antioxidantes de un sistema en coldiciones de fuerte

estres oxidativo, el indice relacionado con la cantidad total de arúioxidantes reactivos

como el ERT podría ser el adecuado para elegir el a¡tioxidante óptimo para este

propósiro. Pero si se está interesado en conocer en cómo una dada concentración de

antioxidantes podria proteger a otras moléculas, entonces el índice relacionado con la

reactividad (ERR) deberia ser elegido. De esta manerq conocer ambos indices para
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evaluar la capauidad antioxidante de una muestra, resulta apropiado porque permite

distinguir cantidad (estequimetría) y factores de reactividad, ya que ambas

informaciones son necesarias para conocer el valor y la extensión de la acción

antioxidante.

En general, los valores de las velocidades que se informan en la Tabla 2.1.3 pxa

\a etapa rfuida de la reacción pueden ser asociados con la velocidad del primer paso

dentro de r¡n esquema de reacción como el propuesto en el Capitulo I (Ecuaciones 1.2-

1.4). Este involucra el proceso de deshidrogenación de los grupos mris reactivos del

polifenol y la consecuente formación del radical derivado, además de la concomitante

reducción del radical catión para formar ABTS. Esta velocidad s€ suma la velocidad de

la reacción inversa de éste proceso, siendo esta reacción inversa fuertemente

dependiente de la estabilidad del radisal de¡ir,ado del polifenol. Así los valores de Voo no

permiten hacer una discriminación de un compuesto respecto de otro en términos de

reactiüdad.

Dos sistemas que son interesantes de analizar son Quercetina y Rutina. Ambas

estructuras difieren por el grupo R en posición 3 del anillo B (Figura 2.1.1)- Los

resultados claramente muestran que la reactividad del OH en esta posición (en el caso de

la Quercetiaa) tendría una reactividad similar a los grupos fenólicos y vendría a sumarse

a los 2 grupos reactivos 'titulados" en Ia etapa rapida de la Rutina (ERR:1.5 y 2.4 para

Rutina y Quercaina, respectivamente). En la Figura 2.1.5, * puede observar que la

caída de la absorbancia en la etapa rápida" es rnayor para Quercetina que para Rutina, en

tarito los perfiles cinéticos de la etapa lenta pueden ser ajustados con una función
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monoexpollencial cuya pendiente inicial es casi la misma (9,73x10-3 y 9.62xl0-3 para

Quercetina y Rutinq respectivamente). Esta información sugiere que tanto el número de

grupos reactivos 'titulables" en la etapa lenta de la reacción (2,7 -2,5) como las

reactiüdades de los centros que participan en esta etap4 serian los mismos.

Una manera de distinguir mas directamente la reactividad de los Füdrógenos

comprometidos en los distintos compuestos individuales, se ha propuesto un estudio

torico{ermodinámico a fin de comprender los indices delaTablaZ.l.2
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2.2.1 ESTUDIO TEORICO

Aaálisis global y local del meranismo de dcshidrogsnasión de

polifenoles

Con el objeto de racionalizar estructr¡ralmente el mecanismo de

deshidrogenación de Acido Gálico, Acido Cafeico, Catequina, Quercitina y Rutina

descrito en la Seccién 2.1.2, se propone aquí un estudio teórico acerca de los aspectos

termodinámicos, y de reactiüdad global y local, en términos de propiedades que

dependen de la energía y de la distribucién de electrones en el sistema. Los aspectos

termodiniimicos se discuten en términos de la energia libre de formación de Gibbs. Esta

cantidad se forma a partir de las entalpías o calores de formación de especies

moleculares que se obtienen como oatput normal en casi todos los metodos semi-

empíricos de la quimica cuántica. La entropía de formación de moléculas puede

estimarse a partir del análisis vibracional que introduce a las constantes de fuerza o

segundas derivadas de la energía con respesto a los 3N-6 grados de liberfad de los

núcleos en la molécr¡la. Estas derivadas se ealculan rutinariamente en cualquier código

computacional, y proveen los datos necesarios para construir funciones de partición

electrénicas y übracionales, las cuales permiten realiz¿r un cálculo aproximado de la

contribucién entrópica a la energía libre (ver Apéndice I). La metodologia utilizada en

est€ trabajo es el cédigo AMl, desarrollado por el gfupo dsl Profesor Dewar [14]. Este

código provee estructuras moleculares (geometrías) muy bien aproximadas a las
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experimeritales y calores de formacién bastante confiables y comparables con los datos

termoquímicos experimentales. Las funciones termodinrárnicas estimadas mediante esta

metodologia permiten establ€cer criterios de estabitidad relativa" entre las diferentes

especies que se forman en e1 proceso de deshidrogenación sucesiva de los polifenoles

involucrados en el presente estudio.

La reactividad local electrónica provee un cuadro conceptual adecuado para

evaluar la localizacibn regional de electrones en el sistema, en téñninos de cargas netas.

El análisis termodinámieo, asociado al cuad¡o de ¡eactividad local se usará para dar

soporte teórico al mecanismo de reacción propuesto para los procesos de

deshidrogenación. Por ejemplo, la función de Fukui [15, 16] provee un critedo de

reactivid¿d local bastante simple y útil, que permite identifica¡ 1os sitios más activos

(sitios reactivos) en una molécula frente ¿ una reacción espeeífica. Se ha podido definir

siri ambigüealad indices de Fukui apropiados paxa estudiar reactiüdad local para

procesos nucleofilicos, electrofilicos y radicalarios [15, 16]. Estos últimos serán los

utilizados en esta tesis para identificar aquellos centros más susceptibles frente al

proceso de deshidrogenación homolítica en los polifenoles estudiados. Un valor alto de

este índice en un centro atomico será interpretado aquí como una probabilidad que la

deshidrogenación ocurra preferentemente en ese sitio. Esto permite establecer una escala

de susceptibilidades que proporcionará un modelo para abstraer selectivamente los

diferentes átomos de hidrógeno hidroilicos presentes en los polifenoles. Una vez que se

obtiene esta escala relativa basada en los índices de Fukui radicales, se procede a

deshidrogenar selectivamente cada molecula, para rcaTizar posteriormente el análisis
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termodinámico de estabilidades relativas en las diferentes especies moleculares

generadas en los procesos de deshidrogenación. Es importaflte e¡faliza¡ que los indices

locales de reastiüdad se relacionan preferentemente con la reactividad referida a los

productos de control cinetico, dentro de un modelo perturbativo que se desarrolla en

tomo a vaiores pequeños de la eoordenada de reacción, y que por 1o tanto están

directamente relacionados con potenciales de activación. Estos poteneiales de activación

se relacionan exponencialmente con las consta¡tes de velocidad dentro del modelo de

Arrhenius, de modo que dan una idea adecuada de los aspectos cinéticos de las

reacciones quimicas [17, 18].

2.2.2 Aspectos energéticos.

Para aliviar la notación en esta Sección, los polifenoles serán representados como

especies MfL para enfat;au la presencia de n potenciales átomos de hidrógeno que se

pueden disociar homoliticamente de un esqueleto común M en la molécula de refe¡encia

MHrr. Estas corresponden a las estructuras que se despliegan en la Figura 2.1.1. Ellas

corresponden a ácido gálico (Itr), ácido cafeico (IV), catequina §) y quercetina (VÍ) y

serán consideradas como sistemás modelo para describir el proceso de deshidrogenación

en polifenoles, dentro del modelo teórico descrito.

Para la primera deshidrogenación de MHo se tiene, de acuerdo al es41u,ema 2.7.2,

la siguiente reacción:

8,1
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tr¡tt -----J MIL-i'+ If Q.2.1)

En el proceso descrito en la ecuación (2.2.1),la especie MEf.1' eorrespondc a uri

intermediario relajado nuclearmente, que se obtiene de la primera deshidrogenación de

la especie M[I". Es interesante notar que en el proceso de deshidrogenación zucesiv4 se

forma¡an cíclicamente especies que cambian su multiplicidad de espin desde un estado

singulete de capa cerrada a uno doblete de capa abierta. Nota¡ que en cada paso de

deshidrogenación se forma además un átomo de hidrógeno radical el cual contribuira

con un termino constante Ag' a la energía libre de fsrmación de cada producto

intermediario, y corresponde a la energía libre de formación de un átomo de hidrogeno

radical no ligado, formado a partir de la disociació¡ homolitica de una molécula de

hidrógeno en su estado fundamental.

Para la segunda y siguiente deshidrogenaciones las correspondientes entalpias se

describen del mismo modo. El analisis vibracional provee estimaciones del término

e¡rtrépico TAS', a partir del cual se construyen las energias libres de formaoión mediante

la ecuación:

AG-: AIf -TAS' Q2.2)
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Estas cantidades se obtienen directamente del análisis vibracional que se realiza

automáticamente en el cédigo AM1, a partir del anrilisis de la matnz de segunda

derivadas como se describe en el Apéndice I
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2.23 Detalles Computacionales.

