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RESUMEN

Los polifenoles son compuestos quimicos cuya capacidad de estabilizar electrones
desapareados por resonancia les confiere una particular actividad antioxidante. Estas
substancias son de interés cientifico debido a su potencial reductor, a su abundancia en la
dieta humana y a su posible capacidad de prevenir enfermedades cardiovasculares y

cancer.

Existen diversos protocolos para evaluar la actividad y la capacidad antioxidante de
estas moléculas. Los directos, estudian sus caracteristicas electronicas en funcion del pH,
la concentracion de especies u otras variables, como el método DPPH' (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil). Los indirectos, son aquellos orientados a medir su poder secuestrador de
radicales, como la prueba ORAC (“Oxygen-Radical Absorbance Capacity”). Sin
embargo, la informacion obtenida a partir de éstos suele ser ambigua o poco reproducible
cuando se cambian las condiciones experimentales, por lo que es imperante revisar
nuevas metodologias que generen informacion quimica 1til para una correcta

determinacion del caracter antioxidante de estas substancias.

Comprender la conducta redox de las antocianinas, los flavonoles y otras especies
polifendlicas, requiere de andlisis que den razones energéticas, electronicas y
estructurales. Diferentes grupos de investigacion han partido de la premisa anterior con
intenciones de encontrar relaciones funcionales entre la reactividad quimica y el efecto de
los sustituyentes en la estructura de los polifenoles, dejando evidencia de que los
parametros electroquimicos son buenos indicadores de la capacidad antioxidante de estas

moléculas, sin consolidar sus resultados en alguna tabla comparativa.

Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo realizd un analisis electroquimico
de tres flavonoles (kaempferol, quercetina y miricetina), tres antocianidinas (cianidina,
delfinidina y pelargonidina) y tres antocianinas (delfinidina-3-glucodsido, petunidina-3-
glucosido y malvidina-3-glucosido), cuyas estructuras solo difieren en la posicion y
cantidad de grupos hidroxilo en su anillo B (variando asi su grado de oxidacion). Los
resultados obtenidos permiten relacionar sus parametros electroquimicos con su

estructura y su capacidad antioxidante.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1. Actividad Antioxidante

El término oxidacion se refiere a la transferencia de electrones de una especie quimica
a otra, proceso que obedece la siguiente ecuacion:

R™ = O™ + ne”

Las reacciones de oxidacién son una parte esencial de nuestro metabolismo, pues el
oxigeno molecular que respiramos actlla como ultimo aceptor de electrones durante la
generacion de energia en forma de ATP [1]. Sin embargo, alteraciones en el equilibrio
quimico del organismo promueven la transferencia de electrones desapareados, que

reducen sdlo parcialmente al oxigeno y generan radicales libres (ver Figura 1) [2].

Espacio
intermembranal

f Generacion de especies reactivas del oxigeno
ATP

ADP + e e e e

¥ 03+ 03>+H202 ~+:0H >+ H)0
i
2H+%0, . FADH Matriz.
Mitocondrial
PH alto

Figura 1. Generacion de radicales libres durante la respiracion aerobia.
Editado de referencias [3] y [4].

Los radicales libres son especies sumamente reactivas (con vidas medias del orden de
107s) y atacan moléculas adyacentes a su sitio de aparicion donando, abstrayendo o

incluso compartiendo sus electrones del orbital mas externo [5]. Esto no solamente
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transforma la estructura de las moléculas con las que interactiian, sino que ademas
ocasiona la aparicion de otras especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en
Inglés), generando reacciones moleculares en cadena que amplifican su poder

oxidativo [6].

Daflo a tejidos Disminucién de la
< locales eficiencia enzimatica
para reparar el ADN

tumoral

Dafio
oxidativo a
proteinas

Peroxidacion
lipidica

Inhibicion
de enzimas
correctoras
de genes

_ ROS v
. L. Cambios en la
Cambios quimicos en las conformacién del ADN

bases :
; ¥

A o ( Fallas en la replicacion ]
Alteracion de Alteracion en| |Replicacion
oncogenes puentes de || Bloqueada
hidrogeno

(Moacion J—p(  Genesis del Cancer |

Figura 2. Radicales libres y enfermedad. En condiciones normales, las células del
organismo humano son capaces de neutralizar las ROS; sin embargo, cuando éstas se
acumulan en altas concentraciones, ocurren cambios en las macromoléculas y el ambiente
celular, que pueden ocasionar la génesis del cancer. Como se observa en la figura, una
modificacion quimica del ADN altera la especificidad de sus puentes de hidrogeno y
disminuye la exactitud de la ADN polimerasa encargada de la replicacion genética.
Editado de referencia [7].

Un antioxidante es toda substancia que, cuando estd presente en baja concentracion
relativa a un substrato oxidable, retrasa o disminuye significativamente su oxidacion, sea
esta ocasionada por ROS o no [8]. La actividad antioxidante, por otro lado, corresponde a
la constante de velocidad de una reaccion entre un antioxidante puro y un radical libre
determinado; y fue descrita por primera vez para compuestos con importancia biologica

en los trabajos experimentales de Paul Gyorgy y Rudolph Tomarelli (1943) [9], que
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estudiaron extractos acuosos de arroz blanco, avena y maiz en modelos de oxidacién con

acido linoléico.

1.1.1. La hipotesis de los antioxidantes

Si bien las ROS cumplen funciones inmunolégicas y de sefializacién quimica en el
organismo, su sobreproduccion ocasionada por estados patologicos (aunada a fallas en los
mecanismos naturales de defensa), daia biomoléculas primordiales como el ADN, lipidos
y proteinas [10]. Este dafio se ha asociado con el riesgo de contraer enfermedades

cardiovasculares y cancer [11] (ver Figura 2).

La hipotesis de los antioxidantes sugiere que, si estos compuestos pueden detener
reacciones de oxidacidén in vitro, un aumento en su ingesta cotidiana debe reducir
entonces el riesgo de contraer enfermedades cronicas que estén relacionadas con procesos

de oxidacion biologica [12], como las mencionadas en el parrafo anterior.

Tabla 1. Estudios epidemiologicos: efecto de la ingesta cotidiana de antioxidantes en la
incidencia de cancer. Un riesgo relativo <1 indica un efecto positivo en la salud.
Incertidumbre de + .01.

Editado de referencia [13].

Tipo de estudio y n de la Clase de Aifios de Ubicacion del Riesgo

flavonoides Ref.

muestra . seguimiento Cancer Relativo
analizada

Cohorte

n=134,651 mujeres Catequinas 13 Serevisaron todos g o 14
los 6rganos

Bronquios y

n=549 Catequinas 13 0.94
pulmones

n= 728 hombres Catequinas 10 Pulmones 0.92 15

1= 9.959 hombres Flavonoles y 20 Se revisaron todos 0.87 16

flavonas los 6rganos
Caso—control

n=1,164 mujeres Flavonoles y
Pulmones 0.8 17

582 casos/582 controles  flavanonas

n=309 mujeres

103 casos/ 206 Flavonoles Pulmones 0.98 18

controles
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Tabla 2. Principales clases de polifenoles. La letra C significa ciclo. Asi, C¢ representa un
ciclo de seis carbonos.
Editado de referencia [19].

No. de

atomos de Esq,u ?leto Ejemplos
Basico
carbono
6 Co6 Fenoles, benzoquinonas Catecol, Hidroquinona, 2,6-
dimetoxybenzoquinona
7 C6-C1 Acidos fendlicos Galico, Salicilico
8 C6-C2 Acetofenonas, derivados 3—Acetil:6 metoxibenzaldehido,
de la tirosina, 4cidos tirosol, Acido p-hidroxifenilacético
fenilacéticos
9 Co6-C3 Acidos hidroxicindmicos, Caféico, Ferulico, Miristicina,
fenilpropenos, Eugenol, Umbelliferona, etc.
coumarinas
10 Co6-C4 Naftoquinonas Juglona, Plumbagina
13 Co6-C1-C6 Xantonas Mangiferina
14 C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas  Resveratrol, Emodina
15 C6-C3-C6 Flavonoides, Quercetina, Cyanidina, Genisteina
isoflavonoides
18 (C6-C3), Lignanos, neolignanos Pinoresinol, Eusiderina
30 (C6-C3-Co), Biflavonoides Amentoflavona
n (C6-C3), Ligninas
(C6-C3-Co), Flavolanos
(taninos condensados)

Asi, revisiones recientes de la literatura en las principales revistas arbitradas de
nutricion, demuestran que los polifenoles son autores convincentes de ciertas mejoras en
el tratamiento del cancer (Tabla 1) [20,21]. Estos compuestos antioxidantes constituyen
una de las principales familias de metabolitos secundarios y son responsables de las

caracteristicas organolépticas de los alimentos vegetales, como su color y sabor [22].

1.2. Polifenoles

Los compuestos fenolicos son un grupo de moléculas bien distribuidas en el reino
vegetal, con mas de 8,000 estructuras conocidas hasta el momento. La palabra

“polifenoles” define un rango considerable de substancias poseedoras de anillos
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aromaticos con uno o mas sustituyentes hidroxilo [23], cuya estructura varia desde
moléculas simples, como los acidos fendlicos, hasta compuestos polimerizados, como los
taninos [24]. Las principales clases de polifenoles aparecen enlistadas en la Tabla 2, de

acuerdo con el nimero de atomos de carbono que componen su esqueleto.

Entre las clases de polifenoles descritas en la Tabla 2, los flavonoides son los mas
abundantes en la dieta humana (ingesta diaria promedio para la poblacion de EUA: 1020—
1070 mg/ dia) [25,26], y estan considerados como antioxidantes con gran actividad
biologica [27,28]. Bendini et al. publicaron en 2007 una revision de la literatura cientifica
relacionada con estos compuestos, donde se concluye que el interés general en ellos,
aparte de lo ya mencionado, proviene también de su habilidad para modular la actividad

de enzimas y de sus aplicaciones como suplementos alimenticios [29].

Cada flavonoide presenta una diferente actividad antioxidante en ensayos in vitro, y
¢sta puede relacionarse con su estructura quimica [30]. Para comprender la conexion
entre su presencia en los alimentos y su posible efecto terapéutico en el organismo

humano, es necesario revisar entonces sus caracteristicas estructurales [31,32].

1.2.1. Caracteristicas estructurales de los flavonoides

La estructura basica de los flavonoides consiste de tres anillos fendlicos: A, By C. El
benceno A esta condensado con un ciclo de tres miembros (C), que a su vez se encuentra
sustituido en la posicion 2 por un fenil benceno (B), como se muestra en la Figura 3 a).
Las moléculas cuyo heterociclo C es un pirano pertenecen a la subclase de flavanoles y
antocianidinas, mientras que aquellas con anillo de pirona forman la subclase de

flavonoles, flavonas y flavanonas [33].

Los flavonoles y las antocianinas (glucésidos de antocianidinas), son las subclases de
flavonoides encontradas con mayor frecuencia en la naturaleza [34,35] y, debido a que
estan presentes en concentraciones significativas dentro de los alimentos (hasta 423ug de
flavonol por g de tubérculo, por ejemplo) [36,37], se han convertido en el motivo de

diversas investigaciones cientificas y de este trabajo de tesis en particular.
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En los flavonoles, el ciclo C corresponde a un anillo de pirona sustituido con un grupo
hidroxilo en la posicion orto respecto al carbonilo; mientras que en las antocianidinas,
corresponde a un anillo de pirano sustituido con el mismo grupo en la posiciéon meta
respecto del oxigeno. Las estructuras de ambas subclases de polifenoles aparecen en la
Figura 3 b) [38]. Los flavonoles considerados en este estudio son: miricetina, quercetina
v kaempferol; las antocianidinas: delfinidina, cianidina y pelargonidina; y las
antocianinas: petunidina-3-glucosido, delfinidina-3-glucosido y malvidina-3-glucosido.
Los tres grupos de compuestos difieren entre si en el nimero de sustituyentes o el tipo de
sustituyentes incorporados a su anillo B. Estas moléculas son de interés cientifico debido

a su notable capacidad antioxidante.

Flavonoide Pirona Pirano

/ 0 /
AJc]
S OH

0
Antocianidina Flavonol

Figura 3. a) La estructura basica de un flavonoide. ) Los flavonoles y las antocianidinas
comparten un sustituyente hidroxilo en la posicion 3 del heterociclo C. Tanto el
kaempferol, la quercetina y la miricetina, como la pelargonidina, cianidina y delfinidina
poseen uno, dos y tres sustituyentes hidroxilo en el anillo B respectivamente.

1.2.2. Capacidad antioxidante de antocianinas, antocianidinas y flavonoles

La capacidad antioxidante es una medida de la cantidad de moles de un cierto radical
que pueden ser neutralizados por una mezcla de compuestos en disolucion,
independientemente de la actividad antioxidante individual de cada uno en su estado puro
[39]. Los métodos empleados con mayor frecuencia para determinar esta capacidad
pueden dividirse en dos grupos generales: el de ensayos directos, que se basan en la

reaccion de transferencia de un solo electron (monitoreados a través de cambios
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colorimétricos adscritos a la reduccion de la especie oxidante); y el de indirectos, que se
fundamentan en la reaccion de transferencia de un 4tomo de hidrogeno, donde el
antioxidante y un control compiten para reducir a las especies radicales [40]. Ambos

métodos aparecen ejemplificados en la Tabla 3.

