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RESUMEN

Los lipidos constituyentes de los alimentos son muy susceptibles a sufrir autooxidacion
cuando éstos se hallan expuestos a factores como luz, elevadas temperaturas, presencia
de oxigeno, entre otros, que llevan a la pérdida de las propiedades sensoriales y nutritivas
del producto. La autooxidacién se inicia a partir de la reaccion de los acidos grasos
insaturados con el oxigeno y es desencadenada o acelerada por la exposicion del producto
alimenticio a la luz ambiental. En estos casos, ocurre un proceso denominado

fotooxidacion sensibilizada, con la participacion de una especie reactiva de oxigeno, el

oxigeno singlete Oz(* ).

Ante la necesidad de evitar o minimizar este proceso natural de oxidacion, las industrias
recurren a diferentes técnicas a la hora de preservar los alimentos. Una de ellas es el
agregado de antioxidantes, con el fin de que estos compitan frente a los acidos insaturados
por el Oz(1 g). Debido a recientes evidencias que muestran efectos téxicos de algunos
antioxidantes hacia la salud de los consumidores, se ha comenzado a investigar las
propiedades de antioxidantes de origen natural. Dentro de ellos, los fenoles han
despertado un creciente interés, dada su ubicuidad dentro del reino vegetal y su eficiente
funcién protectora frente a la oxidacion lipidica.

En este contexto se mostrara mediante el presente trabajo, la capacidad antioxidante de
tres compuestos; vanilina, 4-hidroxifenilalcohol y &acido cinamico, y el tipo de efecto
antioxidante de mezclas con aditivos de uso comercial, con el fin de proponerlos como
potenciales antioxidantes en la elaboracién, procesamiento y almacenamiento de alimentos

de consumo humano.



1. INTRODUCCION

Los lipidos son nutrientes indispensables en la alimentacion diaria de los seres vivos.
Presentan la funcidn de reserva energética, intervienen en el crecimiento de algunos tejidos
y en la regulaciéon hormonal. El cuerpo humano no tiene la capacidad de sintetizarlos, por
lo que deben ser incorporados mediante la dieta?.

A diferencia de las otras macromoléculas presentes en los alimentos, son muy
susceptibles de sufrir alteraciones en sus estructuras debido a procesos tales como
pardeamiento enzimatico, pardeamiento no enzimatico y autooxidacion que conducen a la
formacion de compuestos de potencial toxicidad. Factores como la luz, la temperatura y la
presencia de oxigeno, son responsables del inicio de uno de los mecanismos naturales mas
frecuente a través del cual se deterioran los alimentos: la rancidez oxidativa. Esta consiste
en una serie de reacciones radicalarias en cadena, aceleradas por la exposicion del
alimento a la luz ambiental. En estos casos, ocurre un proceso denominado fotooxidacion
sensibilizada, con la participaciéon de una especie reactiva de oxigeno, el oxigeno singlete
0O2(*4y). Esta especie se genera por transferencia de energia desde los estados excitados
de una sustancia coloreada, presente en el alimento, capaz de absorber luz ambiente o
solar. Luego el O(*Ay) generado, puede decaer por interacciéon no reactiva con las
moléculas del medio o interactuar de manera fisica y/o reactiva con un sustrato presente
en el alimento, alterando la calidad del producto y generando, eventualmente, productos
toxicos nocivos para la salud del consumidor?®,

Ante la necesidad de evitar o minimizar el proceso de autooxidacion, las industrias
recurren a diferentes técnicas a la hora de preservar sus productos alimenticios. Una de
ellas es el agregado de antioxidantes, con el fin de que estos compitan frente a los acidos
insaturados presentes en los alimentos, por el Oz(*Ag). Los mas utilizados son los
antioxidantes artificiales como butil hidroxitolueno, hidroxibutianisol, terbutil hidroquinona,
acido ascorbico, alfa-tocoferol y derivados del acido rosmarinico. Debido a recientes
evidencias que muestran algunos efectos nocivos de éstos hacia la salud de los
consumidores, se comenzaron a estudiar las propiedades de antioxidantes de origen
natural, tales como, los polifenoles’?2.