Como se mencionó anteriormentg todos los cálculos de estructura electrónica,

energías y anrilisis vibracional fueron realizados utilizando el código semi-empirico

AM 1 . Esta metodología resuelve l¿ ecuación de Sckóedinger utilizando solo los

electrones de valencia. ,{demás de calcular los calores de formación y las entropías de

formación, el método AMI provee un análisis de población electrónioa y de espi¿ para

el caso de espin no restringido en sistemas de capa abierla. Las energias

monoelectronicas de los orbitales de frontera HOMO y LUMO son utilizadas para

estimar la blandura §, que se define como el recíproco del gap HOMO-LLIMO. Las

funciones de Fukui radicalarias se obtienen como un promedio entre las densidades

electrónicas de los orbitales de fronter4 y sus confiapartes regionales co¡densadas a

átomos se obtienen en términos de los coeñcientes de los orbitales HOMO y LUMO y

de la matriz de recubrimiento eritre los orbitales atémicos involucrados en ellos [6].

(Apendice tr)
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Figul:a 2.2,1 Nume¡ación empleada para 1as estrucflras

a¡alizadas.trI: Acido Gálico; IV: ácido Caféico; Y: catequina"

VI Quercetina y VII: pseudo-Rwina (Quercetina metilada en
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2.2.4 Rf,SULTADOS Y DISCUSIÓN

Para estimar las cantidades AG de formacién; i = 1,2, ...rL se oalculan las

correspondientes entalpias y entropías de formación de todas las especies involucradas

eÍ oada proceso ale deshidrogenaciéq utilizando la metodología AM1, que provee

valores confiables de calores de formación [4] . Por ejemplo, el salor de formación

calculado para el átomo de hidrógeno radical es 52,1 kcallmol, valor que se compara

bastante bien con la entalpía de formación experimental estimada a partir de la energia

de disociación de u¡a molecula de hidrégeno Hz que es aproximadamette 54.5 kcaVmol

[19] . Con las entalpías de deshidrogaucién y las oorrespondiente entropías de

formació¡ a mano se procede a determinar la energía libre de deshidrogenación a partir

de la ecuación Q.2.2). Sin embargo, previo al estudio termodinámioo, se debe

determinar una escala relativa de labilidad de los potenciales átomos de hidrógeno

salientes sobre la base de las funciones de Fukui radicales condensadas a átomos. Estos

índices locales se muestrÍm en la Tabla 2.2.1 pan los sistemas trI y fV y en la Tabla

2.2.2 para los sistemas V, YI y YII descritos en la Figura 2.2.1, qr$ contiene la

numeracién de los centros atémicos citados en cada Tabla. El acido galico contiene 3

sitios potsnciales de deshidrogenación de los grupos hidroxí1icos unidos al anillo en las

posiciones -meta (2) y -pd/d (l). Un cuarto sitio de deshidrogenación es el átomo de

oxigeno carboxílico. Aun cuando los datos experimentales sugieren que este centro es
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inactivo frente al proceso de deshidrogenación, descrito como p(oceso fi¡ndamental para

justificar las propiedades antioxidantes de los polifenoles aquí utilizados, se incluirá con

el único propósito de validar el modelo basado en la función de Fukui. Por otra partq el

acido cafeico presenta 2 sitios potenciales de deshidrogenacién, a saber, los dos atomos

de oxigeno del grupo hidroxilo ligados al anillo, y un tercer sitio presente en el grupo

carboxilico unido e1 grupo etileno que se ericuentra ligado al anillo en la posición 1,

como se muestra enlaFigura2.2).I-aTabla 2.2.1conüene el análisis local bas¿ds en la

función de Fukui y las blandu¡as locales regionales (s¿). Este último índice se obtiene

simplemente al multiplicar la función de Fukui en el sitio k, por la blandura global S de

la molécula, a saber s| = { S. Ambos índices miden formalmente la polarizabilidad

eleotrónica o de espin en el sitio, y representan un criterio fisioo confiable para asignar

sitios acüvos en una molécula [20,21].
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Molécula Sitio (É) 'i =4sfí

Acido Gálico o9

o10

ol1

o17

0.03s6

0.0514

0.0433

0.0087

n trro

0.3218

0.2711

0.0545

Acido Caféico o10

011

016

4.0294

0.0é48

0.0061

0.1967

a.$35

0.0409

Tabla 2.2.1 Funciones de Fukui regionales y blanduras

locales para los estados fundamentales (!zfF!) de Acido

Gálico flrD y Acido Caféico (I\) ".
a) Los valorcs de la blardura global S son 6.26 y 6.69 unidades atómicas pam

ácido gálico y ti,cido caféico, leE)ectivamente. Valores obtenidos a partir de

cálculos AMl. Para identificar la mtmeración de cada centro, ver Figuta
)7-'
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Molécula Sftio (r) rk ,; = 4:s

Catequina 0.26

o25

o14

o13

07

0.0425

0.0663

0.0058

o.0462

0.0002

4.2622

0.4091

0.0358

0.0383

0.0013

Quercetina 026

o27

or4

o15

o8

0.0160

o.0397

0.0073

0.0085

0.0407

0.1123

0.2786

0.0513

o.0597

0.2857

Rutina 026

o27

ols

o14

o8

0.0201

0.0479

0.0003

0.0069

4.0214

0.1387

0.3301

0.0021

a.0476

o.t4766

Tabla 2.2.2 Funciones de Fukui regionales y blanduras

locales para los estados fundamentales (AD{n) de Catequina

(V) y Querc.etina (VI) y Rutina (Vtr) 4 
.

o) Los valores de blardura gk»bal S son dB 6.17, 7.A2 y 6.9A ¿mi&t¿les atonicas para

cafequina, quercetina¡ rutitta rcspectivamente. Valores obtenidos a pafiir de calculos

AMl, Para idenfificar la numeración de cafu centro, ver Figura 2.2.2.



Capiulo II 93

2.2.5 Aspectos locales. Escala de labilidad

A partir de la Tabla 2.2.1 se puede observar en primer

globales de áeido giilico (6.26 u.a.)y áwido caféioo (6.69 u.a) ca€n dentro de un rargo de

pequeña variación (aproximadamente 6.6Vo con respecto al valor promedio de 6.5 u.a.).

De acue¡do con los criterios cualitativos de reactiüdad quimica, especies que pres€ntan

propiedades globales como dureza quimica y blandura global similares, despliegan

reactividades globales similares. Esta regla empirica propuesta por Li y Evaas [22] y

confirmada en estudios posteriores [23] esta basada en el principio de ácidos y bases

duros y blandos (HSAB) de Pearson [24]. Esto significa que frente a un proceso de

deshidrogenación homolitic4 ambas moléculas deberian responder globalmente de un

modo similar. Notar que en el caso de Quercetina y Rutina la similaridad en cuanto a su§

respectivas reactiüdades globales es aun rtas evidentg como se desprende de la

comparacién de sus blanduras globales, cuya diferencia es la mínima de la serie. Sin

embargo, la informacién más relevante la provee el análisis local basado en las

funciones de Fukui radicalarias y las blaaduras locales en los potetrciales sitios de

deshidrogenacién. Por ejemplo, en ácido gálico @stnrctura ffr en b Figura 2.2.2),

ambos indices predicen el siguiente orden de deshidrogenación: O10 > 09, 01l >> Ol7.

De acuerdo con el modelo aquí propuestq el primer hidrógeno en salir, en un proceso de

deshidrogenación no concertadq seria el átomo de hidrégeno ligado al átomo de

Oxigeno 10, que se encuentra en la posicién lrara con respecto al grupo carboxilato

unidos aI anillo aromático. Los dos átomos de hidrógeno restantes disponibles para un

áütrAD o\
/..Y dá:. C
: ex§F
\Íh^ '(.,
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segundo proceso de desdhidrogencion son aquellos unidos a los centros O9 y O11.

Estos cfitros que pudieran ser considerados en principio como sitios activos

equivalentes muestran sin embargo un orden de labilidad, a saber, O1l > O9. Esta

asimetria puede atribuirse al e orno lejano introducido por el grupo carboxilato, el cual

deja al sitio Ol l con un entomo químico sensiblemente diferente a aquel del sitio O9

(un grupo hidroxilo en el plano molecular que coincide con el del sistema ¡ del anillo en

el primer caso, y un grupo carbonilo en el mismo plano en el segundo caso, ver Figura

2.2.1). E ste efecto de largo alcance puede probablemente deberse a una interacción a

través del enlace que se propaga a través del sistema aromático. Los datos resumidos en

la Tabla 2.2.1 también sugieren una escasa actividad del hidrogeno carboxilico en un

proceso de homólisis, debido a que tanto la función de Fukui en el sitio como la

blandura local despliegan valores que son un orden de magnitud menor en ese sitio en

ambos casos- Es importante destacar que se esta analizando la actividad local con

respecto a un proceso en que el átomo de hidrógeno saliente queda en un estado de

átomo radical y es respecto de este p )ceso que este átomo se muestra como una especie

inactiva. En efecto, con refe¡encia por ejemplo a un proceso diferente como un

equilibrio acido-base este átomo de hidrógeno se esperaría ciertamente mas activo que

1os resta¡tes.

También incluidas en la Tabla 2.2.1 estin las funciones de Fukui radicalarias y

las correspondientes blanduras locales en los sitios potenciales de deshidrogenación para

ácido cafeico. El orden de labilidad establecido con el presente modelo es el siguiente:

011 > O10 >>> 01ó. En este caso se predice que el primer sitio de deshidrogenación

9{
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seria el átomo O11, seguido del hidrógeno unido al átomo de oxígeno O19. La

probabilidad de deshidrogenación radicalarias del sitio O16, correspondiente a una

función ácida, se predice claramente baja. La escala de labilidad en los procesos de

deshidrogenación de estos sistemas será usada mas adelaRte para proponer un protocolo

de deshidrogenación que permitirá modela¡ los aspectos termodinámicos de estos

proce§os.