Pese a la gran diversidad existente de protocolos disponibles para evaluar la capacidad
antioxidante de los flavonoides, ninguno es aplicable a un grupo amplio de estos
compuestos y, al mismo tiempo, insensible al tipo de matriz biolégica en que se
encuentran [41]. Prueba de lo anterior es el articulo publicado por Tabart et al. en 2009,
donde la determinacion de la capacidad antioxidante de varios flavonoides fue diferente
para los métodos TEAC, DPPH y ORAC. Los resultados de tal trabajo correspondientes a
los flavonoles y las antocianidinas estudiados en este proyecto aparecen condensados en

la Figura 4.

Tabla 3. Protocolos usados con mayor frecuencia para determinar la capacidad
antioxidante de disoluciones in Vitro.
Editado de referencia [42].

Ensayos relacionados con reacciones de Indirectos (siglas en Inglés):

transferencia de hidrégeno:

ORAC (capacidad de absorbancia del radical

oxigeno).

TRAP (parametro de captura total de radicales).
ROO:- +AH — ROOH + A - CBA (ensayo de blanqueamiento Crocin).

IOU (absorcion inhibida de oxigeno).

Inhibicion de la oxidacion de 4cido linoleico.

Inhibicion de la oxidacion de LDL.

Ensayos relacionados con reacciones de Directos (siglas en Inglés):

transferencia de electrones:

TEAC (capacidad antioxidante en equivalentes
Trolox).

FRAP (parametro de reduccion del i6n fierro).
M(n) + e (de AH) » AH- +M(n — 1) DPPH (difenil-1-picrilhidrazil).

Capacidad de reduccion del Cobre.

Fenoles totales con reactivo de Folin-Ciocalteu.

Como la capacidad y la actividad antioxidantes de los flavonoides provienen de su

naturaleza redox, la electroquimica debe ser una alternativa util para comprender mejor
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las caracteristicas electronicas y estructurales que rigen el poder reductor de estas
moléculas [43,44]. Ademas, la selectividad de las técnicas electroanaliticas hace posible
dilucidar el contenido total de compuestos polifenolicos presentes en diversos sistemas in
vitro [45,46]. Haciendo caso a tales observaciones, este trabajo se concentr6 en el estudio
de los flavonoides ya mencionados, con el empleo de las técnicas electroquimicas que se

explicaran en apartados posteriores.
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Figura 4. Capacidad antioxidante en equivalentes Trolox (mol ET/mmol de flavonoide),
determinada por métodos TEAC, DPPH y ORAC. El asterisco indica una diferencia
significativa respecto a Trolox, definida por técnica ANOVA (p<0.05). Nomenclatura:
quercetina (Q), kaempferol (K), miricetina (M), rutina (Q-R), kaempferol-3-O-glucdsido
(K-G), miricetina-3-ramnosido (M-R), cianidina (C), delfinidina (D), cianidina-3-O-
glucosido (C-G), cianidina-3-O-rutindsido (C-R), cianidina-3-O-galactosido (C-Ga),
delfinidina-3-O-glucosido (D-G), Trolox (T). Editado de referencia [47].
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1.3. Conducta electroquimica de flavonoides

La reduccion de una especie radical por un flavonoide ocurre gracias a que el segundo

dona un atomo de hidrégeno o mas al radical libre:

El radical H' proviene del rompimiento de enlaces O-H presentes en su estructura y la
velocidad de homolisis depende de las caracteristicas electronicas de cada molécula. Este
proceso se desarrolla de manera similar durante una oxidacion electroquimica, hecho que
permite relacionar la facilidad de oxidar una molécula con su capacidad para secuestrar

radicales [48] (Figura 5).

Electrodo
—

-2+ HY)

Figura 5. Oxidacion electroquimica de quercetina. La reaccion que ocurre en la
superficie de un electrodo es idéntica a la que ocurre entre esta misma molécula y un
radical libre.

Un paso previo a la investigacion electroquimica de flavonoles, antocianidinas y
antocianinas involucra necesariamente la descripcion precisa de sus niveles energéticos

HOMO / LUMO, y de su estructura electronica.
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1.3.1. Descripcion electronica-estructural de flavonoides

Para facilitar la determinacion de los pardmetros electroquimicos que modulan el
comportamiento antioxidante de los flavonoides, se puede concentrar su andlisis en dos

escenarios concretos (ver Figura 6) [49]:

a) la accion capturadora de electrones durante las etapas de iniciacion o

propagacion de la oxidacion, y:

b) la accidon como agentes “quelantes” de metales i0nicos.

(0]
¢ e
OH CO:) - N ’
® )
>—< N o Z
[Radical] [No Radical]-H M

5

Figura 6. Dos vias en que los compuestos fenolicos pueden neutralizar radicales libres:
izquierda, captura y estabilizacion de electrones desapareados; derecha, “quelacion” de
metales i6nicos.

Editado de referencia [49].

Para el escenario a), Heijnan et al. (2001) han demostrado que la captura de
peroxinitritos con flavonoles es favorecida por la presencia de sustituyentes hidroxilo en
la estructura de los flavonoles, y por las interacciones electronicas que estos sustituyentes
tienen entre si. El proton del OH ubicado en la posicion R® del kaempferol, por ejemplo,
es especialmente acido gracias a la estabilizacion del anion oxigeno generada por los
hidroxilos que se encuentran en las posiciones R’ y R’ del esqueleto flavonoide [50]. Las

conclusiones de este grupo de investigacion aparecen resumidas en la Tabla 4.
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El término ICsy se refiere a la concentracion necesaria de un antioxidante para
neutralizar el 50% de los equivalentes radicales existentes dentro de una disolucion. En la
Tabla 4, el kaempferol presenta la 1Csyp mas pequena, lo que significa que es el mejor
reductor de radicales peroxinitrito de entre los compuestos de la lista, pues necesita estar

presente en baja concentracion para neutralizar el 50% de las especies radicales disueltas.

Tabla 4. Valores de IC50 en términos de secuestro de radical peroxinitrito (valor
promedio + D.E., n=3-6) de algunos flavonoides. La abreviacion Bz=bencilo.
Editado de referencia [58].

Compuesto ICs5¢(nM)
3 hidroxiflavona OH H H H H >200

5 hidroxiflavona H OH H H H >300

7 hidroxiflavona H H OH H H >300
Kaempferol OH OH OH H OH 0.35+0.05
Crisina H OH OH H H 295426
Galangina OH OH OH H H 1.02+0.11

Para el escenario b), Andjelkovic” et al. (2006) corroboraron que la actividad
“quelante” de los polifenoles es proporcional al nimero de fragmentos catecol presentes
en su estructura, a través de relaciones lineales entre el metal libre y su contraparte
acomplejada [51]. También, vincularon el cambio de color en la disolucion con el Ao

determinado por espectrometria de UV-Visible.

Si el equilibrio de un i6n metalico ligado a un antioxidante se establece como:

Kk

antioxidante + ion metalico = antioxidante-ion metalico
las constantes de asociacion (6 enlace) para los complejos formados con antioxidantes
pueden describirse de la siguiente manera:
_ [antioxidante—ion metalico]

[antioxidante][ion metalico]
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Asi, los resultados numéricos de Andjelkovic” et al. condensados en la Tabla 5

aparecen como constantes de formacion del complejo (K).

Estas constantes se calculan experimentalmente graficando 1/[i6n metélico
acomplejado] contra 1/[i6n metdlico libre], y dividiendo el intercepto de la curva lineal
obtenida entre su pendiente [52]. En la Tabla 5, el acido clorogénico es la molécula con
mayor numero de unidades catecol y, como predicho, posee la constante de enlace mas
elevada con el i6n Fe*". E1 EDTA es un competidor del antioxidante (con una constante

de enlace grande), y se incluye en el sistema como parametro de comparacion.

Tabla 5. Constantes relativas de formacion de complejo Fe**/(Fe* —compuesto fenolico)
en presencia de 0 a 1 mM EDTA. [Fe’"]= 0.0005 M. Incertidumbre= 0.15mM.
Editado de referencia [59].

Constante relativa de formacion de
complejo en EDTA:

0 mM 0.01 mM 1 mM

Compuesto fenolico Estructura

Acido A
protocatechuico l*&-. " 1.81 118 0.25
=T e
l
- H
Hidroxitirosol r ﬂ 2.66 2.00 1.10
._.XT, —
O
jGG‘H
Acido Glico ] 4.78 4.54 0.51

Acido Clorogénico *“J“mﬂw I -'/:Lcﬂ 20.13 12.00 2.95
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Con los resultados anteriores en mente, algunos grupos de investigacion han
concentrado el andlisis electronico de los flavonoides en aquellos fragmentos especificos
de su estructura que producen la actividad antioxidante: como la donacion electronica de
los hidroxilos en las posiciones R*, R’ y R’ del ciclo AC y los sustituyentes hidroxilo en el
ciclo B [58]. Para ello, es necesario considerar calculos teéricos computacionales que solo

se describiran superficialmente en este documento.

La Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, por sus siglas en Inglés) permite
correlacionar el comportamiento eléctrico de un flavonoide con su estructura electronica
y molecular, y estudiar fragmentos especificos de ésta. La DFT es una aproximacion
cuantica computacional (un célculo matematico complejo), que establece que todas las
propiedades basales de un sistema electronico son una funcion de su densidad

electronica [53].

La densidad electronica de un atomo o molécula se refiere a la probabilidad de
encontrar un electron en un punto definido del espacio molecular. Es una cantidad escalar
determinada numéricamente normalizando la funcién de onda ¥ para un sistema con N
electrones. Los célculos DFT pueden realizarse empleando diferentes funcionales

(funciones matematicas que toman un vector como argumento y regresan un escalar).

Los funcionales suelen nombrarse con siglas que identifican el nombre de los
cientificos que los proponen y los supuestos que implican. B3LYP, por ejemplo, significa
Becke-3-Parameter/Lee-Yang-Parr (funcional de 3 pardmetros de Becke, con

correcciones realizadas por Lee, Yang y Parr).

Algunas de las conclusiones mecanico-cuanticas mas importantes sobre el efecto de la
estructura electronica en la actividad antioxidante de flavonoides, obtenidas con el
empleo de la DFT u otros modelos cudnticos, aparecen en la Tabla 6. La informacion
expuesta en esta tabla concuerda con los resultados experimentales obtenidos por
Heijnan, Andjelkovic” y sus respectivos grupos de investigacion. Este trabajo de tesis
comparara esos resultados con parametros electroquimicos medidos a través de técnicas

voltamperométricas, cuyos fundamentos tedricos se exponen en el siguiente apartado.
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Tabla 6. Conclusiones mecanico-cudnticas importantes sobre la actividad de algunos
flavonoides. Nomenclatura: AM1 (Modelo de Austin 1), DFT (Teoria Funcional de

Flavonoides

Densidad).

Conclusion

Teoria y funcional

Autores

estudiados

Las moléculas son planas.

pelargonidina, i ) o
cianidina, Hidroxilo en posicion 6
delfinidina incrementa la minima energia DFT/B3LYP/D95 Sakata et al. [54]
ana y de excitacion. Mas
aurantinidina o C
sustituciones la disminuyen.
flavonas Moléculas planas. DFT/B3LYP Meyer, M. [55]
Apigenina, Flavonoides con ciclo B orto- DFT/B3LYP/6- Leopoldini et al.
luteolina y dihidroxi sustituido poseen los
e o 311++G** [56]
taxifolina. protones mas acidos.
Los centros activos son
catecol en el anillo B; OH en Heiinen e al
quercetina R’ muy 4cido, donacién AMI1 J )
. . [57]
electronica sobre éste por
hidroxilos en R’ y R’.
En C, yace la mayor
quercetina probabilidad de encontrar AMI1 Russo et al. [58]
radical.
querceting, Deslocalizacion ©
luteolina, indispensable para DFT/B3LYP/6-31++G**, Antonczak,
catequina y qispens par DFT/B3LYP/6-31(+)G* Serge [59]
taxifolina. estabilizacion de radical.

1.3.2. Estudio de flavonoides con Voltamperometria Ciclica

Trabajos de investigacion como los de Born et al. (1994) [60] y Markovic” [61] et al.

(1996) sugieren a la Voltamperometria Ciclica (VC) como una técnica util en la primera

aproximacion a la evaluacion del comportamiento redox de los flavonoides, pues permite

observar la respuesta de estos compuestos a sefales electroquimicas definidas

experimentalmente.

En VC, el potencial de un electrodo de trabajo es barrido linealmente (contra un

electrodo de referencia), de un potencial inicial hasta otro final y luego de regreso, lo que

da como resultado una grafica de corriente en funcién del potencial aplicado. Esta
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corriente es medida a través de un contraclectrodo (que generalmente es una malla de

platino).