En este contexto, en el presente trabajo, se estudia la capacidad antioxidante de
compuestos; 4-hidroxifenilalcohol (o 4-(2-hidroxietil) fenol), vanilina y &cido cindmico frente

a la especie reactiva fotogenerada O,(*Ag), en diferentes condiciones de reaccién, y su



potencial capacidad antioxidante comparada a la de aditivos utilizados actualmente en la
industria alimentaria como antioxidantes.

Teniendo en cuenta que este estudio se encuentra orientado a la evaluacion de la
capacidad antioxidante de compuestos fendlicos frente a una de las especies reactivas de
oxigeno, Oz(*Ag), se explicaran a continuacién una serie de fundamentos tedéricos en los

cuales se basa el presente trabajo.

1.1. OXIGENO

El oxigeno es uno de los elementos predominantes de la atmosfera terrestre. Se
encuentra en forma de molécula biatobmica gaseosa (O2). En su estado basal y a
temperatura ambiente, presenta poca reactividad frente a sustratos organicos. Esto se debe
a la configuracién electrénica de menor energia en la que sus dos electrones externos se
hallan desapareados con igual sentido de giro o espin (Regla de Hund) llamando a este
estado, estado electronico triplete. Cuando el oxigeno en su estado fundamental (3Zg),
absorbe energia, puede alcanzar dos estados electrénicamente excitados proximos en
energia denominados oxigeno singlete, estos son: sigma (*Zg") y delta (*Ag).

En la Figura 1 se muestra un diagrama de los estados electrénicos del oxigeno.

p |l . or* Segundo estado excitado 1% 4

! i (37 kealimol / 760 nm) 02 (29")
$1 T#*  Primerestado excitado 0, (1A,)
¥ (22 kcal/mol / 1260 nm)

A A ne Estado fundamental 02 (3Zg7)

Figura 1: Estados electrénicos del oxigeno.

El primer estado (de mayor energia) conserva cada electrén desapareado en sentido
antiparalelo en los diferentes orbitales moleculares externos 2m*. En dicho estado, no
participa en reacciones, por su corto tiempo de vida, lo que lo lleva a decaer rapidamente
hasta alcanzar la configuracion del estado delta (*Ag), en la que los electrones se
encuentran apareados ocupando sélo uno de los orbitales 2. Al estar este Ultimo mas

cercano en energia al estado basal, constituye una especie electrofilica muy reactiva, a la



cual se la denomina O,(*Ay). Esta reactividad se debe a que las sustancias con las que
habitualmente reacciona se encuentran en el estado basal singlete, siendo la reaccion
singlete-singlete mas probable que una reaccion triplete-singlete, como deberia ser con el
oxigeno molecular en su estado basal®*°.

La transicién del estado excitado 'Aq al estado basal *Zy es prohibida por espin, por lo
que el estado A4 posee un tiempo de vida relativamente largo, comprendido 10°-103 s. El
segundo estado excitado de mayor energia 'Z4*, posee un tiempo de vida corto 101*-10°s
debido a que las transiciones al estado excitado de menor energia son permitidas por

espintl.

1.2. GENERACION DE O,(*Ay)

Existen diversas fuentes para generar O»(!4y), clasificadas dentro de tres grandes
grupos, dependiendo si la generacién ocurre de forma quimica, biolégica o fotoquimica. La
fuente fotoquimica, la cual cobra interés en el presente trabajo, involucra el proceso de
fotosensibilizacién, (Esquema 1) que consiste en la transferencia de energia desde una
molécula electronicamente excitada denominada sensibilizador, al oxigeno molecular en
estado basal presente en el medio. Como resultado de esta transferencial®, el sensibilizador
vuelve a su estado fundamental y el oxigeno molecular se excita a su estado singlete
O2(*A).

Sens L. 1Sen5*£,358ﬂ5* (1)
3Sens® + 02 (3%y) — =, Sens + Oz ('Ay) @)

Esquema 1: Generacion de O,(*Aq) por fotosensibilizacion.