La Tabla 2.2.2 oo¡tte¡e la misma información para Catequina (V), Quercetina

(Yf) y Rutina (Vtr). El análisis local basado en la función de Fukui radicalarias y las

correspondientes blanduras locales en Catequina sugieren el siguiente o¡den de

deshidrogenación: O25 > o.26 >> O13, Ol4 >>> 07. Este resultado sugiere que los

centros O25 y O26 (en ese orden) tienen una gran probabilidad de sufrir una

deshidrogenación radicalaria. La salida de los dos siguiente átomos radicales de

hidrógeno muestran rma clara y aproximadamente equivalente menor probabilidad de

disociarse homoliticamente de la especie lVtÉI,,-u. Se debe destacar que la especie MlI,,_2

es nuevameflte un sistema de capa cerrada y por 1o tanto coR una estabilidad

termodinámica relativa mayor que una especie radical. Este aspecto será considerado

más adelante en el a¡alisis de estabilidades relativas. Este análisis local también predice

que el átomo de hidrógeno ligado aI sitio 07 mostrará una baja actividad &ente a un

proceso de deshidrogenación homolitica.

La molécula de Quercetina exhibe un cuadro local consistente con ffes probables

sitios activos para una potenciel deshidrogenación. En efecto, los sitios O27 y OB

muestran valores máximos de la función de Fukui y blanduras locales radicalarias,
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mienüas que el centro o26 muestra uoa susceptibilidad menor. Los sitios ol4 y ol5 por

otra parte se predicen coR una escasa probabilidad de sufrir una ruptura homolitica con

el átomo de hidrógeno ligado a estos c€nros. La molécula de Rutina (VII) agrega al

análisis local un aspecto ¿dicional bastante interesantg en el sentido que este sistema se

puede obtener por el reemplazo del átomo de hidrógeno ligado al sitio O8, por r¡n grupo

metilo. Esta sustitución quimica inhibe completamente la actividad radicalaria en este

sitio que resulta ser el sitio de mayor actividad en euercetina. Además de la inhíbicién

de este sitiq es interesante notar las respuestas a la sustitucién quimica en los sitios o26,

o27, o14 y o15. La comparación de las respectivas blanduras locales radicalarias en

Quercetina y Rutina, revela una significativa activación de estos eentros inducidas por el

bloqueo en la posición o8. Este incremento en la reactividad local radicalaria puede ser

interpretado como una activacion ile sitios inducida por el efecto de sustituyente. Notar

sin embargo que esta activación en los centros o14 y ol5 no cambia significativamente

sus susceptibilidades radicalarias originales en Quercetina, de modo que en general, el

a¡alisis local predice dos sitios activos para actiüdad homolitica en Rutina. otro aspecto

interesante de enfatizar, es la pequeña diferencia en blandura global en euercetina y

Rutin4 que de acuerdo con la regla de reactividad global de Li-Eva¡s indicaría que la

mayor similaridad en las respectivas reactividades globales radicalarias se debería de

observar en el par (Rutinq Quercetina). Este aspesto sera considerado en el analisis

termodinámico que complementa el estudio global y local en esta serie de moléculas.
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2.2.6 Análisis termodinámico. Estabilidades relativas.

A partir de los resultados del análisis local, es posible identificar los ceritros más

lábiles para los procesos de deshidrogenación en polifenoles, de acuerdo a un criterio de

probabilidad establecido a partir de Ia funcién de Fukui radicalaria. Esta información es

también útil para rcalizar un analisis termodiruímico completo y establecer critedos de

estabilidad relativa entre las diferentes especies involucradas en los procesos de

deshidrogenación. La primera pregunta que se puede hacer con respecto a estos

procesos> es si la deshidrogenación es un proceso concertado (todos los hidrógenos

potencialmente activos para un proceso de ruptura homolitica salen simultáneamente

desde el esqueleto común I\d) o Io hacen secuencialmente siguiendo algún orden

preferencial. De acuerdo al modelo local que se relaciona principalmente con los

productos de confol cinético, en ninguno de los sistemas estudiados se predice una

deshidrogenación concertada. Esta predicción se basa simplemente que en ese caso

hipotefico, los diferentes sitios activos deberían mostrar igual probabilidad de

deshidrogenacién homolitica sobre la base del criterio de la función de Fukui. Sin

embargo, este anLiilisis sugiere un proceso no concertado, en que algunos sitios aparecen

claramente priülegiados con respecto a otros. Esta predicción puede ser probada

haciendo adicionalmente un análisis termodinámico acerca de las estabilidades relativas

de los intermediarios que se forman en un proceso secuencial de deshidrogenación. El
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aniilisis termodinrimico muestra inmediatamente que Ia salida concertada de los

hidrógenos presentes en los polifenoles que se a¡ñzan es completamente desfavorable,

si se considera que los calores de formación y las energías libres de formación de las

especies &f correspcnden en general a sistemas no Iigados (es decir, con entalpias y

energías libres de formació¡ positivas). Este resultados es consistente con el analisis

local y también con los indices ERR ERT discutida en la primera parte de esta tesis, en

que el numero de átomos de hidrógeno tiüfables en general no coincide con el nume¡o

de átomos de hidrógeno potancialmente activos en e1 proceso de homélisis, zugiriendo

una deshidrogenación secuencial. En este sentido, los resultados locales pueden además

ser utilizados para modelar este proceso secuencial en que e1 orden en que se generen las

diferentes especies debe ser consistente con las energías libres de formaoién de cada una

de las especies intermediarias de estos procesos.

se presentan en esta sección los resultados de este análisis para relacionarlo al

final de la discusión, con la información obtenida ¿ partir del análisis mediante índices

de reactividad, y principalmente con alguno de los índices experimentales descritos en la

primera parte de este Capitulo

La Tabla 2.2.3 resume los resultados para las entalpias, energías libres y

entropias de formación para ácido gálico, ácido cafeico y los intermediarios

deshidrogenados para ambas especies. De acuerdo al protocolo sugerido por el análisis

local, se procedió a sacar el primer hidrógeno ligado a1 sitio ol0 para generar las

ospccies radicalee MH¡'y }f de acuerdo al esquerna descrito en la eq¡ación (2 2.1). Se

siguió el proeedimiento retirando los siguientes átomos de hidrógeno unidos a los sitios



Cdpitalo II

O11, 09 y Ol7, en ese orden. Los resultados condensados en la primera mitad de l¿

Tabla 2.2.1 muestran en primer lugar, que la entropia de formacién agrega

cont¡ibuciones práctieamente consta¡tes a lz energa libre de formación en el estado

fundamental M[I4 y en todos los intermediarios deshidrogenados. Esto implica que las

especies intermediarias en ácido gálico son todas termodiniárnicamente estables, excepto

la especie M que resulta ser un estado no ligado con energías de unión positivas. se

deduce además que los respectivos procesos de formación en las tres primeras

deshidrogenaeiores son controlados térmicamente (control entálpico). Es interesante

notar Ia coherencia que se puede adelantar entre el análisis local desarrollado en tomo a

las funciones de Fukui radiealarias y blanduras locales, en el sentido que el cuarto átomo

de hidrógeno preserite en el grupo carboxilato, que se predice de esc¿sa actividad en el

proceso de homólisis, no es un estado estacionario en la superfieie de energía potencial.

Ambos a¡rrilisis, el local y termodinámico son también consistentes con el indice ERR

que se muestra en Ia Tabla 2.1.2 e¡ que Acido Gálico presenta un valor ERR : 2.g,

consistente con tres centros activos para la homólisis secuencial: el análisis local predice

tres hidrogenos con blanduras locales radicalarias relevantes en los centros 09, ol0 y

ol1, mientras que el análisis termodiruámico predice que los intermediarios formados

Mt{3' , MH2 y MFf tendnin energias libres de furmación negetivas. El ¿nálisis termico

es también consistente con la predicción hecha sobre la base del indice ERT que se

relaciona principalmente oon los productos de control termoün¡imico. En efecto, el valor

ERT :3.3 es también consistente con tres áfomos de hidrógenos lábiles en ácido gáIieo,
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lo que indica claramente que el átomo de hidrógeno unido al grupo carboxilato no es

activo psra un proceso de deshidrogeneción radicalaria.