La Figura 7 muestra un voltamperograma ciclico de acido cafeico. Si el potencial es
barrido hacia potenciales mas positivos, el electrodo de trabajo se polariza lo suficiente
como para oxidar al acido, lo que da origen a un pico de corriente anddica (la) que
perdura hasta que el acido cafeico se agota en la superficie del electrodo. En 700 mV
aproximadamente, la direccion de barrido se invierte, dando origen a un pico de corriente

catodica (Ic) que corresponde a la reduccion del acido.

Los picos de corriente, la 6 Ic, para un sistema electroquimicamente reversible (rapido
transporte de electrones en la superficie del electrodo) son descritos por la ecuacion de

Randles-Sevcik:
I/A = 2.69x105-n%?%.[A]-C-vV/D-v (ec.1)

donde 7 es el pico de corriente en amperios, n el nimero de electrones transferidos, A el
area superficial del electrodo en centimetros cuadrados, D el coeficiente de difusion en
centimetros cuadrados por segundo, C la concentracion en moles por metro ctibico y v la
velocidad de barrido en volts por segundo [62]. La ec. 1 permite emplear a la V'C como
técnica analitica para determinar los coeficientes de difusion de las especies en estudio y

su concentracion presente en disolucion.

Por otro lado, para una reaccion redox con producto estable como la que se ilustra en
la Figura 7, la igualdad /a/lc = 1 se cumple, independientemente de la velocidad de
barrido del potencial. Cualquier desviacion considerable de 1 indica reacciones acopladas
al proceso de oxido-reduccion. Esta relacion es un parametro electroquimico importante
para descubrir si el comportamiento redox de los flavonoles, las antocianidinas y las
antocianinas genera productos secundarios, y como la presencia de éstos afecta al sistema

en estudio [63].

La Figura 7 muestra también los potenciales Ec y Ea, que corresponden al potencial
marcado en el eje de las abscisas donde ocurren los procesos catddico y anddico

respectivamente. La diferencia entre estos dos potenciales, AE, cuando los procesos de
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oxidacion y reduccion de un flavonoide son reversibles, indica el nimero de electrones

transferidos al electrodo, n, durante su reaccion. Esto se expresa matematicamente como:
Ea—Ec=0.059/n V ec. 2
E°’

Ea
.Oxidacion (/a) >

20

10 En este punto la

5.0 direccion de barrido

i cambia
0.0 P

......

-5.0

Densidad de Corriente
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-10

- Rieduccion (/c)
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Figura 7. Voltamperograma ciclico de ImM Ac. Cafeico en 70mM Amortiguador fosfato
(pH=7.4)/EtOH 1:1 (v/v). Electrodo de trabajo: carbon vitreo, E. de referencia:
Ag/AgCl/3M KCI; E. auxiliar: carbon vitreo; velocidad de barrido: 100mV/s.
Editado de referencia [63].

Ademas, en la imagen se encuentra el potencial redox formal (E°") ubicado entre Ea y
Ec. Este se calcula con la ecuacion: E° = (Ea + Ec)/2 (ec. 3) y es un parametro

electroquimico unico de cada flavonoide.

Ana M. O. Brett y Mariana E. Ghica (2003) usaron la VC para estudiar la oxidacion
electroquimica del flavonol quercetina [64]. Sus voltamperogramas serdn empleados

como referencia en esta investigacion y aparecen en la Figura 8.

El inciso a) en la Figura 8 corrobora que los procesos de transferencia de electrones en
flavonoides son complejos, pues presentan diferentes pasos de oxidacion (4 sugeridos

para la quercetina, por ejemplo, indicados en la figura con numeros 1, 2, 3 y 4).

El inciso b), por su parte, muestra una clara reversibilidad del pico 1 cuando el barrido

de potencial es invertido antes de la segunda oxidacion, como se muestra en la figura con
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lineas punteadas. Sin embargo, los picos 2, 3 y 4 no son reversibles. Esto puede sugerir
que la segunda oxidacion de la quercetina involucra un cambio estructural considerable,
como una fragmentaciéon, 6 una reaccidon quimica posterior asociada a ese proceso
oxidativo. Finalmente, el inciso c) indica una fuerte dependencia redox con el pH,
entendida en la Figura 8 por el desplazamiento lateral de los potenciales de oxidacion y

el cambio en la morfologia del voltamperograma correspondiente a cada pH.

b) )

Reversibliﬁ%é‘ﬁ

¢ . v . . . X L L L N 0 L 1 L N . N N
02 a0 0.2 04 06 o8 1ofea 01 [T 0 04 s oslae 62 64 06 €& 16 12 14
EiVvs. Ag/ AgCl
e E/Vvs. Ag/ Agel E1V vs. Ag/ AgQl

Figura 8. Voltamperogramas ciclicos de quercetina en disolucion. @) 10°M de quercetina
en amortiguador fosfato con pH=7.7 (v.b.=50mV/s). b) 10°M de quercetina en
amortiguador fosfato con pH=5.5 (—) barrido entre 0.0 y +0.6 mV, (---) barrido entre 0.0
y+0.35 mV (v.b.=50mV/s). ¢) 10°M de quercetina en amortiguador fosfato (") con
pH=3.5, (---) con pH=5.5y (—) con pH=7.7 (v.b.=100mV/s).

Editado de referencia [64].

Otras conclusiones de Ana M. O. Brett y Mariana E. Ghica no ilustradas declaran que
los flavonoides se adsorben en la superficie del electrodo de trabajo y que el producto
final no es electroactivo, por lo que bloquea su superficie e impide nuevas
determinaciones (“pasivacion” del electrodo). Ademds, corroboraron la influencia de la
desprotonacién del grupo catecol en la capacidad de estos compuestos para donar

electrones y en su actividad antioxidante.

1.3.3. Estudio de flavonoides con Voltamperometria de Onda Cuadrada

La Voltamperometria de Onda Cuadrada (VOC) es también un método electroquimico

util para el analisis de pares redox organicos, como son los flavonoides. A diferencia de la
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VC, la VOC es una técnica de pulsos en la que el barrido de potencial sigue una
programacion escalonada que se caracteriza por ajustes en la altura 6 amplitud de los

pulsos y la frecuencia entre mediciones.

La Figura 9 presenta un esquema de la sefial de excitacion tipica en un experimento
de VOC. El potencial de inicio, Ej, es la media de los potenciales encontrados en cada

extremo de la onda cuadrada. La magnitud de los pulsos, Ej,, es un medio de la amplitud
de pico a pico de cada sefal; su duracion es %4T, donde T es el periodo que duran un pulso

positivo y uno negativo juntos; la frecuencia es 1/t y el incremento de potencial, AE,
corresponde a la altura de cada onda. Tanto la corriente /rcomo la 7, son medidas durante
los ultimos microsegundos de cada pulso, y la respuesta final del experimento es
registrada como el cambio de corriente neto: A/=I;-I,. La interpretacion cualitativa se

obtiene graficando 47 en funcién de E;,, [81].

>
1 -
Esw
'Esw
— e
[
to t

Figura 9. Senal de excitacion tipica en un experimento de VOC. Ej, potencial de inicio;
E,,, altura de pulso; 4E, altura de pico; 1, periodo de onda; to, tiempo de acumulacion de
especies reactivas en la superficie del electrodo; Iy e I, corrientes positiva y negativa
medidas. Extraido de referencia [65].

Una de las principales ventajas de la VOC radica en la posibilidad de observar durante
una corrida experimental si la reaccion de transferencia electronica es reversible o no.

Como la corriente es muestreada tanto en los pulsos positivos como en los negativos, los

picos que corresponden a la oxidacion o a la reduccion de las especies electroactivas en la
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superficie del electrodo pueden ser obtenidos simultdneamente. La Figura 10 muestra un

ejemplo de este punto.

4 ﬂ
; :’f 300 nA
4
2
3 Ib
‘SOOnA 2N 3 4
‘. . ﬂ.. H}A P
02 04 06 08 10 12 03 06 09 12
E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCl

Figura 10. Voltamperometrias de onda cuadrada de una disolucion 0.1M de quercetina
amortiguada en pH= 4.1. Derecha: representacion diferencial (4/=Iy—1}). Izquierda:
corrientes medidas en las direcciones positiva y negativa respectivamente. /= 5S0Hz,

AE=50mV. Extraido de referencia [64].

Si se comparan las curvas Iy e I, en la imagen de la izquierda es posible notar que
tanto el proceso 1 como el proceso 3 son reversibles, pues sus picos de oxidacion y de
reducciéon correspondientes estdn presentes en cada curva. Esta informacion es
complementaria con la imagen de la derecha, que nos presenta el resultado diferencial A7

Vs Egy.

Como ultimo punto, es importante mencionar que existe una relacion directa entre los
experimentos VC y VOC. Por un lado, los picos diferenciales obtenidos en una
voltamperometria de onda cuadrada corresponden al potencial redox formal (E°")
calculable en voltamperometria ciclica, caracteristica 1til para corroborar resultados. Por

otro lado, las velocidades de barrido efectivas de cada experimento pueden igualarse,
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pues existe la siguiente proporcionalidad: SR= f (Hz) x AE (mV), donde SR es velocidad

de barrido en voltamperometria ciclica (scan rate, SR, por sus siglas en Inglés) [66].

Ahora bien, a partir de la informacion expuesta en la Figura 4, la Tabla 6, y los
antecedentes teoricos sobre las técnicas voltamperométricas VC y VOC, se desprende la

motivacion de este proyecto de tesis, fundamentada en los siguientes puntos:

Primero, que las revisiones mas recientes de la literatura cientifica en relacion con la
actividad y la capacidad antioxidantes de los flavonoides, particularmente los flavonoles y
las antocianidinas, reclaman la generacion de mas informacidon quimica, estructural y

electronica sobre estos compuestos.

Segundo, que no existe en la actualidad ninguna ecuacidén que, tras la inclusion de
parametros termodinamicos y cinéticos, permita comparar efectivamente la actividad

antioxidante de un flavonoide con otro; y

Tercero, que los estudios existentes sobre estructuras de antocianidinas y flavonoles no

han analizado a fondo el efecto de sustituyentes en su comportamiento redox.

1.4.0bjetivos

Estudiar el efecto de los sustituyentes en el anillo B de los flavonoides kaempferol,
quercetina, miricetina; cloruros de delfinidina, cianidina y pelargonidina; petunidina-3-
glucosido, delfinidina-3-glucosido y malvidina-3-glucosido, sobre el potencial formal y el
niamero de procesos redox utilizando técnicas voltamperométricas en disoluciones no

acuosas de acetonitrilo.

Encontrar relaciones estructurales y electronicas que permitan proponer pardmetros

utiles para la jerarquizacion de los flavonoides de acuerdo con su poder antioxidante.

Evaluar la aplicabilidad del sistema construido para la presente investigacion en la

caracterizacion de flavonoides posterior a la realizacion de separaciones cromatograficas.
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Capitulo 2: Desarrollo Experimental

Un reto experimental importante para el estudio de compuestos fenolicos con técnicas
voltamperométricas radica en la construccion de sistemas electroanaliticos que permitan,
al mismo tiempo, trabajar con cantidades reducidas de analito (pues algunos flavonoides
son excesivamente costosos) y estabilizar los radicales formados durante la oxidacion de
estas moléculas bajo condiciones anhidras (para lograr repetitividad). El presente trabajo
de tesis propone un sistema que se adapta a tales consideraciones. Este sera explicado en

los siguientes apartados.

2.1. Preparativos

Los preparativos necesarios para el analisis electroquimico de polifenoles involucran
al menos las siguientes etapas: disefio y disposicion de una celda electroquimica;
seleccion del disolvente, seleccion de las sales de soporte y elaboracion de los electrodos

de trabajo, referencia y contador (si no se dispone de equivalentes comerciales).

2.1.1. Celda electroquimica para el estudio de polifenoles

Las mediciones experimentales fueron realizadas en una celda electroquimica adaptada
a partir de un arreglo sugerido por Scholz [62]. Como puede observarse en la Figura 11,
la celda incluye un matraz de dos cabezas en forma de pera (Quark Glass) con capacidad
maxima de 10mL, dos tapones de poli[tetrafluoroetileno] (Sigma Aldrich) perforados y

un par de tubos capilares de vidrio (CTR Scientific).

Las perforaciones de cada tapdn, tres en el del centro y dos en el de la derecha, se
hicieron a la medida de los tubos capilares y de los electrodos de trabajo, referencia y
contador con ayuda de un taladro vertical. Esto permiti6 que cada electrodo estuviera
perfectamente fijo en su respectivo tapdn, evitando asi errores en las mediciones (los

experimentos son sensibles al movimiento de los electrodos).

El tubo capilar del tapon derecho fue conectado a un tanque de nitrogeno (Praxair,
99% pureza), con el que se mantuvo una atmosfera libre de humedad y oxigeno durante

todos los experimentos. El flujo de gas inerte fue controlado con el mandémetro del tanque
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y colocando un dedo indice en la punta del capilar de salida ubicado en el tapén central.
En la imagen, R corresponde al electrodo de referencia, C al contraelectrodo y W al

electrodo de trabajo.