El sensibilizador en el estado fundamental (Sens) absorbe luz de una cierta longitud de
onda para generar el estado electrénico singlete excitado (!Sens*). Mediante un proceso
denominado cruzamiento entre sistemas (kcis) es posible la generacion del estado
electrénico triplete excitado del sensibilizador (3Sens*), en el cual ocurre la inversion del
espin del electrén. Desde este estado del sensibilizador, ocurre un proceso de transferencia
de energia por intercambio electronico con las moléculas de oxigeno presentes en el medio,

produciendo la generacién de oxigeno en estado electrénico singlete excitado O2(*Ay) y la



relajacion del sensibilizador excitado al estado fundamental (Sens). Es importante destacar
que este proceso es posible termodindmicamente cuando la energia del estado electronico
triplete excitado del sensibilizador es superior a la energia necesaria para la activacion del
oxigeno molecular a su estado electrénico singlete excitado92.

El diagrama de Jablonski para la sensibilizacion de Ox(*Ay), mostrado en la Figura 2,
permite representar graficamente los procesos fisicos que puede sufrir una molécula al
absorber energia®. En él se pueden observar los procesos de absorcion (hv), de relajacion
vibracional (RV), cruzamiento entre sistemas (CIS), conversion interna (Cl), fluorescencia
(hv") y fosforescencia (hv”), junto a los valores de energia involucradas en cada proceso.

F/kJmolls  rv
e = —=—__c18 RV
Cruce
| Imrsmmas—. Transferencia RV 02(1Zg+)
! deenergia ——————— (] RV
156.9 ; S Camiin T
! Interna T
hv i S
04 7 hy? ! 02(1Ag) _'_—1'r_
i : h\f'”
i 35 -y | |1270 nm
0 Yy 02( Zg ) ¥
sensibilizador oxigeno molecular

Figura 2. Diagrama de Jablonski para el proceso de sensibilizacion de Oz(*Ay).

1.2.1.Mecanismos de fotosensibilizacion tipo | y tipo |l

Una vez que el sensibilizador logra alcanzar su estado electrénico triplete excitado
(3Sens*), se produce una competencia entre dos procesos que pueden ocurrir de manera
simultanea y que se denominan Mecanismo tipo | y Mecanismo tipo Il, tal como se muestra

en el Esquema 2.



Sens

ho
'Sens*
Procesotipo I Proceso tipo II
Radicales «+——— Sens® » O(TAg)
Sustrato 0: (%)
02 (*%;) l l Sustrato
Productos de oxidacion Productos de oxidacion

Esquema 2: Mecanismos de sensibilizacion tipo | y tipo .

El mecanismo tipo | involucra la reaccion del sensibilizador en estado electrdnico triplete
excitado (3Sens*) directamente con el solvente o el sustrato mediante la abstraccién de un
atomo de hidrégeno o la transferencia de un electrén, produciendo radicales libres. Estos
radicales libres pueden reaccionar con oxigeno y formar alguna especie reactiva de
oxigeno, la cual, puede interactuar con compuestos presentes en el medio y generar
productos oxidados.

En el mecanismo tipo Il, el sensibilizador en estado electrénico triplete excitado (*Sens*)
transfiere su energia a una molécula de oxigeno en su estado basal O,(3Z4) generando la
especie reactiva O(*Ay), la cual puede reaccionar con un sustrato presente en el medio,
produciendo la oxidacién del mismo. El hecho de que una reaccion siga uno u otro

mecanismo depende del sensibilizador, del sustrato y de las condiciones de reaccién?®.

1.3. SENSIBILIZADORES UTILIZADOS EN LA GENERACION DE O,(*A)

Generalmente el sensibilizador utilizado para la generacion de O,(*Ag) consiste en un
colorante organico, cuya estructura quimica presenta grupos cromoforos responsables de
absorber la luz UV-Visible. Un sensibilizador ideal debe poseer las siguientes
caracteristicas:

2) Presentar un elevado rendimiento cuantico de cruzamiento entre sistemas (o mas
proximo a la unidad), asegurando una éptima poblacién de sus estados tripletes excitados.

3) Poseer una elevada energia en el estado triplete excitado de modo que permita
maximizar la eficiencia del proceso de transferencia de energia hacia el oxigeno en estado

fundamental.



4) Tener un alto coeficiente de absortividad molar a la longitud de onda de excitacién.

5) Presentar una baja reactividad quimica.

6) Poseer una alta estabilidad térmica y fotoquimica.