Para ácido caféico, se calcularon las entalpias entropias y energías libres de

formación mediante un procedimiento similar al anterior, sacarldo esta vez en primer

lugar el átomo de hidrógeno ligado al sitio O11, seguido de los átomos de hidrógeno

unidos a los sitios O10 y Ot6, en ese orden. Se genera en primer lugar dos especies

radicales MHz' y ff. Es interesarte notar nuevamente que 1as entropias de formación

tienen un valor prácticamente constante, similar al patrón desplegado por las entropias

de formacién en ácido gálico. Esto permite concluir que en ambos sistemas el proceso de

deshidrogenación es controlado térmicamente. Notar sin embargo, que la salida del

tercer hidrógeno unido al sitio 016 conduce a un producto con r¡na energía libre

ligeramente positiva ((13.2 KcaVmol). Este resultado implica además una entropía

negativa para el proceso de formacién de esta especig la que se predice como inest¿ble

de acuerdo a los criterios de estabilidad de Gibbs ( G" < 0 ; TAS. > 0). Nuevamente se

encuentra consistencia entre este resultado y aquel derivado del analisis local, en el

sentido que la tercera deshidrogenación en ácido cafeico se predice con r¡na escasa

probabilidad (ver Tabla 2.2.1). El análisis local predice un átomo de hidrógeno (aquel

ligado al centro Ol1) marcadamente activo con respécto a los restantes con una blandura

local radicalaria de 0.4335 en Acido Cafeico. Este resultado es consistente con el valor

ERR = 0.9 descrito en la Tabla 3.1.2. Notar sin embargo, que el indice ERT = 1.9,

relacionado con los productos de control termodinámieo es consistenfe con dos átomos

de hidrógeno activos en el proceso de homólisis. Este resultado es normal en el sentido

I00
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que el análisis con indices de reactividad es consistente con los productos de control

cinético para el cual la blandura local radic¿laria produces respuestas consistentes con el

índice ER& mientras que el indice ERT, se relaciona coherentemente con los resultados

elel análisis termodinámico, en el sentido que las dos especies intermediarias generadas

en las dos primeras deshidrogenaciones conducen a especies termodinámic¿mente

estables (AGo < 0, ver Tabla 2.2.3 )
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Molécula Especie r 
^si

L(io^INIO.
.T

Acido (]tilico

Acido Cafeico

t¿}ü

MH3'

MH2

MIf

Mb)

MHg

MH;

MH

Ttr

-109.8

-94.6

-76.8

-66.3

NC

.JJ -J

-17.9

-2.8

45.8

-140.6

-125.3

-105.8

-95.6

NC

-66.6

-51.4

-34.1

13.2

30.8

30.7

29.0

29.3

NC

JJ.J

J J.J

31.3

-32.6

Tabla 2.2.3 Funciones termodinámicas estándares de

formacién para Acido Gálico OrD, Acido Caféico (IV) y sus

productos intermediarios en procesos de deshidrogenación

sucesiva. ')

a) Todas las funeiones termodinqnicqs estándares de formación en unidades de

Kcal/mol. T : 298.5 K . b) NC: I^a molécula no converge a un Wnto

estacionario de la superficie de erurgía. Se presume un estado no ligado con

energias positivas.
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Molécula Especie oo?NT? r 
^s;

Catequina MHs

Mi{4'

MH:

helr'
MH

M

_rt o

1a

20.8

87.7

>0

>0

-65.9

-49.1

-2t.5

45.7

>0

>0

42.O

41.9

42.3

-42.0

<0
<0

Quercetina

Rutina

MHs

MH4'

MH3

MHr'

MH

lvf

MH4

MH3.

MTD

MH.

M

-47.3

-36.8

-13.8

19.6

>0

-18.6

-).¿

11.8

>0
>0
>0

-89.3

-79.5

-55.4

-20.2

>0

-63.0

47.4

-32.O

>0
>0
>0

42.0

42.7

41.6

<0

<0

44.4

44.2

44.4

<0

<0
<0

Tabls, 2.2.4 Funciones termodinámicas estándares de

formación para Catequina (trI), Quercetina (Yf) y Rutina

(YIf)y sus productos intermediarios en procesos de

deshidrogenacién sucesiv¿. o)

4 Todas tas ¡aneiones termdinámicas estuim&res de formacian en uniM¿s &
Kcal,hnol. T: 298.5 K
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Los resultados del análisis termodinrámico para Catequin4 Quercetina y Rutina

se presentan en la Tabla 2.2.4. Pwa Catequina se consideraron nuevamente todos los

átomos de hidrógeno hidroxílicos como potenciales centros de deshidrogenación

homolitica a pliori con el ünico propósito de evalua¡ 1a eonsistencia enre el análisis

local y el térmico. De acuerdo al modelo local se procedió a remover el átomo de

hidrógeno ligado al centro 025 para generar las especies radicales MÍü' y lf . Los dos

primeros átomos radicales de hidrógeno salen dando lugar a especies estables (AG' < 0;

TAS' > 0). Se debe destacar que la salida del segundo átomo radical [f es solo permitida

por entropía, ya que térmicamentg en términos de la entalpía de formación del producto

MH3 se predice inestable (Sin ernbargo, la salida del tercer átomo de hidrógeno conduce

a un intsmediario inest¿ble (AG'> 0).

A pesar que la salida del tercer átomo de hidrógeno conduee a intermediarios

inestables termodinámicamente ( G' < 0; TAS" > 0) se puede encontrar concordancia

entre el indice ERR : 3. I para Catequina y el análisis local, si se considera el siguiente

mecanismo propuesto para la deshidrogenación de Catequina:
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OH

I

rl) Ii-H
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vtr
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Esquema 2,2,1 Mecanismo de reacción propuesto para las

deshidrogenaciones consecutivas de Catequina a partir del

análisis de las Funciones de Fukui delaTabla 2.2.5.
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El esquema de reacción descrito en el Esquema 2.2.1. postula a 1os procesos (1) y

(2) como las etapas consecutivas de las deshidrogenaciones en los sitios A25 y o126

según lo zugieren los valores de las funciones de Fukui en estos sitios (Tabla 2.2.5.). La

estructu¡a (If) del Esquema 2-2.1, puede dar origen a una especie resonante (YI) que

sufriría un reord€namiento descrito como una transferencia de H intr¿molecula¡ desde

C3 hacia el Ol (Producto VI). Este tipo de reacciones es bien conocida en fotoquímica

de cetonas, llamadas fragmentaciones de Norrich tipo II [25]. El reordenamiento de H

adiva un nuevo sitio, a saber el centro O7 en la estrucfi¡ra VII que se muestra a

continuación:

Figura 2.2.2. Eshuctura correspondiente a la Catequina

modificada por reordenamiento de H, de asuerdo la estructura

VII propuesta en el Esquema 2.2. l.
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Con el objeto de probar esta hipótesis, se realizó el análisis local ea la estructura

vrr del Esquema 2.2.1. Los resultados se muestran en Ia Tabl¿ 2.2.5. con referencia a la

molécula de Catequina. §e observa que el reordenamiento intramolecular de H produce

la activ¿ción del sitio O7, en que la blandura local en ese sitio se incre¡nenta desde

0.0013 en Catequin4 a 0.1800 en la Catequina modificada VIf del Esquema 2.2.1. Notar

que el reordenamiento solo produce una respuesta muy localizada en las vecindades del

sitio O7, ya que los otros potenciales sitios de deshidrogenaciófl peünanec€n con una

baja probabilidad de intervenir en e1 proceso no concertado de deshidrogenación en

Catequina.

Molécula Sitio (Í) s; ={s

107

lp

Catequina

modificada

07

o25

026

o6

ol3

014

o.0273

0.0195

0.0388

o 0062

0.0058

0.0064

0.1800

0.1287

4.2559

0.04t4

0.0382

o.0421

Tabla 2.2.5. Funciones de Iukui regionales y blanduras

locales para los estados fundament¿les de la estructura

pmpüesta en la Figna2.2.24.
4 EI tukx de blatútra gtobal S es 6.59 u.a. Val¿ves obtettidtss a prtir *

eálculos AMl. Para identificar lq rrurneraeión de cda cerrtro, ver Figurd

2.2.1.
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La información que proporciona la T¿bla 2.2.5, permite proponer la reactividad

de 3 Hidrógenos de acuerdo con el dato experimental que sugiere el índice ERR:3.1_ A

Partir del mecanismo propuesto en el Esquema 2.2.1,1a estructura (VIf) es un producto

de oxidación que proporciona un sitio adicional de deshidrogenaciín, oetivalo por el

reordenamiento intramolecular del H (II33 de la estructura original de Catequina, ver

estructura VI de la Figura 2.2.1). Notar sin embargo que el índice ERR se relaciona con

los índices de reactividad locales con referencia a los productos de control cinético. El

cuad¡o térmico desfavorable para Ia salida de tres hidrógenos en Catequina no

coúradice la existencia del intermediario YII propuesto en el Esquema 2.2.1, ¡i

tampoco la activacion del sitio O7 por reordenamiento intemo de un átomo de

Hidrógeno.