Arreglo Scholz Arreglo Nuevo

Sistema de Schlenk
Vacio, Argon

Nitrogeno
Argon

Figura 11. Dibujo esquematico de la celda electroquimica empleada. Izquierda: arreglo
sugerido por Scholz. Derecha: arreglo adaptado a partir del sistema de Scholz.
Editado de referencia [62].

2.1.2. Medio aprotico

Si bien los flavonoides analizados en este trabajo ocurren en la naturaleza dentro de
sistemas acuosos, estudiarlos en disolventes aproticos (que no contienen protones acidos),
como el acetonitrilo (MeCN), brinda la posibilidad de evaluar su comportamiento redox
escapando, entre comillas, de otras variables importantes como el pH. Ademas, el MeCN
favorece la solubilidad de los analitos organicos y simplifica su conducta electroquimica,
evitando o al menos disminuyendo el niumero de reacciones acopladas a la etapa de

transferencia de electrones hacia el electrodo de trabajo [67].

En esta investigacion, el acetonitrilo (Sigma Aldrich, anhidro, 99.8% pureza) fue

purificado y secado de la siguiente manera: 1500mL fueron colocados en un matraz bola
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de 2000mL. A ese volumen se agregaron 5g de hidruro de sodio (Sigma Aldrich,
anhidro), y la mezcla se someti6 a reflujo con agitacion por una hora, luego de la cual se
colectd el 80% del volumen inicial (descartando 10% del principio y 10% del final del
destilado). Nota: la adicion de NaH al MeCN gener6 liberacion de hidrogeno y burbujeo
intenso. Los 1200mL recuperados se recolocaron en el matraz de 2000mL limpio y seco,
y fueron mezclados con 5g de pentoxido de fosforo (Fluka, anhidro). La mezcla
anaranjada se someti6 a reflujo durante dos horas (agitacion importante), al cabo de las
cuales se recupero, nuevamente, el 80% del volumen original (en el matraz de reflujo se

formo un polimero color anaranjado intenso).

Como ultimo paso, los 960mL recuperados se vaciaron en un matraz de 1500mL, se
mezclaron con 5g de hidruro de calcio (Sigma Aldrich, anhidro) y se sometieron a
reflujo de dos horas, tras las cuales se recupero, una vez mas, el 80% del destilado. El
volumen final obtenido de MeCN seco y puro fue de 768mL, mismos que se almacenaron
en un frasco dmbar protegido del sol y a temperatura ambiente. El protocolo de

purificacion fue adaptado de la referencia [68].

2.1.3. Sales de soporte para medio aprotico

El nimero de sales disponibles para su uso como electrolitos de soporte en disolventes
organicos es particularmente pequefio, tomando en cuenta la cantidad total de sales
existentes en la naturaleza. Esto se debe a que los disolventes organicos no son
considerados buenos ionizadores de sales y, por lo tanto, las sales solubles en ellos deben
poseer mucho caracter organico para ser utiles [69], obedeciendo la regla: “lo mismo

disuelve a lo mismo.”

+ -

CHs. GCHs|T [F F
205 25

X X
i/ CH; F F

Figura 12. Tetrafluoroborato de tetraetilamonio. Como puede observarse, el cation posee
caracter organico, lo que permite su ionizacion del complejo anidnico.

En el presente trabajo se selecciond como electrolito de soporte al tetrafluoroborato de

tetractilamonio (TFBTEA, Sigma Aldrich, 99.9% pureza), debido a su buena solubilidad
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en acetonitrilo y a su débil reactividad electroreductiva. Un diagrama de los complejos

anidnico y cationico que componen al TFBTEA se presenta en la Figura 12.

2.1.4. Construccidn de electrodos

Las técnicas voltamperométricas modernas requieren la participacion de tres
electrodos durante los experimentos. El potenciostato es el dispositivo encargado de
polarizar los electrodos y de realizar los programas de barrido o de pulsos de potencial.
Una explicacion simplificada sobre su funcionamiento se brindard mas adelante, dejando

este apartado exclusivamente para la descripcion de los electrodos.

El electrodo de trabajo W utilizado a lo largo de esta investigacion se fabricd de la
siguiente manera: un tubo de vidrio de 6mm de diametro y 10cm de longitud (Pyrex) fue
calentado y extendido por su extremo inferior hasta un diametro interno de 1mm, punto
en el que se secciond. Cuando el vidrio alcanzd la temperatura ambiente, se sumergié por
su extremo pequefio dentro de un vaso de precipitados de 10mL que contenia resina
epoxica e iniciador (Epofix, Struers) previamente mezclados, hasta que la resina alcanzo
por capilaridad una altura de 3mm encima de la punta. En ese momento, el tubo se retir6
del vaso y se fijo a un soporte universal con ayuda de pinzas para bureta, de tal forma que
la punta tocara la base del soporte universal y que el tubo estuviera vertical. Entonces se
introdujo una puntilla de carbon vitreo (Alfa) de 1cm de longitud y Imm de didmetro por
la entrada mas grande del tubo. El arreglo se mantuvo asi durante una semana, tiempo
que tardo la resina en polimerizar completamente, crear un soporte 100% impermeable al
acetonitrilo y fijar el carbon vitreo a la punta del tubo. El electrodo se puli6 con lijas de
menor a mayor finura hasta que la superficie del carbon vitreo dejo de presentar

irregularidades visibles en el estereoscopio.

El electrodo de referencia R se ensambl6 con la siguiente metodologia: un alambre de
plata (Sigma Aldrich) fue sumergido en una disolucién 0.01M en AgNO3 (Sigma
Aldrich, >99%,) y 0.1M en perclorato de tetrabutilamonio (Sigma Aldrich, 99.9%), que
habia sido colocada previamente dentro de un tubo de vidrio sellado en uno de sus
extremos con un vidrio Vycor ® (Bioanalytical Systems). El extremo opuesto se tapd

herméticamente con un cilindro de poli[tetrafluoroetileno] que poseia un orificio en el
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centro ligeramente mas pequeio que el alambre de plata (para que al introducirlo en ¢l
sellara lo mejor posible). La metodologia para construir este electrodo fue adaptada de la

referencia [70].

Por otro lado, se construy6 un electrodo de pseudoreferencia fijando un alambre de
platino (Sigma Aldrich) a un tubo de vidrio de 6mm de diametro, con ayuda de un
soplete. Luego, la punta libre del alambre se calent6 para que adquiriera forma esférica, y

se dobld hasta alcanzar un angulo de 30° entre ésta y el cuerpo del alambre.

Finalmente, el contraelectrodo C se armé soldando un alambre de platino con una
malla de platino. La malla poseia alambres de 0.lmm de didmetro, lo que permitio
incrementar varias veces la superficie total del contraelectrodo. La Figura 13 es una
fotografia de los cuatro electrodos construidos tal y como fueron empleados en el arreglo

de celda mostrado en la Figura 14.

Figura 13. Electrodos de trabajo, contraelectrodo, de pseudoreferencia y de referencia
respectivamente.
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Figura 14. Celda electroquimica

2.2. Preparacion de muestras

Los flavonoides analizados en esta investigacion provinieron de diferentes fuentes:
ocho moléculas, miricetina, quercetina, kaempferol, flavona, catequina y los cloruros de
delfinidina, cianidina y pelargonidina, fueron compradas a Sigma Aldrich, con pureza
grado HPLC; tres antocianinas, petunidina-3-glucosido, delfinidina-3-glucosido y
malvidina-3-glucosido, fueron donadas por la Dra. Janet Gutiérrez del Centro de
Biotecnologia (ITESM, Campus Monterrey) con pureza grado HPLC; y dos antocianinas,
cianidina-3-glicosido y delfinidina-3-glicosido, se extrajeron a partir de los célices de la

flor de Jamaica (Hibiscus Sabdariffa), con pureza grado CPC (seccion 2.2.1).

2.2.1. Extraccion y purificacidén de antocianinas

Las antocianinas de la flor de Jamaica fueron extraidas con el fin de corroborar la
utilidad del sistema aprotico para la caracterizacion de flavonoides dentro de matrices

complejas. Esta planta fue seleccionada debido a su alto contenido de antocianinas (2.52¢g
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por cada 100g) [71], y a que al menos una de ellas coincidia con los estandares puros

analizados previamente por técnicas voltamperométricas.

La extraccion se realizd de la siguiente manera: 100g de célices triturados fueron
colocados dentro de 4 matraces de 500mL (25¢g c/u). A cada matraz se agregaron 300mL
de agua destilada previamente acidificada con acido clorhidrico concentrado (Sigma
Aldrich, 0.1% v/v), y los matraces se sometieron a agitacion constante por dos horas
(25°C). Una vez terminado el tiempo de extraccion, cada disolucion se separd de sus

contenidos solidos con ayuda de papel filtro (Whatman No.40).

El volumen total de extracto, 1200mL, se concentré con ayuda de un rotavapor
(Buchi, 140rpm y 35°C), hasta obtener tan s6lo 20mL de jarabe color morado. Entonces
se tomaron alicuotas de 1puL del jarabe y se disolvieron en celdas de cuarzo que contenian
metanol (Sigma Aldrich, grado HPLC), para posteriormente analizarlas con
espectroscopia de UV-Visible (Perkin Elmer, Lambda 2S), a una longitud de onda de
520nm. El pico de absorcién observado corrobord la presencia de antocianinas en

disolucion.
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Figura 15. Espectro de absorbancia UV-Visible de una alicuota del extracto butanélico.
Dilucion 1/100. La flecha muestra el pico de absorbancia en 520nm +10.

39



Las antocianinas disueltas en el extracto acuoso de Jamaica fueron extraidas
sucesivamente con cloroformo (4 veces, 20mL) y con n-butanol (6 veces, 30mL). El
extracto en cloroformo fue descartado, mientras que el extracto butandlico (color rosado)
se concentrd hasta un volumen final de 100mL (rotavaporacion a 40°C, 140rpm). Una
alicuota de este ultimo fue evaluada con espectroscopia UV-Visible y corrobor6 una vez

mas la presencia de antocianinas disueltas, como se muestra en la Figura 15.

En una segunda etapa de purificacion, la muestra butanoélica se inyect6 a un equipo de
Cromatografia de Particion Centrifuga (CPC, Kromatron 1000), y la separacion se
realizd con las condiciones expuestas en la Tabla 7. Se obtuvieron un total de 480
fracciones (13mL cada una, tomadas cada S5min.), que posteriormente fueron
concentradas hasta un volumen final de 1mL. La metodologia empleada en este apartado

fue adaptada de la referencia [72].

Tabla 7. Metodologia de separacion por Cromatografia de Particion Centriguga.
Condiciones adaptadas a partir de la referencia [72].

Etapas Procedimiento

El rotor se llend con fase estacionaria (acetato de
Etapa 1 etilo/n-butanol/agua, 5:5:90), a una velocidad de
100rpm.

Inyeccion de 100mL de muestra disueltos en la
fase movil A (acetato de -etilo/butanol/agua,

Etapa 2 77:15:8). Modo ascendente, 9mL/min, 60min. Se
increment6 la velocidad hasta 900rpm. 75%
retencion de fase estacionaria.

Se inyectd un gradiente lineal de fase mévil B
(acetato de etilo/butanol/agua, 40:46:14) que
alcanz6 el 50% del volumen movil total en
100min.

Etapa 3

La inyecciéon se mantuvo isocratica por 60min.
Etapa 4 Posteriormente, se realizé un segundo gradiente
lineal hasta 70% de fase B en 120min.

El resto de la elucion se realizd6 de manera
isocratica, hasta que las fracciones dejaron de
presentar coloracion y su absorbancia a 520nm
fue de cero.

Etapa 6
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Las fracciones recuperadas de la CPC fueron analizadas por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC por sus siglas en inglés, Shimadzu, Prominence), con el objetivo

de corroborar su pureza. La deteccion se hizo por UV-Visible: A=520 y 280nm.

Las separaciones en HPLC se realizaron con las condiciones expuestas en la Tabla 8.

Esta metodologia fue adaptada de la referencia [73].

Tabla 8. Condiciones experimentales empleadas para la Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion.
Columna PLRP-S, Waters. 1004, 5uM, 250 x 4.6mm.
Pre-columna: Supelguard. LC-18-DB
Fase movil A 10% Acido formico / Agua
Fase movil B 45% MeOH / Agua
Gradiente Lineal 40-80% de B
Duracién De 0 a 50min.

2.2.2. Disoluciones y tratamiento del electrodo de trabajo W

Todas las disoluciones se prepararon a una concentracion 0.1M de TFBTEA, 0.5 mM
de flavonoide (excepto las antocianidinas, 0.ImM) y 0.1mM de Ferroceno, en 10mL de
MeCN purificado, excepto aquellas cuyo procedimiento describe condiciones especificas.
Las muestras provenientes de la separacion cromatografica se evaporaron con flujo de
nitrogeno para evitar su descomposicion, y el deposito remanente se disolvido en MeCN

con las mismas concentraciones antes descritas.

Debido a que los flavonoides tienden a polimerizar en la superficie del electrodo de
trabajo de carbdn vitreo, fue necesario seguir una metodologia de limpieza previa a cada
medicion electroquimica para evitar pérdidas de resolucion o de sensibilidad durante los
experimentos. Esta metodologia fue como se describe a continuacion: el electrodo de
trabajo se pulidé durante 10s en una lija del nimero 2000a, 10s en una lija del nimero
2000b, 10s sobre una tela con microparticulas de alimina de 0.3micras en disolucion
basica (AP-D Suspension, Struers) y otros 10s sobre la misma tela, pero esta vez con

microparticulas de alimina de 0.01micras en disolucion basica.
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Todos los potenciales medidos se reportan respecto al par Ferroceno/Ferrocenio

(Fc/Fc"), de acuerdo con lo sugerido por la IUPAC [74].

2.3. Técnicas experimentales

La presente investigacion estudio los flavonoles: miricetina, quercetina y kaempferol,
las antocianidinas: delfinidina, cianidina y pelargonidina; y las antocianinas: petunidina-
3-glucosido, delfinidina-3-glucosido y malvidina-3-glucosido, con el uso de las técnicas
Voltamperometria Ciclica (VC, Seccion 1.3.2) y Voltamperometria de Onda Cuadrada
(VOC, Seccion 1.3.3). Para ello y debido a las caracteristicas inherentes al sistema
aprotico empleado (alta resistividad al flujo de corriente), fue necesario utilizar otra
técnica preparativa previa, denominada Compensacion IR, cuyos fundamentos tedricos se

explicaran en seguida.

2.3.1. Potenciometria

Los experimentos de este trabajo se desarrollaron con ayuda de un potenciostato-
galvanostato (Princeton Applied Research M273A). El circuito electronico de este

dispositivo aparece simplificado en la Figura 16.

Monitor de
Potencial

REF

con /|
[ TRAB

Figura 16. Diagrama de circuito sobre-simplificado de un potenciostato convencional. El
monitor de potencial registra las variaciones del potencial existente entre el electrodo de
trabajo y el de referencia, y lo ajusta para que se mantenga constante inyectando
electrones a través del contraelectrodo.
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Un potenciostato es capaz de ejecutar programas de potencial, corriente y tiempo,
intercambiando cada una de estas variables como funcion de las otras. Gracias a su
versatilidad, permite monitorear el comportamiento electroquimico de muestras en
disolucion mientras se realizan experimentos de barrido de potencial, de pulsos de
potencial, de pulsos de corriente 6 de potencial fijo respecto al tiempo. En estos, las
reacciones de transferencia de electrones ocurren sobre la superficie del electrodo de
trabajo, que transforma su potencial eléctrico en relacién con un electrodo de referencia.
Los resultados numéricos son registrados con una computadora que permite graficarlos al

Instante.

2.3.2. Compensacion IR

Un problema comin en los experimentos voltamperométricos es el efecto de la
resistencia del electrolito (conocido como efecto iR, 6 efecto de la caida 6hmica, donde i
es corriente y R, resistencia no compensada) en las mediciones electroquimicas, pues
modifica la corriente de respuesta de las reacciones que ocurren sobre la superficie del
electrodo de trabajo y genera variaciones aleatorias en el potencial redox formal (E°’)
obtenido para una determinada molécula. Este efecto es significativo para sistemas con
disolventes que presentan baja solubilidad de electrolitos como el acetonitrilo; sin
embargo, puede ser compensado experimentalmente con el uso de la técnica denominada

Compensacion IR 6 IR Positive Feedback [75].

Tabla 9. Pardmetros utilizados en Compensacion IR siguiendo la nomenclatura del
Research Electrochemistry Software 4.0 de EG&G.

Parametro ‘ Valor

Altura de pulso (PH) 50 mV
% de Compensacion (CL) 90 %
Variabilidad (UN) 5%
Rango de Corriente (CR) 1pA

Modo IR (IR) Measured

Electrodo Solid
Electrodo de Referencia User
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La Compensacion IR consiste en la adicion de una sefial en el voltaje de entrada del
potenciostato con la misma magnitud que la caida iR, [76]. Es decir que, en los
experimentos, el potenciostato mide la corriente generada durante la aplicacion de pulsos
de potencial y hace correcciones eléctricas que equivalen a la caida de voltaje en el
espacio entre los electrodos de trabajo y de referencia (caida que es inherente al medio
resistivo), logrando con esto mantener un potencial fijo en la interfase entre los
electrodos. El resultado es una disminucion de la variabilidad de las mediciones; hecho
que para fines practicos de esta investigacion se traduce en experimentos repetitivos. La

Tabla 9 resume el valor de los pardmetros utilizados para la Compensacion IR.

Los experimentos de Compensacion IR se repitieron por triplicado con el electrolito
puro (MeCN + TFBTEA), el electrolito + la referencia interna (Ferroceno, seccion 41) y

el electrolito + la referencia interna + cada flavonoide.

2.3.3. Voltamperometria Ciclica

Las bases tedricas de esta técnica se discutieron en la Seccion 1.3.2. Las condiciones
empleadas en todos los experimentos de este trabajo aparecen condensadas dentro de la
Tabla 10. En esta, el tiempo de purga corresponde al tiempo minimo recomendado para
desoxigenar el disolvente con nitrogeno y lograr una atmdsfera libre de oxigeno antes de
cada medicion [62], y el tiempo de equilibrio es el minimo tiempo necesario para
estabilizar la corriente de circuito abierto en los valores que ahi aparecen. La ventana de
potencial util obtenida una vez purificado el disolvente y corregida la R,, fue de 2.1V,

comprendida en el rango entre -0.1 V' y 2.0V (de ahi los valores de I[P y V1).

La velocidad de barrido utilizada para el andlisis de flavonoides puros y para las
fracciones cromatograficas fue de 20mV/s; sin embargo, el estudio de estabilidad del
sistema con ayuda de la ecuacion de Randles (ec.l) requirid6 el empleo de otras

velocidades que entran en el rango de la tabla.

Los parametros acerca de la superficie del electrodo de trabajo y el tipo de electrodo de
referencia aparecen con valores asignados por convencion (EG&G, Research

Electrochemistry Software 4.0).
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Tabla 10. Parametros utilizados en V'C siguiendo la nomenclatura del Research
Electrochemistry Software 4.0 de EG&G.

Parametro \£1003 Observaciones
Velocidad de Barrido (SR) 20-140mV/s Siendo 20mV siempre la velocidad de inicio.
Tiempo de equilibrio (ET) 205 La corriente dee Egglilgt(; aféerrlt:se estabilizaba
Tiempo de Purga (PT) 60s PO antes de cada medida,
Potencial inicial -0.1V El mismo en todos los experimentos.
Potencial de inversion (V1) 2V Potencial positivo maximo.
Numero de ciclos (NC) 1 -
Ciclo almacenado (SC) 1 -
Modo IR (IR) Entered Una vez corregida la Compensacion.
Rango de corriente (CR) 10pA Sensibilidad necesaria.
Area del electrodo (EA) lem? Por convencion.
Electrodo Referencia (RE) User -
Filtro (FL) 590Hz Filtra el ruido eléctrico.

2.3.4. Voltamperometria de Onda Cuadrada

Los fundamentos de esta técnica se discutieron en la Seccién 1.3.3. Los parametros de
VOC utilizados durante la experimentacion del presente trabajo se exponen en la Tabla

11.

Tabla 11. Parametros utilizados en VOC siguiendo la nomenclatura del Research
Electrochemistry Software 4.0 de EG&G.

Parametro Parametro

Altura de pulso (PH) 50mV Electrodo Solid
Incremento de medida (SI) 2mV Area del Electrodo (EA) lem?
Frecuencia (FR) 1Hz Electrodo de referencia User
Potencial Inicial (IP) -0.1vV Filtro 590Hz
Potencial final (FP) 2.0V Area del Electrodo (EA) lem?
Tiempo de equilibrio (ET) 20s Electrodo de referencia User
Modo IR (IR) Entered Filtro 590Hz
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Como puede observarse, muchos de ellos corresponden también a aquellos empleados
en en VC'y en Compensacion IR. La velocidad de barrido efectiva de los experimentos
fue de 50mV/s, valor suficiente para que los experimentos se realizaran con rapidez y

buena definicidn.
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Capitulo 3: Discusion de Resultados

Los resultados experimentales de esta investigacion se analizan en tres secciones. En la
primera se discuten los efectos de la Compensacion IR y de la purificacion del MeCN
para la estabilidad del sistema electroanalitico y la repetitividad de las mediciones. En la
segunda se evaluan los datos electroquimicos obtenidos a partir de las técnicas
voltamperométricas para cada flavonoide puro estudiado, y se comparan con antecedentes
publicados en la literatura que se relacionan con la capacidad antioxidante, la actividad
antioxidante, la conducta redox y la estructura de esos compuestos. La tercera estd

dedicada a la revision de los resultados obtenidos con las fracciones cromatograficas.

3.1. Estabilizacion del sistema apratico

Como primer paso en la validacion del sistema empleado para los estudios
voltamperométricos, resultd indispensable seleccionar un electrodo de referencia que
fuera estable en el medio aprotico durante las mediciones. Las pruebas realizadas, asi

como sus resultados, se mencionan dentro del siguiente apartado.

3.1.1. Seleccion del electrodo de referencia

En la seccion 2.1.4 de este documento se describi6 la construccion de un electrodo de
pseudoreferencia de platino y de un electrodo de referencia Ag/Ag’(0.01M),
PCTBA(0.IM). La estabilidad de ambos en acetonitrilo fue evaluada por
Voltamperometria Ciclica, técnica que permitido observar su comportamiento eléctrico
dentro de una disolucion 0.1M en TFBTEA (disolucion denominada “matriz” de ahora en
adelante). A la matriz preparada para evaluar el electrodo de Ag|Ag" se aiadi6 AgNOs
(0.01M) para completar la celda.

La Figura 17 presenta dos voltamperogramas obtenidos con el electrodo de referencia
Ag|Ag" en diferentes momentos del dia. En ella, aparecen procesos anddicos que no
debieron ocurrir con la disoluciéon matriz. Ademas, la imagen comprueba variaciones
importantes tanto en las corrientes medidas por el electrodo como en sus potenciales de

oxidacion.
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Los picos anddicos son demasiado grandes (-2.00 pA aprox.) para provenir de algun
efecto del disolvente (que tedricamente era 99.8% puro, anhidro), por lo que se reviso la
superficie del electrodo de trabajo en el estereoscopio para buscar indicios de pasivacion.
De acuerdo con lo previsto, la superficie presentd depositos grisdceos después de cada

voltamperometria (un solo ciclo).
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Figura 17. Voltamperogramas ciclicos de TFBTEA (0.1M) y AgNO; (0.01M) en
acetonitrilo grado HPLC. v. b.: 20mV/s.

Dekanski et al. demostraron en 2001 [77] que la superficie de un electrodo de carbon
vitreo es capaz de catalizar reacciones redox de plata en disoluciones basicas de AgNO3,
favoreciendo particularmente la espontaneidad de reacciones redox que obedecen las

siguientes ecuaciones:
Ag - Agt+ e
Agt - Ag?t + e
Ag > Ag*t + 2e”

Estos procesos ocurren, de acuerdo con lo reportado por el grupo de Dekanski, en
potenciales comprendidos entre 0.30 y 0.70 volts para medio acuoso. Puesto que el
acetonitrilo es un disolvente basico por su grupo nitrilo y que los barridos de potencial

realizados en el presente trabajo abarcaron un rango de potenciales similar, el deposito

48



presente sobre la superficie del electrodo de trabajo se relacion6 con la formacion de un
deposito de Ag,0O inducido por el método electroquimico. Este factor fue determinante en
la bisqueda de una alternativa para el electrodo de referencia, pues el 0xido de plata

cambiaba la actividad del electrodo de trabajo desde el primer ciclo experimental.

También, se realizaron voltamperometrias ciclicas con una disoluciéon matriz que
contenia Fc 0.5mM. El resultado de tales experimentos se muestra en la Figura 18, en la
cual se observa una sobreposicion de sefiales anddicas correspondientes a las oxidaciones
del AgNO; y del Fc. Este empalme de corrientes descartd por completo la utilidad del

electrodo Ag/Ag" para fines de la presente investigacion.

-l U T - . | s I 1 ¥ 1 I ¥ 1 . 1 I
14 12 1.0 08 06 04 0.2 00 -02 -04
Volts (V)

Figura 18. Voltamperogramas ciclicos: Linea continua: misma imagen que Figura 17;
Guiones: acetonitrilo 0.1M en TFBTEA, 0.01M en AgNO3 y 0.5mM en Fc; Linea
punteada: voltamperograma de la mezcla de las dos disoluciones anteriores. El pico de
corriente anddica en el proceso reversible del Fc incrementa desproporcionadamente
respecto al pico catodico. Todos: Vel. Barrido: 20mV/s.