Quercetina y Rutina son dos sistemas estructuralmente relacionados, en el

sentido que la segunda es el derivado metilado (en la posición 08) de la primera. Este

hecho da la oportunidad de a¡ralizar activación y desactivación de sitios inducidos por

sustitución quimica.. El analisis local en Quercetina es consistente con dos hidrógenos

equivalentemente activos en las posiciones 08 y O27 mas uno (aquel unido al sitio O2ó)

que presenta una significativa pero menor blandura local radicalaria. El análisis

termodinrímico muestr& consisteñtemente que el producto de las dos primeras

deshidrogenaciones conducen a intermediarios estables, con energias libres de

formación negativas (-79.5 y -55.4 Kc¿Vmol respeetivamente). El intermedia¡io que se

formaria en la tercera deshidrogenación homolítica muestra un valor marginalmente
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negativo, determinado principalmente por efectos efltrópicos. El anáüisis local es sin

embargo consistente con el valor ERR:2.4 para este sistema" que predice de acuerdo al

criterio establecido en la primera parte de este capitulo, dos afomos de hidrógeno

radicales activos. El reemplazo del hidrógeno unido al centro 08 que es activo en

Quercetina produce la activación de los sitios o.26 y O27, dejando dos átomos de

hidrégeno radicales activos para el proeeso de deshidrogenación en Rutina. Este

resultado es también coherentemente con el valor ERR: 1.5 para Rutina. Notar además

que el análisis térmico en Rutina concuerda t¿mbién con la estabilidad de los

intermediarios de las dos primeras deshidrogenaciones Un aspecto adicional en la

comparación de Quercetina y Rutina es que la similaridad en sus reac{ividades globales

esta relacionada coR sus respectivas blanduras globales que resultan ser las mas

préximas en la serie, mientras que la similaridad en sus reactividades locales responde a

un efecto de activación de sitios promovidas por sustitución quimiea en el sitio O8, que

es activo en Quereetina: el bloqueo del sitio 08 por el grupo metilo, activa claramente

los sitios o26 y O27, dejando globalmente dos hidrógenos activos para la

deshidrogenación homolítica.
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2.2.7 DISCUSIÓN GENERAL

Se ha presentado un modelo teorico para interpretar dentro de una aproximación

local y termodináLmica los patrones de deshidrogenación en los sistemas Acido Gálico,

Acido Cafeico, Catequina, Quercetina y Rutina como modelos de deshidrogenación en

polifenoles. El aruilisis local se relaciona dentro de un modelo perturbativo, con el

progreso de las reacciones químicas en etepas tempmnas con respecto a un camino de

reaccién no especificado, principalmente con los productos de control cinético de una

reacción. Estos índices conüenen esta información pues corresponden a derivadas de la

energia (dureza química y blandura global) con respecto al cambio en el número de

electrones; o de¡ivadas de la densidad electrónica coR respecto al numero de electrones

(función de Fukui). La blandura local, a pesar de tener una relación simple con la

función de Fukui, a través de una transforrnación lineal que involucra a la blandura

global S, es uña derivada implícita de la densidad electrénic4 esta vez con respecto al

potencial quimico electrónico p que describe los cambios de energia electrónic¿ con

respec'to aI cambio en el número de electrones N. De este modo, los índices locales y

globales describen furmalmente la pendiente de alguna función potencial (energía total,

energías libres o entalpías) con respecto al progreso de 1a reacción y contienen por lo

tanto información acerca de la posición relativa de especies intermediaxias tipo

complejos activados o estados de transiciól. Estos indices evitan precisamente la

caracterización completa de estas estructuras, sacrificando la descripción cuantitativa de
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parámetros de activaciór¡ pero contienen de un modo implícito esta importante

información- Por lo tanto, la reactividad quimica involucrada en estos índices se

relaciona de algún modo indirecto con los plodactos cinéticos de 1as reacciones. Es

precisamente este rasgo conceptual de los indiees de reactvidad el que permitió sugerir

un cierto orden eri los procesos sucesivos de deshidroger, acién para proponer uRa

jerarquia e identificar los centros más lábiles dentro de una estructua en estos procesos.

Este resultado es particularmente interesante dado que en la primera secrién de este

Capítulo el consumo del radical derivado del ABTS inducido por los polifenoleg quedó

descrito para todos 1os casos como procesos bi-üsicos. Este comportamiento se explica

bastante bien con el mecanismo de deshidrogenaciones no concertad4 es decir que en la

fase rapida reawionarían aquellos hidrógenos rnrís lábiles y en la lenta los menos

reactivos, quedando así m¿s debilitada la hipótesis que asocia a que productos de

oxidación secundarios serian los responsables del consumo en al fase lenta. Con la sola

excepción de Acido Caféico, los índices locales se relacionan cualitativamente con el

índice ERR que describe principalmente aquellos producrtos de control cinetico (es decir

aquellos que se forman en las etapas tempranas de las reacciones de deshidrogenación).

En alguno de los casos (Acido Caféico y Acido Gálico) el análisis termodituimico

desarrollado en tomo a las energias libres, entalpías y entropías de formación de los

intermediarios resultan consistentes con el índice ERT. Los aspectos puramente

te¡modinámicss (control termodinámico) suelen complementar generalmente la

información cinetica, a pesar que es conocido que ambos aspectos contienen

informaeión diferente sobre un proceso quimico en particular. Sin embargo, el modelo

propuesto muestra una gran cohereflcia en este sentido. Aquellos centros que se predicen
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escasamente activos para la deshidroganación homolítica conducen en general a

productos que son termodinámieamente inestables. En la mayoria de los casos esta

inestabilidad proviene de factores termicos relacionados con antalpias de formación. Sin

embargo, en Acido Caféico, se observa que Ia entropí¿ de formación en la segunda

deshidrogenación facilita Ia estabilizacién del producto MI! para una contribución

térmica marginal de la entalpia de formación. En general, en los cinco sistemas

estudiados, hay una buena coherencia entre la actividad predicha a partir del aruilisis

teorico, y los indices empíricos definidos en la primera parte de este Capitulo,

principalmente el índice ERR para los procesos de deshidrogenación secuencial no

concertada de estos sistemas. Mient¡as en catequina la coincidencia entre el anáLlisis de

Ful«i y blanduras locales y el índice ERR se explica medi¿nte una activación de sitios

inducida por reordenamiento, en Rutina la activación del terce¡ centro activo para

homólisis se explica por una activación de sitios promovida por el bloqueo de un sitio

activo en Quercetina

112
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2.3 CONCLUSIONES

Se ha car¿cterizado el comportamiento cinétieo de polifenoles y de mezclas

complejas de ellos basado en el metodo de decoloración del radical derivado del ABTS.

Este ha permitido obtener medidas de capacidad antioxidante evaluadas en la etapa

ritpida y lenta de la reacción a través de los índices ERR y ERT. Estos índices pueden

ser relacionados con el número de grupos fenólicos totales eon capacidad antioxidante

@RT), siendo el ERR el índice que ha permitido distinguir el númers de hidroxilos rnís

reactivos dentrs de cada molécula.

Se ha propuesto un modelo teorico simple, basado en indices globales y locales

de reactivad complementado con un análisis termodinámico acerca de las estabilidades

relativas de los intermediarios posibles en la deshidrogenacién secuencial de estos

sistemas. Los índices locales se relacionan convenientemente con el indice empirico

ERR que caracteüa principalmente los productos de eontrol cinético de las reacciones

de deshidrogenación. A pesar que no es posible establecer correlaciones cuantitativas

ent¡e las variables teó¡icas locales y el índice ERR, ambas se complementan

consistentemente con el análisis termodinámico para describir un patrón de reactividad

bien caracterizado experimentalmente.

113



Capitalo II 114

2.4 REFERENCIAS

1 . N. Saint-Cricq, C. Provost and N. Vivas, J Agric. Food Chem., 47 , 425 (1999)

2. C. A. Rice-Evans, N. J. Mfler and G. Paganga, Free Rad Biol. Med.,2O,933

(re%).

3. A Ghiselli, M Serafini G. Maiani, E. Azzirlt and A Ferro-Luzzi Free Rod Biol.

Med.,18,29 (199s)

4. E.A. Lissi, M. Salin-Hann4 C. Pascula, M.D. del Castillo, Free Rod. Biol. Med. 18,

1s3 (lees)

5. N. J. Miller and C. A. Rice-Evans, MethodEnrymol.,234,279 (1994).

6. N. J. Mller and C. A. Rice-Evans, Re dor. Reports,2,l6l (L996)

7. R. Rg N. Pellegrini, A. Proteggente, A. Pannala, M. Yang and C. A. Rice-Evans,

Free Rad. Biol. Med. 26,1231 (1999)

8. C. Romay, C. Pascual and E. A. Lissi, Braz. J. Med. And Biol. Res. 29,175 (1996)

9. A.Arora, M.G. Nair and G.M. Strsburg Free Rad" Biol. Med.24,1355 {1998)

10. D.D.M. Wayner, G.W. Burton, K.U. Ingold and S. Locke, -FEB,S Lett. LYl,33 (1985)

11. G. Cao, H.M. A-lessio, R.G. Cutler, Free Rad. Biol. Med, 14,303 (1993)

12. R.L. Atanasiq D. Stea, M.A. Mateescu, C. Vergely, F. Dalloz, F. Briot, V. Maupoil,

L. R:ochene, MoI Ce ll. Biocehem. 189, 127 (1998)

13. A. M. Campos and E.A. Lissi,.Izf. J. Chem. Kinet.29,2l9 (1997)



Capitula II

14.M.J.S. Dewar,E.G. ZoebishandE.F.Healy,J. Am.Chem. Soc. tO7,3gO2(tg8;s\.

15. P. Pérez, R. Contreras, Chem. Phys. Lett. 293,239 (t99S).

16. R. Contreras, P. Fuentealba, M. Galvrár¡ P. Pérez., Chem. Plrys. Lett., 304, 405,

(teee)

17. F. Carey, RJ. Sundberg. Advanced Organic Chemistry Third Edition, plenum

Press, New York, London, Part A, 1990.

18. M. R. Frierson III, R Klopman and R. Contreras, ln Frontier Moleculcr

OrbitalTheory and Chemical Reactility, M.J..S Dewa¡ and R. Hudson @ds.),

University Press, London, New York, (1981), p. a5.