El electrodo de pseudoreferencia de platino (R), por otro lado, presenté un
comportamiento adecuado durante los experimentos. Los electrodos de pseudoreferencia
suelen ser estables; sin embargo, su potencial es desconocido y depende de la
composicion de la disolucion muestra en la que se encuentran. Consecuentemente, todos
los experimentos realizados con el empleo de platino requirieron la adicion de ferroceno

como referencia interna, por lo que los potenciales aqui reportados son relativos al par
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redox Fc/Fc'. La ventana de potencial obtenida con la disolucién madre fue de 1.50V, y

se muestra en la Figura 19.

Aun con la estabilidad del electrodo de referencia, los voltamperogramas de la
disolucion matriz + Fc mostraron variabilidad en la determinacion del potencial formal
del Ferroceno (Ef.) equivalente a + 0.05V (promedio, ver Figura 20), y la ventana de

potencial disponible tras la inclusion de Fc en la disolucién matriz se restringi6 a tan solo

0.60V.
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Figura 19. Voltamperograma ciclico de disolucion madre obtenido con uso del electrodo
de pseudoreferencia de platino. Vel. Barrido: 20mV/s. Ventana de potencial=1.50V.

De los resultados anteriores se desprendieron las necesidades de ampliar la ventana de
potencial y de purificar el disolvente, asuntos que se solucionaron con ayuda del

tratamiento descrito en el apartado siguiente.

3.1.2. Efecto de la purificacion del disolvente

El acetonitrilo empleado en este trabajo de tesis fue purificado de acuerdo con la
metodologia descrita en la seccion 2.1.2. La purificacion se realizé con el proposito de
eliminar impurezas basicas, acidas y trazas de agua. El uso de acetonitrilo puro se hace
evidente en la repetitividad obtenida durante los experimentos de V'C, cuyos resultados se

muestran en la Figura 21.
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Como puede notarse, los diferentes voltamperogramas expuestos en la grafica (siete en
total) se sobreponen perfectamente unos con otros. Ademas, se observo un incremento en
la ventana de potencial de 0.60V a 1.50V aproximadamente, a partir del voltaje en el cual

terminan o inician los procesos redox del Ferroceno y hasta la linea vertical que aparece

en la Figura 21.
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Volts
Figura 20. Voltamperogramas ciclicos de Fc 1mM en disolucion matriz. Cinco
repeticiones. Todas: Velocidad de barrido= 90mV/s.
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Figura 21. Voltamperogramas ciclicos de Fc 0.5mM. Siete repeticiones hechas a una
velocidad de barrido de 90mV/s. La purificacion del disolvente permitio obtener
repetitividad en el sistema, y extendio la ventana de potencial hasta 1.50V.
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Ahora bien, ya con el electrodo de referencia funcionando, la variabilidad en las
mediciones corregida y la ventana de potencial adecuada, la ultima correccion
experimental realizada en el sistema fue la Compensacion IR, cuyos resultados se

describen a continuacion.

3.1.3. Efecto de la Compensacion IR

Cuando el potenciostato aplica un programa de potencial en un electrodo idealmente
polarizable (IPE, por sus siglas en Inglés) sumergido dentro de una disolucion, el
resultado eléctrico generado puede representarse esquematicamente como un circuito RC
(Figura 22). En ese circuito, el voltaje total aplicado debe ser igual a los voltajes

existentes en el capacitor, Ec, y en el resistor, Egr, de acuerdo con la expresion:
. q
ETotal - EC + ER = lRu + C_ ecC. 3
d

donde R, es la resistencia no compensada y Cy es la capacitancia diferencial de la doble

capa formada en la superficie del electrodo.

Rs

W—il

E

Figura 22. Representacion esquematica de un programa de potencial en un circuito RC.

Ahora bien, si el programa aplicado es un barrido de potencial, como en el caso de la
Voltamperometria Ciclica o de la Voltamperometria de Onda Cuadrada, el voltaje total

varia de manera proporcional respecto al tiempo, E=v¢, de tal forma que la ecuacion ec. 3

se transforma a: vt = iR, + Ci. Si se integra esta expresion, la solucidon obtenida describe
d

el comportamiento de la corriente en funcion de la resistencia R, y de la capacitancia de

doble capa Cg4, como aparece en la ecuacion siguiente:
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I, =vCy [1 — e_(ﬁ)l ec. 4

Debido a que en estos experimentos el potencial cambia de manera constante, siempre
hay flujo de una corriente capacitiva, /;, que proviene de la igualdad expuesta en ec.4.
Asi, la relacion entre las corrientes de pico, £, anddicas 6 catodicas (ec. 1) y las corrientes

capacitivas, [, (ec. 4) es:

1
11| Cqv2(10753
I—C = % ec.5
p 2.69n2D2C

El analisis matematico desarrollado hasta aqui resulta indispensable para discutir los
efectos de la Compensacion IR sobre el sistema electroanalitico propuesto en este trabajo.
Como muestran las ecuaciones ec. 4 y ec. 5, las corrientes capacitivas son directamente
proporcionales a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido, e inversamente
proporcionales a la concentracion molar del analito. Es decir: a velocidades mayores y a
concentraciones bajas, la I, aumenta e, inherentemente, el voltamperograma se deforma,
presentando potenciales £, o E. que no solamente estan desplazados de su valor real, sino

que ademas difieren de este conforme la velocidad de barrido se incrementa.

r
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Figura 23. Voltamperogramas ciclicos de Fc en acetonitrilo purificado. Izquierda:
0.1mM, ocho barridos con velocidades de: 20, 40, 60, 70, 110, 130, 140 y 160mV/s, sin
compensacion de R,. Derecha: 0.2mM, cincuenta y cinco barridos, cinco por cada
velocidad: 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 y 120mV/S, R,=210Q.
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La Figura 23 muestra voltamperogramas del proceso reversible correspondiente al par
Fc/Fc' realizados antes y después de compensar la caida 6hmica. En ella puede notarse un
cambio radical del comportamiento de los voltamperogramas a diferentes velocidades de
barrido. Puesto que las disoluciones empleadas poseian concentraciones de 0.1 y 0.2mM
respectivamente, era esperado ver un desplazamiento de potenciales durante los barridos
con las velocidades mas rapidas, como dicho en pérrafos anteriores. Sin embargo, la
correccion de R, con un valor de 210Q hizo que todos los voltamperogramas expuestos
en la imagen de la derecha partieran practicamente de la misma linea base (0.00 A), y

presentaran picos de corriente anddicos y catddicos coincidentes en un mismo potencial.

3.1.4. Sistema aprotico final

La ecuacion ec. 1, conocida como ecuacion de Randles-Sevcik, establece que la
corriente /, generada durante una voltamperometria ciclica es directamente proporcional a

12 ,
es una linea recta,

la raiz cuadrada de la velocidad de barrido. Asi, una grafica de [, vs v
a partir de cuya pendiente pueden calcularse constantes especificas como el coeficiente de
difusion del analito o su concentracion (en caso de que fuera desconocida). Sin embargo,
debido a que la relacion anterior es una funcion de la respuesta del experimento, la
ecuacion ec. 1 también puede ser empleada para verificar la repetitividad de los

voltamperogramas y, por lo tanto, validar la estabilidad del sistema aprético sugerido.

La Figura 24 muestra voltamperometrias ciclicas del par Fc/Fc' realizadas con las
mismas condiciones que las expuestas en la Figura 23 (Derecha), pero con los datos

experimentales normalizados a un £°’ de 0.00V a partir de la ecuacion:

(E = Bueaiao — (%)) (ec.6)

La normalizacion de datos gener6 una grafica donde los picos anodicos y catodicos
son perfectamente identificables. Esto permitio hacer la linearizacion de Randles que,
como esperado, correlaciond las corrientes de pico con la raiz cuadrada de las velocidades

de barrido en forma lineal. La Figura 25 muestra este resultado.
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Figura 24. Voltamperogramas de Fc 0.2mM a velocidades de: 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 110 y 120mV/s. R;=210Q, E°’=0.00V.
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Figura 25. Linearizaciones de Randles para las corrientes anodicas y catddicas obtenidas

a partir de cincuenta y cinco voltamperometrias ciclicas de la disolucién matriz + 0.2mM
Fc. La desviacion estandar promedio entre cada cinco repeticiones realizadas a la misma
velocidad fue de 0.045 y de 0.011 para los picos anddicos y catodicos respectivamente.
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Los coeficientes de correlacion (R?) obtenidos fueron de 0.980 y de 0.996 para las
corrientes anddica y catodica respectivamente. Las desviaciones estdndar promedio (o)
entre las cinco repeticiones realizadas a cada velocidad de barrido fueron de 0.045 para
las corrientes anddicas y de 0.011 para las catodicas. Estos resultados demuestran que el
sistema aprotico sugerido en el presente escrito, conformado por un electrodo de trabajo
de carbon vitreo, un electrodo de pseudoreferencia de platino y un contraelectrodo de
malla de platino sumergidos en acetonitrilo, es perfectamente estable y garantiza la
validez de la informacién generada a través de experimentos voltamperométricos

realizados con él.

3.2. Parametros electroquimicos de flavonoides

Un dibujo esquematico de los once flavonoides estudiados en esta investigacion
aparece en la Figura 26. Las estructuras ahi expuestas demuestran su parentesco quimico
y se dividen en cinco subclases de flavonoides: los flavonoles, que difieren unos de otros
por el nimero de sustituyentes hidroxilo ubicados en su anillo B; las antocianidinas,
presentadas como sales y también diferentes entre si en el nimero de hidroxilos sobre su
anillo B; las antocianinas, que son antocianidinas glucosiladas en la posicion 3 del anillo
C y que se diferencian entre ellas por el tipo de sustituyentes presentes en su anillo B
(metdxidos); la flavona, que es el esqueleto basico de todo flavonol; y un flavanol que, a
diferencia de todas las otras moléculas, no posee insaturaciones en el anillo C. Los
apartados siguientes exponen la informacion electroquimica recaudada durante los

experimentos voltamperométricos de estos compuestos.

3.2.1. Analisis voltamperométrico de flavonoles

Las figuras encontradas en esta seccidon y la que sigue muestran voltamperogramas
ciclicos y de onda cuadrada obtenidos con cada uno de los flavonoides analizados.
Debido a que la respuesta al estimulo de potencial fue diferente en magnitud /, entre ellos
(aun estando todas las disoluciones a una misma concentracion), los ejes de las ordenadas
fueron ajustados para lograr la mejor definiciéon de los procesos redox respectivos. El

potencial observado en todos los voltamperogramas esta reportado en relacion al E° pepes.
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Figura 26. Flavonoles, antocianidinas, antocianinas, flavanol y flavona analizados en el
presente trabajo.

El kaempferol, Figura 27, presentd dos procesos de transferencia electronica al
electrodo de trabajo en sus voltamperogramas ciclicos, uno registrado en 523+7mV (I) y
otro en 1155£10mV (II). Estas observaciones concuerdan con los resultados de Chen et
al. (2008) [78] y de Zheng et al. (2008) [79], que emplearon un electrodo de grafito
pirolitico como electrodo de trabajo en disoluciones acuosas y de sulféxido de dimetilo

respectivamente, y también reportaron so6lo dos procesos redox para esta molécula.

Chen et al. han sugerido con pruebas experimentales que el segundo proceso oxidativo
del kaempferol (II) en V'C corresponde a la oxidacion de un dimero. El fendxido creado
sobre el anillo B durante la primera oxidacion se estabiliza en la posicion 3 de la
estructura flavonoide [80] y ataca otra molécula de kaempferol neutra, Figura 28. Lo
anterior propone que solo el primer pico en el voltamperograma de un flavonoide

corresponde con 100% de certeza a la desprotonacion de alguno(s) de los sustituyentes
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hidroxilo presentes en su anillo B; los demas pueden estar asociados con procesos redox

de estructuras generadas en reacciones acopladas al proceso de transferencia electronica.
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Figura 27. Voltamperogramas ciclicos de kaempferol 0.5mM y Fc 0.1mM en disolucion
matriz. v. b.= 20mV/s. El proceso redox del par Fc/Fc” esta normalizado a 0.00V en
ambos lados. La flecha negra vertical indica indicios de reversibilidad de la reaccion.

Figura 28. Mecanismo creado a partir de las conclusiones de Chang et al. para la
reaccion quimica acoplada a la primera oxidacion electroquimica del kaempferol.

Por otro lado, si bien existe una aparente irreversibilidad del primer pico anddico en el
voltamperograma ciclico del kaempferol, los estudios realizados con voltamperometria de
onda cuadrada, Figura 29, proponen que la primer transferencia de electrones si es

reversible (flecha negra en Figura 27), pues se observa un pico diferencial perfectamente
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simétrico que corresponde al potencial formal de la primera oxidacion de la molécula
(E°’= 443mV=10). Esta observacion también concuerda con las referencias anteriores y

se discute junto con los resultados obtenidos para la quercetina.
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E/V vs Fe/Fe
Figura 29. Voltamperograma de onda cuadrada de kaempferol 0.5mM y Fc 0.1mM en
disolucién matriz. AE=50mV, /~1Hz. El proceso redox del par Fc/Fc" esta normalizado a
0.00V en ambos lados.

Ahora bien, la quercetina, Figura 30, presentd tres procesos anddicos en sus
voltamperogramas ciclicos, registrados en potenciales de 492+10 (I), 80610 (II) y
1331+£10mV (III) respectivamente. Su comportamiento durante tales experimentos se
mostrd similar a los resultados obtenidos por Ana M. O. Brett y Mariana E. Ghica en
medio acuoso, que fueron descritos dentro de la Seccién 1.3.2 de este documento. Lo
anterior, aunado a los resultados obtenidos con el kaempferol, corrobora que aunque el
acetonitrilo es un disolvente con constante dieléctrica y caracteristicas quimicas diferentes
a las del agua, permite estudiar a los flavonoides con resultados concordantes entre ambos

medios.

Las flechas negras verticales en la figura muestran indicios de procesos catodicos
asociados con sus respectivos picos de corriente anodica; sin embargo, como en el caso
del kaempferol, no es posible percibir las sefales del barrido inverso en su totalidad,
debido posiblemente a que ambos flavonoides pasivan el electrodo W desde su primera
oxidacién, depositando en €l un polimero rojizo que, de acuerdo con Jorgensen et al.

(1998) [81], es formado por su estructura oxidada (una quinona).
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El voltamperograma de onda cuadrada correspondiente a la quercetina, Figura 31,
presenta un pico perfectamente simétrico en un potencial £°°= 355£10mV (I). Este hecho
sugiere también reversibilidad de la primera reaccion redox en la superficie del electrodo,
igual que en el caso del kaempferol, aunque no se observan claramente corrientes
catodicas en el barrido reverso de los voltamperogramas ciclicos expuestos en la
Figura 30. Ademas, el voltamperograma de onda cuadrada muestra otros tres procesos
redox; sin embargo, con las técnicas empleadas en este proyecto es imposible determinar
si corresponden a los procesos 6xido reduccion del resto de los sustituyentes hidroxilo
presentes en la estructura de la quercetina, o a otras reacciones acopladas (como el caso

particular del kaempferol).
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Figura 30. Izquierda. Tres voltamperogramas ciclicos de quercetina 0.5mM y Fc 0.1mM
en disolucidon matriz con diferentes ventanas de potencial (resultados expuestos con la
misma convecion de la referencia 64). Derecha. Voltamperogramas ciclicos con la misma
ventana de potencial. v.b. para todos: 20mV/s.

El primer pico en aparecer después del proceso correspondiente al Fc/Fc™ (I) puede
relacionarse con la desprotonacion del(de los) hidroxilo(s) presente(s) en la posicion 4’
del anillo B; sin embargo, los otros tres procesos no presentaron picos definidos ni
simétricos, posiblemente como resultado de radicales formados de menor estabilidad que

el primero y/o varias reacciones de trasferencia de electrones simultaneas.

La miricetina, el tercer flavonol, exhibi6é tres picos anodicos durante las
voltamperometrias ciclicas, con potenciales de 348+10 (I), 770£10 (II) y 1199+10mV
(IIT). Su comportamiento en términos de reversibilidad y de adsorcion sobre el electrodo

de carbon vitreo fue similar al de los dos flavonoles anteriores. Este compuesto presentd
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tres procesos redox simétricos durante los experimentos voltamperométricos de onda
cuadrada (E°’=310+10 (I), 74310 (II) y 1238+10mV (III), Figura 32 (aunque las
tranferencias Il y III no fueron tan definidas como la I). El comportamiento
voltamperométrico de la miricetina concuerda con lo ya reportado por Koyama et al.

(2008) [82] en medio acuoso.
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Figura 31. Voltamperograma de quercetina 0.5mM y Fc 0.1mM en disolucion matriz.
Onda Cuadrada, AE=50mV, f=1Hz. El primer pico en aparecer después del proceso
correspondiente al Fc/Fc' puede relacionarse con la desprotonacion del hidroxilo presente
en la posicion 4’ del anillo B.
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Figura 32. Izquierda. Voltamperogramas ciclicos de miricetina 0.5mM y Fc 0.1mM en
disolucidon matriz. v.b.: 20mV/s. Derecha. Voltamperogramas de onda cuadrada,
AE=50mV, f=1Hz.

En la Tabla 12 se condensan los parametros electroquimicos determinados

experimentalmente para los tres flavonoles analizados en esta seccion. El apartado
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siguiente contiene los resultados equivalentes obtenidos con las antocianidinas

consideradas en el presente trabajo.

Tabla 12. Parametros electroquimicos determinados para cada flavonol con el uso de
técnicas voltamperométricas.

Flavonol n (-OH)" E°’(mV)" No. I, Epa (mV)*
Kaempferol 1 443+10 2 523+10, 1155+10
. 492+10, 806+10,

Quercetina 2 355+£10 3 1331410
R 398+10, 77010,

Miricetina 3 310£10 3 119910

* Hidroxilos presentes en el anillo B.

® Primer proceso redox de cada molécula.

¢ La incertidumbre en los valores proviene de la variabilidad observada entre mediciones durante los
experimentos. No fue calculada por métodos estadisticos. Es igual para todos los potenciales
determinados.

3.2.2. Andlisis voltamperométrico de antocianidinas

Las antocianidinas presentaron dos inconvenientes experimentales durante la

preparacion de muestras:
e Su solubilidad en acetonitrilo es baja (0.1lmM, maxima solubilidad lograda).

e Su disponibilidad para la presente investigacion fue tan solo de Img por

antocianidina (limitacion relacionada con el costo comercial de las moléculas).

Estas condiciones dificultaron el andlisis de datos y exigieron un ajuste de las escalas
en los voltamperogramas, mismo que se realizd con el objetivo de presentar claramente

los procesos redox correspondientes a cada uno de los tres compuestos.

El cloruro de pelargonidina, Figura 33, mostr6 dos procesos anodicos durante las
voltamperometrias ciclicas, uno localizado en un potencial de 657+10mV (I) y otro en
1308+10mV (II). El cloruro de cianidina también exhibié dos picos de oxidaciéon en
potenciales mas positivos, 742+10mV (I) y 1312+10mV (II) respectivamente. Sin

embargo, el cloruro de delfinidina present6 tres procesos anddicos en los potenciales
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443+£10mV (1), 752£10mV (II) y 1255£10mV (III), Figura 34. Estos resultados
concuerdan parcialmente con lo reportado por De Lima et al. (2007) [83], pues el
desplazamiento de los potenciales anddicos para estas tres antocianidinas mostré un
comportamiento similar en sus disoluciones con la misma molaridad pero diferente

disolvente (metanol).

Cloruro de Pelargonidina
o OH
T
HO oy,
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Z oH

OH
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E/V vs Fe/Fe'

Figura 33. Voltamperogramas ciclicos de cloruro de pelargonidina 0.1mM y Fc 0.1mM
en disolucion matriz. v.b.: 20mV/s.

Tabla 13. Parametros electroquimicos determinados para cada antocianidina con el uso
de técnicas voltamperométricas.

Antocianidina E°°’(mV) b
C. Pelargonidina 1 545+10 2 657+10, 1308+10
C. Cianidina 2 408+10 2 742+10, 1279+10

443+10, 752+10,

C. Delfinidina 3 286=10 3 125510

* Hidroxilos presentes en el anillo B.
b .
Primer proceso redox de cada molécula.
¢ La incertidumbre en los valores proviene de la variabilidad observada entre mediciones durante los

experimentos. No fue calculada por métodos estadisticos. Es igual para todos los potenciales
determinados.

El grupo de De Lima no discutié con mayor detalle la reversibilidad de los procesos

anodicos observados en voltamperometria ciclica. Para tal efecto, la Figura 35 muestra
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los resultados de las voltamperometrias de onda cuadrada realizadas con cada una de las

tres antocianidinas en esta investigacion.

Como puede observarse en la figura, los cloruros de pelargonidina, cianidina y
delfinidina presentaron tres, cuatro y cuatro procesos anodicos diferenciales en sus
respectivos voltamperogramas de onda cuadrada. Tomando en cuenta los potenciales
formales del primer proceso redox exclusivamente (picos simétricos), es posible asumir
que su comportamiento es reversible como el de los flavonoles, y que la observacion de
este fendbmeno en los estudios ciclicos se vio limitada por la adsorcion de las moléculas

oxidadas sobre la superficie del electrodo.

Los paradmetros electroquimicos obtenidos para estos tres flavonoides aparecen

condensados en la Tabla 13.
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Figuras 34. Izquierda. Voltamperogramas ciclicos de cloruro de cianidina 0.1mM y Fc
0.1mM en disolucidon matriz. Derecha. Voltamperogramas ciclicos de cloruro de
delfinidina 0.1mM en disolucion matriz. v.b.: 20mV/s.
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Figura 35. Voltamperogramas de onda cuadrada de los cloruros de a) pelargonidina, b) cianidina
y ¢) delfinidina, AE=50mV, f=1Hz.

3.2.3. Estructura molecular y electronica, £°° y actividad antioxidante

Retomando lo expuesto en la seccién 1.3.1 de este documento, se sabe que los
flavonoides actiian como antioxidantes gracias a dos actividades quimicas especificas: 1)
su capacidad para acomplejarse con metales catalizadores de reacciones oxidativas y ii)
su poder para secuestrar radicales libres. Las relaciones encontradas entre la estructura
molecular, la estructura electrénica y el E°’ que repercuten en ambas actividades se

discuten a continuacion.
i) Acomplejamiento de flavonoides y potencial E°’.

Los sustituyentes hidroxilo presentes en la estructura de los flavonoides funcionan
como grupos donadores de electrones durante la formaciéon de compuestos de

coordinacion. Estas moléculas ofrecen tres ligandos bidentados: uno creado por el
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hidroxilo en R® y el carbonilo en R* (b), aquel constituido por el hidroxilo en R’ y el
carbonilo en R* (a), y el ultimo conformado por los orto-hidroxilos ubicados en el anillo

B (¢, Figura 36).

Figura 36. Sitios de union a complejos metalicos. La quercetina actiia como ligando
bidentado.

Los sitios preferidos para el acomplejamiento con metales bivalentes como el Fe*', el
Mg*" y el Zn*" son las zonas b y ¢ en la Figura 36 [84], pues los hidroxilos presentes en
tales regiones son los mas acidos de la molécula de acuerdo con lo descrito en la Tabla 6
y, por lo tanto, los mas faciles de desprotonar. Lo anterior es particularmente importante
debido a que los complejos metal-flavonoide requieren de la oxidacioén del antioxidante
hasta su estructura semiquinonica o quinonica, para que los grupos oxigeno de este tltimo
puedan donar electrones a la capa de valencia incompleta del metal. Ademas, la
planaridad de las regiones b y ¢ originada por el sistema electronico resonante de estos
compuestos contribuye a la formacion de complejos tetracoordinados, hexacoordinados y

octacoordinados.

Ahora bien, en los resultados experimentales de este trabajo de tesis se encontrd una
relacion lineal entre el nimero de sustituyentes hidroxilo en el anillo B del flavonoide y

su potencial £°°, Figura 37.

La Figura 37 prueba que la desprotonacion de los flavonoides se facilita
proporcionalmente con del grado de oxidacion de su anillo B. Si la capacidad de
formacion de complejos depende de la desprotonacion de los grupos OH presentes en ese
anillo, entonces debe existir también una relacion lineal entre los £°° y su habilidad para

asociarse con metales.

En la actualidad, no existen trabajos dentro de la literatura cientifica que investiguen la

formacion de complejos flavonoide-metal con varias familias de esta subclase de
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polifenoles. Sin embargo, si hay reportes que brindan resultados numéricos sobre la
capacidad de estos compuestos para reducir metales, como es el caso de lo reportado por

Mira et al. (2002) [85].

exp

E /mV vs Fc/Fe )
I
(o]
L}
I N
/

No. sustituyentes OH

Figura 37. Correlacion entre los £°° determinados por voltamperometria de onda
cuadrada y el nimero de sustituyentes en el esqueleto de los flavonoides. (m) Flavonoles,
(o) Antocianidinas.

Asumiendo que el flavonoide reduce primero a un metal para posteriormente
acomplejarse con €l (aunque este primer paso no es obligatorio), la relacion entre el
numero de equivalentes de metal reducido por el antioxidante y su £°° debe ser un buen
indicador de la capacidad de acomplejamiento de estas moléculas. Asi, la disposicion de
los potenciales formales determinados en esta investigacion para los flavonoles como
funcién de los resultados numéricos obtenidos por Mira ef al. para la reduccién del Cu*"y

el Fe*" aparece en la Figura 38.

Esta figura corrobora que la capacidad antioxidante de un flavonoide, vista desde la
perspectiva de su actividad como agente quelante, es favorecida por el grado de oxidacion
en el anillo B del polifenol. Ademas, el resultado anterior concuerda con el nimero de
ligandos disponibles por equivalente de flavonol: dos para el kaempferol, tres para la

quercetina y cuatro para la miricetina.
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Figura 38. Relaciones lineales entre el £°’ y los equivalentes reducidos de Fe3+ y Cu2+
en el trabajo de Mira et al.
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Figura 39. Voltamperogramas de onda cuadrada de quercetina (0.5mM), cloruro de
cianidina (0.1mM) y catequina (0.5mM). AE=50mV, /=1 Hz.
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ii) Actividad secuestradora de radicales y E°’.