19. ka N. Leüne, Fisicoquimic4 W Ed., McGraw-Hill, London, San Francisco, Tokio,

(1999),Vol. I p.144.

20. Y. Simén-Manso, P. Fuentealba, J. Phys. Chem. A. tüZ ,2029, (1998)

21. P.K. Chattaraj, S. Sengupt4 J. Phys. Chem.tÚ,t6t26, {1996).

22. Y. Li, N.S. Evans, J Am. Chem. Soc. I ¡ 7, 77 56 (1995)

23.P- Pérez, Y. Simón-Manso, A. Aizmar¡ p. Fuentealb4 R Contreras,

J. Am. Chem. Sac. 122, 47 5 6, (2OO0).

24. Pearsorq kG, Hañ and Saft Acids and Baseg Dowden, Hutchinson and Ross:

Stroudsberg PA, ( 1973).

25. S.H. Pine, J.B. Hendrickson, D.J. Cream and G.S. Hammond, Quimica Orgánica,

Ed. McGraw-Hill Segunda Ed (1988) .Capítulo Fotoquímica p. 1022.

115



Capitulo lll t16

CAPITULO III

CINÉruCA Y MECANISMO DE ILI REACCION DE UN RADICAL

NITRÓXIDO (TEMPOL) CON UN ANTIOXIDANTE FENÓLICO

(TROLOX)

3.T INTRODUCCION

Los radicales nitróxidos constituyen una de las familias de radicales libres más

exteflsamente empleados en quimica y en medios biológicos. Debido a sus

caracteristicas han sido utilizados como pruebas de espín [l], como un producto

altamente estable en experimentos de atrapamiento de espin [2] y en polimerizaciones

como iniciadores o retardadores de este proeeso [3]. El conocimiento y comprensión de

la reactividad de estos radicales se hace fundam ental para permitir una evaluación

cuantitativa de la acción de radicales libres en sistemas biológicos [4,5]. De la misma

maner4 la adición de sustancias capaces de reaccionar con radicales nitróxidos podria

oambiar dramátioamente las cinéticas, por ejemplo de polimerizaciones y las

propiedades del polimero producido. A pesar de todo este amplio interés, existen pocos
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estudios cinéticos dedicados a la reactiüdad de radicales nitróxidos cori substratos no

radicalarios y el efeoto de trazas de metales sobre estas reacciones. Este último aspeeto

podría ser relevante cuando los radicales nitróxidos son producidos en sistemas

biológicos.

Se han obtenido datos cinéticos en la reacción de radicales nitróxidos con ácido

ascórbico [4,6,7] y con hidroxilaminas [8,9]. Adernás, hay reportes de reacciones rápidas

de ¡adicales nitróxidos con ubiquinol-9 [5]. Un estudio realizado por K. Kikugaw4

demostraron que las señales de EPR del aducto DMPO-OH (preparado en presencia de

Fe2* en un¿ reaccién tipo Fenton) y TEMPO decrecían en presencia de antioxidantes

fenólicos como Trolox y con antioxidantes tiólicos como Cisteín4 Glutatión y 2-

mercaptoetanol descritas como re¿rcciofles bastante r,áLpidas n0]. También, hay reportes

parciales que muestran la capacidad de ciertos nitróxidos para participar en procesos

redox con iones metáicos lll, 121.

La est¿bilidad de los radicales nitréxidos se debe tanto a los desfavorables

procesos redox como a la debilidad del enlace O-H de la hidroxilamina [3]. Entonces,

los substratos que reaceionen con los radicales nitróxidos serán fuertes reductores y/o

coÍrpuestos con un hidrógeno lábil en su estructura. Entre esos compuestos se pueden

incluir los fenoles y los tioles. A1 reüsar la literatura, las reacciones de esos compuestos

con radicales nitréxidos resulta inconsistente. Lissi et al. han establecido que, en

solventes orgánicos los fenoles no reaccionarian con los radicales mtroxidos y que las

cinéticas de Ia reacción con tioles resulta compleja, con claras evidencias de catalisis

mediada por metales [9, l4]. Debido a que la reactividad observada podría deberse a la
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catálisis por tÍazas de metales (i.e., iones Fe o Cu) [14] en esta tesis se ha realizado un

estudio de la cinética y mecanismo de reacción del nitróxido soluble en agua 4-Hidroxi-

2,2,6,6,-tetra-metilpiperidin-1-oxilo (TEMPOL) con un antioxidante conocido como el

anáIogo hidrosoluble de la vitamina E (el ácido 6-Hidroxi2,5,7,8-tetrametilcromano-2-

carboxílico), Trolox.
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3.2 MATERIALES Y METODO

Ambos reactivos, TEMPOL y Trolox fueron adquiridos y utilizados tal cual

fueron recibidos de laboratorios Sigma. La hidroxilamina derivada del Tempol, fue

preparada siguiendo un protocolo estáridar, empleando la mezcla reductora Cloruro de

Amonio/Zinc. Para ello se pesaxon O.0172 g del Nitróxido, los que fueron disueltos en

10 ml de agua acidulada con 0.0780 g de NII¿CI. La reacción se mantiene en agitación

por 30 minutos una vez que se agrega Zn en polvo (0. 18 g) a la mezcla [15].

La solución stock de TEMPOL fue preparada en una solución amortiguada a pH

7.0 de sales fosfatadas de Potasio (KH2PO4 y K2HP0+). Todas las soluciones fueron

preparadas en agua pre-tratada, con Chellex- 100 con el objeto de minimizar la

concentr¿cién de trazas de metales. Para estos efectos, las soluciones fueron agitadas

durante toda la noche en presencia de lgL de la resina. Además, a ciertas soluciones se

les agregó ácido di-etilentriaminopentaacético (DTPA) 0. I ml\A para quelar posibles

trazas remanentes de metales.

La corcentración del nitróxido fue evaluada espectrofotomáricamente a los 240

nm utiliz&ndo rm eoeficiente de extinción e: 1440 Mrcm 1 
[16].

Una alícuota de la solución stock de TEMPOL fue mezclada con la solución

tampón para lograr la concentración de trabajo en el rango micro-molar (-10 ¡rlvf. La

coneentracién de Nitróxido inicial fue evaluada midiendo e1 tamaño de la señal en un
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espectrómetro de Resonancia de Espín Electrónico @PR) Brucker ER 200D-SRC a un

campo magnético fijo, ceñrado a 3426 Gauss. Las mediciones fueron llevadas a cabo a

temperatura ambiente (23 + 1'C) y la intensidad de la señal medida en el EPR fue

direotamente relacionada a la ooneentración de espin. Para conocer las variaciones de Ia

concentr¿ción de TEMPOL en el transcurso de la reacciór¡ se hizo un registro en el

tiempo de la intensid¿de de la señal ubicada a los 342ó Gauss. Para expresar la

intensidad de ésta señal en unidades de coricentración se hizo una relación tineal entre el

valor de la intensidad registada en el espectro inicial, cuya concenüación es conocidq

(obtenido previo a la adición de Trolox) y las intensidades registradas en el tieÍIpo. Asi

mismo, Ia coneentración asociada al espectrc final fue extrapolada a partir del area

calculada para el espectro inicial.

A fin de conocer los eftctos de la concentración de Oxigeno sobre la reacción, se

realizaron medidas en presencia y en ausencia de éste. Para esto se burbujeó de Nz en las

soluciones previo a1 proceso de mezclado en la celda de reacción.

Ferricianr¡ro de Potasio (Fe(CN)e) (MERCK) fue utilizado para oidar la

Hidroxilamina formada a fin de probar la reversibilidad del proceso. Para esto se

agregarort concentraciooes crecientes del oxidante y se evaluó la concentración de

TEMPOL recuperada.
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3.3 RESULTADOS

La adición de Trolox (10 mM) reduce rápidamente el tamaño de la señal de EPR

asociada aI Tempol (10 UM) sin que se observen cambios significativos en la forma del

espectro (Figura 3.1). Perfiles típicos para el consumo de Tempol por Trolox, en

ausencia y en presencia de DTPd se muestran en la Figura 3.2. En esta figura se puede

observar que el agente quelante reduce la velocidad de la reacción en c.a. 25 %. A partir

de este resultado las medidas cinéticas fueron llevadas a cabo en agua pretratada con

Chellex-IOO y en la presencia de 0.1 mM de DTPA. EI consumo de Tempol es

independiente de la concentración de oxígeno (Figura 3.3).

Los datos cinéticos obtenidos en exc€so de Trolox fueron ajustados a un

decaimiento mono-exponencial (Figura 3.3). Con el objeto de obtener parámetros

cinéticos para la reacción entre TEMPOL y Trolox, fueron calculadas las pendientes

iniciales a partir de los gráficos concentracién vs. tiempo, calculando la primera

derivada del ajuste mono-exponencial realizado (Ecuación 3.1) y extrapolado a tiempo

cero @cuación 3.2).

[rHwor]- [rm/IPor]0 +Ae( (t-t0)/k) (3 t)

(3.2)a[mwol] - A
dt -"0-k
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10 Gauss

Figura 3.1. Espectro de EPR correspondierite a 10 pM de

TEMPOL ( 

-) 
(l00yo). lntensidad de la señal luego de 30

minutos de agrqados l0 mM de Trolax (- ) (N/o dela

señal inicial)
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Figura 3.2. Efecto de la adición de DTPA (0.1 mM) en la

velocidad de consumo de TEMFOL (10 pM) inducido por la

adición del0 mM de Trolox a pH 7.0. Experimentos

realizados en buffer que no ha sido pre-tratado con Chellex-

10o. (()) Experimento contml sin DT"A (tr) Experimento

realizado en presencia de DTPA.

.-:
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Figura 3.3. Efecto de la remoción de oxigeno en la velocidad

de consumo de TEMPOL (i)) Experimento en presencia de

aire. (fi) Experimento en solución purgada con nitrógeno. El

ajuste corresponde a un decaimiento mono-exponencial.
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3.4 DISCUSION

A pesar que los datos pudieron sor fluy bien ajustados al decaimiento mono-

exponencial, el ajuste arroja una pequeña señal residual (ca. l0%). De hecho, los dafos

mostrados en la Figura 3.2 pueden ser ajustados a la siguiente ecuación:

[rempot]6ru¡ = 0.91 + 9.0 e(0.0o14 t) (3.3)

con t en segundos. EI valor de la constante (0.91) indicaría que la reacción muestra algún

grado de ¡evemibilidad, lo que puede ser atribuido a la oxidación espontánea de

hidroxilamina, obtenida como produeto de la reducción del nitróxido. Esto además es

soportado por el resultado obtenido agregando 20 ¡rM de hidroxilamina al inicio de la

reaccióq lo que reduce la velocidad de la reacción en un 50 ozá, aproximadamente

§igura 3.4). De ma¡era simila¡, la adición de una cantidad adicional de Tempol luego

del consumo casi total de los primeros 10 mIVf, produce una cináica que es levemente

más lenta, dejando un residuo mas alto como se muestra en la ñgura 3.5. De hecho,

mientras el con§.¡mo inici¿l ocurre con una €onstante de velocidad de 1.25 x lO3 s],

dejando un residuo de 0.74 pM de Tempol (evaluado en una extrapolación de la mono-

exponencial a tiempo infinito) el decaimiento después de trn segunda adición de Tempol
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oclrrre son una constante de velocidad de 0.96 x l0-3 sr, y dela 1.7 pM de Tempol

cuando se efectúa la extrapolacién a tiempo infinito-

Las pendientes iniciales mostraron dependencia con ¡rmbas concenfaciones,

tanto de Trolox como de TEMPOL. La dependencia de la velocidad inicial a distintas

concentracioñes de Trolox a una concentración fija de TEMPOL 10 tdVf se muestra en la

Figura 3.5, mientras que la dependencia de la velocidad inicial csn TEMPOL a una

concentración fija de Trolox (10 mM), se muestr¿ en la Figura 3.6. Las pendientes

obtenidas fueron 0.90 + 1.2xlo-1 y 0.95 + 4.4 xl0-3 para los ordenes en Trolox y

TEMPOL, respectivamente. Bajo todas las condiciones experimentales ernpleadas, la

velocidad inicial a pH 7.0 puede ser expresado por:

- 
d[Nitré]ddo I 

= [rrorox ] [relneor] (3.4)

k:0.1Mrs-r

Esta ecuacién de velocidad, así como la falta de efecto de Oxígeno,

compatible con una reacción que toma lugar en un paso bi-molecular simple:

con
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OH
I

H,c()ür: +

ni L to.

,"o(¡1,
u.ct'o{r.o

CH,

OH

_-..-..-.._- ,,-¡\.* *
,,.fN-!r"'3" oH

(3.s)

RNOII Pho'
R-NO. PhOE

seguido de la tuptura del radical fenoxilo:

H3

Pho

(3.6)

Ph=O
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L¿ formacién de la hidroxilamina (4-Hidroxi-2,2,6,6,-t*ra-metilpiperidin- I -

hidroxilo, RNOI{) propuesta en este paso, fue confirmada induciendo la oxidación de

éste producto con Fefficianuro de Potasio (Figura 3.7). La adición de este oxidante al

final de la reacción regenera c.a . 70 Yo dela selral inicial del nitróxido.

La reacció¡ bimolecular entre el nitróxido y el fenol puede corresponder a una

abstracción de hidrógeno (tal como se representa en la ecuación 3.5) o puede obedecer a

una transferenci a electrónica como:

RNO. + Pho- ----------:> RNO- + Ph0. (3 7\

seguida por la protonación del anión nitróxido a la correspondiente hidroxilamina. Si 1a

reacción (3.7) fuera la reacción dominantg debiera esperarse que a pHs

considerablemente mrás bajos que el pKa del Trolox (11.8), la velocidad de la reacción

debería ser inversamente proporcional a la concentracién de protones. El efecto de pH

sobre la velocidad inicial se muestra en la Figura 3.8. Estos datos muestran una

dependencia muy pequeña de l¿ velocidad inieial con el pH, siendo el orden en protones

obtenido a partir de la pendiente del gráfico de la Figura 3.8 de aproximadamente -{.05.

Esto está en contradiceión oon el orden esperado (-1.0) para el proceso si queda descrito

por la ecuacién 3.7. Esto implica que la reacción principal corresponde a ufla abstracción

de Hidrógeno, tal como queda representada en la ecuación 3 . 5 .
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Otra posibilidad es una reacción eRtre wra pequeña cantidad del Nitróxido

protonado y el fenolato:

RNOH.+ + ph0- -----------> RNoH + pho. (3.8)

La veloeidad de este proceso también podría ser independiente del pH. La constante de

velocidad espeeifica del proceso (3.8) está relacionada con la eonstante de velocidad (k)

de velocidad de segundo orden determinada experimentalmente por:

logkT =1st¡ + lapr¡o6, | + lApK rp¡ape¡ I t: ql

donde lÁpf lconesponde al valor absoluto de la diferencia entre el pK del compuesto

considerado y el pH de trabajo. Tomando 11.8 y 0 como los valores de pKa de Trolox y

el de la Hidroxilamina [16], la relación (3.8) lleva a:

logkT =1qg¡a11.9 (3.10)

t29

y asl

logkT lv10.8(M-ts-t) (3.11)
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Esta estimación no descarta completarnente la factibilidad de la reacción (3.8).

Sin embargo, este proceso puede explicar los datos obtenidos sólo si la reacción (3.8)

está en el límite del control difusional.

La discusión anterior iudica que, en ausencia de metales, para esto los solventes

son pre-tratados con Chellex-I00 y en presencia de DTPA 0.1 mM la velocidad inicial

del proceso puede ser explicada en términos de una reacción bimolecular lo más

probablemente involucra al fenol protonado mmo sustrato.

También se determinó que la presencia de met¿les puede catalizar este proceso,

como queda widenciado por la disminución en la velocidad observada en la presencia

de DTPA. Además, la adieión de Fe (II) a través de 20 pM de Ferricianuro de Potasio,

produce un notable aum€rito en la velocidad de consumo de TEMPOL (Figura 3.7).

La participación de metales también fue determinada en reacciones de reducción

de Nitróxidos promovida por tioles, en un estudio rcaltzado por Roseri et al. ll8). Este

estudio propone la participación del anión superóxido en el mecanismo de formación de

la hidroxilamina derivada. En este caso la producción de superóxido es mediada por una

reacción tipo Fenton, la cual queda inhibida en presencia de agentes quelantes y/o de la

enzima superóxido dismutasa. Esta e»<plicación es vá,lida para experimentos realizados

previamente en sistemas acuosos en donde no se observó reduceión de la señal de

Tempol por tioles, como Cisteína o Glutatión.
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Figura 3.4. Efecto de 4-btdron-2,2,6,6-tet¡a-metil- I -

piperinilhidroxilamina (20 pM) en la reacción de TEMPOL

(10 mM) con Trolox (10 mM). (O) Co*trol, sin

hidroxilamina; (tr) Experirnento en presencia de

hidroxilamina.
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Figura 3.5. Dependencia de la constante de velocidad

pseudo-unimolecular como un¿ función de la concent¡ació¡

de Trolox, medida a concentración fija de TEMPOL (10

lr}f} (A) 2.5 mM Trolox; (O) 5 mM Trolox; ( tr) 10 ÍrM

Trolox. En el inserto se muestra la dependencia del log de la

constante de velocidad como una funeión del log de la

concentración de Trolox.
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3.5 CONCLUSIONES

Los resultados muestran que un afitioxidante fenólico como es Trolox, es capaz

de reduci¡ la señal de Tempol en una reaccién bimolecular caracterizada por un

mecanismo que involucra una transferencia de Hidrégeno. La presencia de metales en el

medio de reacción posiblemente cataTizan la reacción, aum€ntando la velocidad de

decrecimiento de la señal de EPR asociada al nitréxido compuesto. Este resultado es

relevante al momento de realizar ensayos que utilizan la técniea de atrapamiento de

espín para la deteccién de especies radicalarias inestables en sistemas biológicos.
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APENDTCE I

I.1. Relación entre Ios niveles molecrlares microseópicos y variables

termodinámic¡s macroscópicas.