Todos los valores de Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) empleados en
esta seccion fueron extraidos de la referencia [86]. EI TEAC es un indicador de la
actividad antioxidante de compuestos reductores, que se define como la concentracion de
una disolucién de Trolox con capacidad antioxidante equivalente a la disolucion 1mM de
la molécula en estudio. El TEAC refleja la habilidad de una substancia para donar
protones y neutralizar al radical cationico ABTS™ (2,2'-azinobis(3-Etilbenzotiazolin-6-

sulfonato)) [87].

Las observaciones mas importantes del presente trabajo, relacionadas con la actividad
secuestradora de radicales de los flavonoides, provienen de correlaciones entre los
resultados voltamperométricos obtenidos y la informacion reportada actualmente en la

literatura.
a) Efecto de la insaturacion 2-3 del anillo C en la actividad antioxidante.

En su articulo, Rice-Evans et al. (1996) [86] afirman que la presencia de una
insaturacion en la posicion 2-3 del anillo C de los flavonoides es indispensable durante el
proceso de deslocalizacion electronica que estabiliza al radical aroxilo formado tras una
donacion de protones. Por su parte, Lien E.J. et al. (1999) [88] han reportado que la

contribucion de esta insaturacion al indice TEAC no es estadisticamente significativa.
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Figura 40. Voltamperograma de onda cuadrada del esqueleto de flavona 0.5mM.
AE=50mV, f~=1Hz.

69



La Figura 39 mostrada en la pagina 56 presenta los voltamperogramas obtenidos con
la quercetina, el cloruro de cianidia y la catequina. La Figura 40 expone lo mismo para el

esqueleto de flavona.

Ahora, tomando en cuenta ambas figuras, es posible realizar tres observaciones acerca
del efecto de la insaturacion sobre la actividad antioxidante y el potencial formal de los
cuatro compuestos. Primera, que la catequina, cuya estructura carece de la insaturacioén en
el anillo C, es el unico flavonoide que no presentdé un E°’ equivalente a 1350+10mV vs
Fc/Fc'. Ademas, el potencial formal de la primera oxidacion de este compuesto es
144mV mas positivo que el equivalente de la cianidina, y 297mV maés positivo que el
correspondiente de la quercetina, aun cuando los sustituyentes en sus anillos B

respectivos son idénticos.
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Figura 41. Efecto de las insaturaciones en el anillo C sobre la capacidad antioxidante de
flavonoides, expresada con el indicador TEAC. R=catecol.

Segunda, que la estructura resonante conjugada, formada por el equilibrio ceto-endlico
presente en el anillo C de la quercetina, aporta mayor estabilidad al radical aroxilo que la

doble insaturacion en el anillo C de la cianidina. Y tercera, que la doble insaturacion en la
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cianidina, a su vez, contribuye en mayor medida a la actividad antioxidante que la

carencia de insaturaciones en el ciclo C de la catequina.

La Figura 41 muestra el efecto final de las caracteristicas estructurales discutidas en
los parrafos anteriores sobre el indicador TEAC correspondiente a la quercetina, la

cianidina y la catequina, extraido de la referencia [86].
b) Papel del hidroxilo sobre el carbono 3 del anillo C en la actividad antioxidante.

De acuerdo con lo expuesto en la Tabla 6 de este documento y con el analisis
desarrollado por Heim et al. (2002) [89], la presencia de un sustituyente hidroxilo en la
posicion 3 del anillo C juega un papel importante en la actividad antioxidante de los
flavonoides. Los electrones del oxigeno se reubican constantemente, intercambiandose
con las insaturaciones presentes en el ciclo C, y brindan estabilidad al radical aroxilo

originado durante la reduccion de una especie oxidante.
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Figura 42. Voltamperometrias de onda cuadrada de los glucésidos de delfinidina (linea
continua), malvidina (linea segmentada) y petunidina (linea punteada) 0.1mM. El proceso
anddico observado a la izquierda corresponde a trazas de butanol empleado durante la
extraccion de estos compuestos. El voltamperograma de base muestra el comportamiento
de la delfinidina-30-glucdsido sin trazas de butanol.

La eliminacion de este sustituyente genera una disminucion considerable del indicador
TEAC en estudios realizados con quercetina y rutina, de 4.7+0.1mM hasta 2.44+0.12mM,;

es decir, una pérdida equivalente a la mitad de su poder antioxidante. En este trabajo, se
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analizaron por voltamperometria de onda cuadrada tres antocianinas: malvidina-3-
glucosido, petunidina-3-glucésido y delfinidina-3-glucosido; con el fin de comparar al
menos el £°’ del cloruro de delfinidina con el de su equivalente glucosilado, y con el de
otras dos moléculas poseedoras de diferentes sustituyentes en el anillo B. Los

voltamperogramas obtenidos se presentan en la Figura 42.

Como puede observarse en los voltamperogramas, particularmente en el que
corresponde a la delfinidina-30-glucésido, los procesos anddicos diferenciales
observados durante el analisis de su respectiva aglicona no aparecen. La glucosa
eterificada con el hidroxilo ubicado en la posicion 3 del esqueleto flavonoide ha
desplazado los potenciales redox de la delfinidina hacia valores mas positivos, de tal
forma que no se observan en la ventana de potencial disponible. Este resultado corrobora
la importancia del hidroxilo mencionado en la actividad antioxidante de estos compuestos

e, inherentemente, en su potenciales formales.

¢) Influencia de la hidroxilacion del anillo B en la actividad antioxidante.

Como ya se expuso en el i) de esta seccion, existe una correlacion entre el nimero de
sustituyentes hidroxilo presentes sobre el anillo B y el potencial redox formal de los
flavonoides; aunque esta relacion no parece repetirse cuando se compara el grado de

hidroxilacion del ciclo aromatico B con la actividad antioxidante [86].

Debido a que los potenciales formales de las moléculas dictan su comportamiento
quimico durante las reacciones redox en las que participan, parece coherente jerarquizar
los flavonoides analizados en funcion de sus potenciales formales. La Tabla 14 muestra

el resultado de esta operacion que, como esperado, generd resultados interesantes.

La actividad antioxidante de los flavonoides proviene de una mezcla de factores, entre
los que se encuentran el potencial redox formal y la estabilidad estructural del radical
formado. A partir de lo discutido en el a) de este segmento y de los resultados reportados
por Guzman et al. (2009) [90], es posible asumir un orden de estabilidad estructural para
los flavonoides aqui evaluados, que se relaciona con su respectivo potencial formal, bajo

las condiciones descritas a continuacion:
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Tabla 14. Jerarquizacion de flavonoides en funcion de su £°°. Los valores EC50ppph)
fueron extraidos de la referencia [91].

Potenciales E°’ Nombre del Indicador Estructura

(mV vs Fe/Fc”) compuesto TEAC estabilizadora
552+10 Catequina 2.40+0.05 6.00 Ciclo C saturado
545+10 C. Pelargonidina 1.30+0.10 Insaturacion 2-3
443+10 Kaempferol 1.34+0.08 18.8 C=0, insat.2-3
408+10 C. Cianidina 4.40+0.10 Insaturacion 2-3
355£10 Quercetina 4.72+0.10 5.50 C=0, insat.2-3
310£10 Miricetina 3.12+0.28 3.60 C=0, insat.2-3
286+10 C. Delfinidina 4.40+0.10 Insaturacion 2-3

e El kaempferol estabiliza radicales sobre el hidroxilo ubicado en la posicion 3 del

anillo flavonoide, y esta estabilizacion recibe un valor arbitrario de 1.

e La quercetina estabiliza radicales con ayuda de la formacion de puentes de

hidrogeno en la estructura catecol del anillo B, con un valor arbitrario de 2.

e La miricetina estabiliza radicales de la misma forma que la quercetina, pero con dos

sitios catecol disponibles para tal efecto, y recibe un valor de 3.

e Todas las estructuras flavonoides que comparten estas caracteristicas reciben la

misma ponderacion.

Asi, los potenciales formales de los flavonoides se relacionan directamente con la

estabilidad del radical formado después de la reduccion de la especie reactiva. Como

dicho en la pagina 58 de este documento, la catequina no estabiliza radicales en la

posicion 3 de su estructura debido a que carece de insaturaciones en el anillo C, hecho

que conlleva un desplazamiento de su £° hacia el valor mas positivo de la tabla.

En casos como el del cloruro de pelargonidina y el kaempferol, los potenciales

obedecen también estas reglas. Como ambos compuestos poseen el mismo valor de

estabilidad, 1, la diferencia numérica entre sus potenciales esta definida por la presencia o

ausencia del grupo oxo en el anillo C. Asi, el radical formado sobre el kaempferol es mas
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estable que aquél generado en el cloruro de pelargonidina y por consiguiente, su potencial

formal es menor.

Si bien estas conclusiones no parecen explicar las actividades antioxidantes expuestas
en la Tabla 14, si ofrecen una justificacion al orden establecido por los £°°, que es una
funcion de la estabilidad de los radicales formados. La actividad antioxidante debe
relacionarse también con la cinética propia de la formacioén de especies reactivas, que tal
vez es sensible a las moleculas reductoras presentes en el medio, y con el impedimento

estérico existente entre los formadores de radicales sintéticos y la molécula antioxidante.

El ultimo apartado de este documento contiene los resultados obtenidos sobre la
caracterizacion de flavonoides acoplada a un sistema de cromatografia de particion

centrifuga.

3.3. Caracterizacion por voltamperometria de onda cuadrada

Como parte importante de la proposicion de sistemas utiles para la evaluacion quimica
de polifenoles, se analizo la utilidad del analisis electroquimico desarrollado en esta
investigacion para la caracterizacion de flavonoides inmersos dentro de matrices

complejas.

Un extracto vegetal (o un extracto de Jamaica para fines practicos de esta
investigacion), contiene gran cantidad de moléculas orgédnicas que contribuyen a su
actividad antioxidante y a su respuesta electroquimica total. Por tal motivo, es
indispensable someterlo a un proceso de purificacion quimica previo a su analisis

voltamperométrico.

Con lo anterior en mente, el extracto butandlico de Jamaica preparado se inyectd en un
cromatografo de particion centrifuga, que realizd la separacion de analitos bajo las
condiciones especificadas en la Seccién 2.2.1 de este documento. Las 480 fracciones
recuperadas después de la separacion presentaron un pico de absorbancia a una longitud

de onda de 520nm (HPLC analitica), caracteristico de la presencia de antocianidinas en
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disolucién acida. Sin embargo, practicamente ninguna fraccion mostré un cromatograma

limpio (con un pico Unico) cuando se empled deteccion en A=280nm.
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Figura 43. Voltamperogramas de onda cuadrada tipicos del extracto crudo y de las

fracciones 275-285, con sus respectivos analisis cromatograficos.

Las fracciones comprendidas entre las numero 279 y 301, que presentaron los
cromatogramas mas limpios en A=280nm, fueron purificadas en un ultimo paso con
columnas Sep-Pak C-18 y, posteriormente, re inyectadas al cromatdgrafo de liquidos de

alta resolucion. De las 22 fracciones, 10 presentaron un pico Unico en el cromatograma,
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medido a un tiempo de retencion de 3.510min. Su separacion realizada con deteccion en

A=520nm corrobor¢ la presencia de un solo pico con ese mismo tiempo de retencion.

La Figura 43 muestra un ejemplo de los voltamperogramas tipicos del extracto crudo
y de esas diez fracciones purificadas. Como puede observarse en ella, la técnica
voltamperométrica aplicada con la celda propuesta permitié la identificacién de un pico

anodico, en un potencial £°’=686+10mV.

Ahora bien, pese a que en la literatura se reporta la presencia de delfinidina y cianidina
glucosiladas en los extractos de Jamaica, los voltamperogramas de los glucosidos puros

no permitieron la identificacion de ningun proceso redox comprendido entre 0.2 y 1.2 V.

Desafortunadamente, el tiempo destinado al desarrollo de este proyecto de tesis
terminé antes de realizar cualquier otro estudio de caracterizacion instrumental del pico
observado. Labor de futuras investigaciones serd investigar si la estructura que lo origina

corresponde a un polifenol.
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Capitulo 4: Conclusion

La actividad antioxidante de los polifenoles proviene de sus caracteristicas
estructurales, de su configuracion electronica y de la cinética y la termodindmica que
dictan su comportamiento durante las reacciones redox en las que participan. Contruir
tablas que permitan jerarquizar estos compuestos de acuerdo con su poder antioxidante es

una labor complicada, pues implica el uso inherente de diversos pardmetros quimicos.

Los resultados de este trabajo brindan informacion util para comprender mejor la
quimica redox de las moléculas estudiadas, y corroboran una importante relacién entre
estructura y actividad electroquimica. Proximas investigaciones deberan tomar en cuenta
esta informacion como base para la discusion de resultados que relacionen a los

polifenoles con actividades antioxidantes especificas.
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