Los niveles electrónicos de energía en los sistemas moleculares describen uno de

los aspectos más relevantes de la estructura electrónic¿ de un sistema aislado con N

electrones yM núcleos. La obtención de estos niveles de energía se realiza aproximando

el problema de N cuerpos mediante la teoría llartree Foclg que deja al problema

transformado en N problemas a una sola partícula, en el campo de un potencial efectivo

conocido como potencial de Hartree-Fock . Las ecuaciones de lIa¡tree-Fock se resuelven

en general para sistemas aislados, de modo que el acoplamiento con campos exteñlo§ o

oon un baño termico debe ser i¡troducido posteriormente, utilizando los niveles

energeticos para construir funciones de dist¡ibución estadísticas. Uno de los modos

naturales de obtener información en la forma de variables microscópicas,

especificamente funciones termodinámicas, 1o provee la termodiruimica estadistiea. En

su formulacién mas general, la mecánica estadística relaciona variables microscópicas

con sus contrapartes microscópicas, a partir de las funciones de particióq que contienen

la información relevante acerca de las propiedades del sistema mioroscópico. El más

sirnple de 1os colectivos o ¿nsauóles, es el ensamble canónico, para el cual la función de

partición adopa la forma siguiente:
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(A1) z(N,v,!=f,ed-Ej(N,v)/kr;
j

en qu€ N,V,T es el número de moléculas N en un volumen V a una tef}¡rperatuta T. ei

representa los niveles de energia del sistema microscópico (igual a las energías

monoelectronicas de Ila¡tree-Fock de una sola molecula) y 1a suma se realiza sobre

todos los estados ocupados del sistema molecular con un número de ocupación n(i) :

0,1,2, ú, se tienen en cuenta las ¡estricciones de espin. La futrción de partición sirve

como puente natufAl entre los niveles de energia mecanO-cuanticos en el limite de

temperatura cero, y las propiedades termodinámicas del sistema microscópico que le

corresponde en el ensamble a temperaturas finitas [l]. La función de partioión es además

una herramienta útil para obtener valores medios de cualquier propiedad mecánica. Por

ejemplg la energia total (intema) promedio en este ensamble se obtiene como:

tl¿) ¡=EN,v,p)=
tEj(N,v)exp(-psj§,v)j

Iexp(-fiEj(N,v)j

en que S = 1/ÉI donde f es la constante de Boltzmann. Usando 1a expresión (1) es

posible rescribir la ecuación (2) como sigue:
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Del mismo modo, la energia libre de Helmholzt se define como:

(A4) A = *krl-nz(N,V,r);

y la entropía S como:

(A5) s=ru'l?1"21 +kLttZ
L ./ I_\,r'

Se pueden ademas obtener los valores medios de la entalpía y la energía libre de

Gibbs, utilizando las conocidas relaciones termodinámicas clásicas [1]. Es decir, la

obtencién de las funciones termodinámicas microscópicas se pueden obtener a partir de

los niveles de energia del sistema microscópicos a traves de la función de partición Z. El

ensamble canónico es en este caso pertinente, ya que en cada sistema aislado se esta

conservando el número de particulas (electrones en 1a molécula aislada) del sistema. La

comparacién entre dos sistemas con diferentes números de particulas como es el caso
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presentq en que cada átomo de hidrógeno se rompe homolíticamentg se obtiene

simplemente haciendo la diGrencia entre las propiedades referidas al sistema con N y N-

1 electrones en cada caso. Este procedimiento es consistente con el modelo

termodinámico, en el sentido que esas propiedades son tratadas coherentemente como

funciones de estados, cuya variación depende exclusivamente de los estados iniciales y

ñnales de cada sistema, sin importar 1a trayectoria que sigue el sistema para evolucionar

entre ambos estados.

Las moléculas estudiadas en esta tesis pueden ser clasificadas como moléculas

poliatomicas no lineales, las que están sujetas a un nimero de grados de libertad

übracionales de 3N-6, en que N es esta vez el número de átomos. Esto implica que los

modos vibracionales asociados a cada uno de ellas, es de 3N-6 modos, asociados con las

señales que se esperarían de zu espectro inñarrojo.

Despreciando los términos translacionales y rotacionales, el hamiltoniano

molecular que da origen a los niveles discretos eleetrónicos y übracionales se escribe

simplemente como H1 : tlet + Hr¡6. Si se tiene en cuenta la aproximación de Bom-

Oppenheimmer, que permite 1a separación de los movimientos electrónicos y nucleares,

en funcién de la diferencia de sus respectivas energías cinéticas, §ntonces hab¡á un

espectro de energias electrónic¿s y otro asociados a los estados übracionales de cada

nivel electrónico esencialmente desacoplados, es decir, la energia total se expre§ara

simplemente como la suma de las contribuciones electrónicas y vibracionales, de modo

que la función de partición canónica descrita en la eouación (1) se factoriza naturalmente

eomo:
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(46) Z -ZvtbZel

Debido a la dependencia logaritmica de las funciones termodinámieas con la

función de particién total, se sigue inmediatamente que las propiedades electrónicas y

vibracionales se obtendrán empleando separadamente las densidades de los estados

electrónicos y vibracionales respectivas. Para el caso del calculo de la entalpía media (de

formacióq de acuerdo al protocolo que utiliza AM1), la entalpía se aproxima

direct¿mente con la energia electrónica media, asumiendo que no hay variaciones de

presión y volumen. La estimación de la función de partición übracional por otro lado

requiere de un modelo. Este modelo es simplemente e1 modelo de oscilador armónico

clásico, cuya energía es:

(47)
l"

E.,¡6(j) = ;k¡(Qo -Q¡)',

en que Q y Q.¡ son las coordenadas normales asociadas a cada uno de los 3N-6 modos

normales de vibración, en Ia con referencia a una posición de equilibrio Q6. La función

de partición vibracional requiere pues de los niveles de enemiga vibracionales &it$ V
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de las c.onstantes de fuera k¡. Estas se obtienen a partir del calc¡rlo de las segundas

derivadas de la aergía total con respeoto a las 3N=6 coordenadas gen«ales Q¡, que

forman la matriz Hessiana del sistema. El calculo se hace en forma autoco¡sistente ya

que junto alas 3N4 coerdenadas Q¡, se deben determinar simultaneamente las energías

E y las respectivas constantes de fuerza k; . EI procedimierto con§ste simplemecte en

diagonalizar la matriz de segundas derivadas de la energía total del sistema molecular,

llamada matriz hessiana, con resp€cto a la§ 3N-6 coordea*das Q¡, mediante derivación

numerica que esta implementada en el código AMl.

Con las funciones de partición electrénica y vibracional a mano, se obtienen las

propiedades termodinámicas a partir de las expresiones (3)- (5).
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E1 hecho de tomar las derivadas de E con respecto a N a u(r) fijo, equivale fisicamente a

toma¡ la derivada de una función potencial en valores pequeños de la coo¡denada de

rexlccíófr.. Debido esencialmerite a que este proceso de derivación no considera los

estados iniciales y finales del proceso descrito a lo largo de la coordenada de reacciór¡ la

información contenida en estas cantidades no se relaciona con los aspectos

termodinámicos del proceso, ya que la susceptibilidad del sistema se esta estimando

dentro de un cuadro estático, en las vecindades de los reactantes. Sin embargo, por esta

misma caracteristica en la definición de Ios índices globales, lo que esta pendiente

contiene como información, es la pendiente de la función pot€ncial E hacia valores

mayores de la coordenada de reacción. Cosiderar por ejemplo la derivada de E con

respecto a la misma coordenada de reacción: 1o que obtenemos en este caso, es que al

comparar dos o más pendientes correspondientes a dos o más procesos relacionados

químicamente, la inclinación de las respectivas pendientes dari una idea acerca de la

localización del estado de transición de los distintos procesos que se compara. La

localización es no exacta pero permite a1 menos tener una $timación acerca de cómo se

ordenan las diferentes energías de activación de los procesos que se estudi¿n_ Dado que

las energías de activación se relacionan exponencialmente con las constantes de

velocidades de los procesos a partir de la relación de Arrhenius, se puede concluir que

cualitativamente las derivadas de E con respecto a la coordenada de reacción contiene

información acerca de los productos de control cinetieo (aquellos que se forman
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Fukui, tal como esta definida en (A2), es una función nofñalizada a la unidad, ya que la

densidad electrónica integrada en todo el espacio, debe normalizar aI numero total de

electrones. Es en este sentido, que las funciones de Fukui regionales, definidas en torno

a centros atómicos, representan una probabilidad de que el sistema despliegue en esa

regiórq una reactividad especifica. La forma condensada a átomos de este indice local se

obtiene fácilmente aproximándola como la densidad electrónica del orbital de frontera ct

: HOMO, LUMO involucrado en la reacción. Así, para el caso de un ataque electrófilico

o nucleofilico; conü : - ( HoMo) o cr = + (LtfMo) respectivamente, la funcion local

correspondiente se aproxima simplemente como:

(A3) fo (r) = ao Q)2

Haciendo una expansión LCAO en la densidad de frontera Ao F)2 se puede

construir fácilmente la cantidad condensada a átomos en términos de la función de

Fukui orbital [3]:
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(A4) f po (r) = ZlCpolz + CpaZCvaSPv -

pv

La cantidad condensada al átomo & en la molecul4 se obtiene simplemente sumando

sobre todos los orbitales centrados en e§e ceotro:

(A5) Í¡d = l\Cpa\2 + CpalCvaspv ;¡re * ; v diferente de ¡r'

La funcién de Fukui radicalaria utilizada en esta te§is, es simplemente el promedio entre

la funcién electrofilica y la nucleofilica, a saber:

f; f;(A6) fi- * 
,
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