7) Ser soluble en el medio de reaccion.

El pardmetro mas importante al seleccionar un sensibilizador es la diferencia de energia
entre el sensibilizador excitado y el oxigeno, ya que solamente ocurrira la sensibilizacion si
la transferencia de energia es exotérmica®®.

Los sensibilizadores mas comunmente utilizados y comercialmente disponibles para la
generacion de O»(*Ag), son colorantes cuya estructura presenta un elevado rendimiento
cuantico del estado triplete excitado, tales como: fenalenona, con un valor de rendimiento
cuantico de generacion de O2(*Ay) ((Pa)= 1) y rosa de bengala (®,= 0.75). Dichos valores
de ®, han sido obtenidos como promedio en un amplio nimero de solventes y mezclas que
cubren casi la totalidad de la escala de polaridad y con propiedades quimicas muy
variadas!*1°,

En este trabajo, se utilizé el colorante organico fenalenona conocida comercialmente

como Perinaftenona (PN)>17,

1.4. DESACTIVACION DE O,(*Ag)

El O2(*Ay) puede desactivarse por diversas vias, como se muestra en el Esquema 3.

- Desactivacion no radiativa (proceso 1), es un tipo de desactivacioén fisica, en la que el
oxigeno en estado electrénico singlete excitado por interaccion con el solvente, retorna
nuevamente a su estado fundamental triplete. Dicho proceso ocurre con una constante de
velocidad denotada por kg,

- Desactivacion radiativa (proceso 2), a través de esta via, el O,(*Ag) se desactiva
emitiendo luz, proceso llamado fosforescencia, cuya constante de velocidad se denota kp.
En general, la velocidad de esta via de desactivacién es mucho menor que la forma no
radiativa (kq >> kp).

- Desactivacion por interacciones con compuestos desactivantes presentes en el medio
(quencher). El O(*Ay) puede ser desactivado por moléculas organicas e inorganicas,
(sustrato Q). Este proceso de desactivacién puede ser quimico, el cual mediante rupturas
0 generacion de enlaces da origen a nuevos productos (constante de velocidad k) (proceso

3) ylo fisico (constante de velocidad kg), ya sea por transferencia de energia o por



transferencia de carga, cuyo mecanismo transcurre en presencia de moléculas ricas en

electrones!®!* (proceso 4), generando la desactivacion del O,(*Ag) a su estado fundamental.

K
0z ('A) —— O3 (°5)

02('ag) — > 02(°%;) + hv

Q2 (TAg) +Q —» Productos oxidados

O: ("Ag) + Q qu_h 0; (FL;)+Q

[
-

— e, e e
%)
S

Esquema 3: Vias de desactivacion de la especie Oz(*Ay).

1.4.1.REACCIONES CARACTERISTICAS DE 0,(*Ay)

El O2(*Ay) tiene la capacidad de oxidar sustratos que no son afectados por el oxigeno

molecular en su estado fundamental (O2(3Zy)). Al ser mas electrofilico que el O.(3Zy)

reacciona rapidamente con enlaces insaturados y nucleéfilos neutros, tales como sulfuros,

aminas y fenoles. Presenta la habilidad de formar complejos con metales, especialmente

con Niquel (II). Puede ademas reaccionar con oleofinas con dos o mas sustituyentes alilicos

causando una ruptura del doble enlace y formando endoperoxidos (cicloadiciones [4 + 2]

con 1,3-dienos), dioxoetanos (cicloadiciones [2+2]
hidroperdxidos?®.
Oz ("Ag) 0
_ |
| LS
= 02('Ag) i O
|
= O
5 '

-

T O2('4) =(N“D
3““-H 3| (5

con alquenos aislados), e

(c)

Figura 3: Reacciones de O»(*Ay): (a) cicloadicion [2 + 2], (b) cicloadicion [2+ 4],

(c) adicion 1,2-eno.



Actualmente se sabe que las reacciones bimoleculares entre O,(*Aq) y sustratos tales
como indoles®®° aminas? y fenoles?'?% se llevan a cabo a través de un mecanismo que
involucra un complejo de encuentro.

Gorman y col.®®2 han demostrado que las reacciones de O(*Ag) proceden via la
formacion rapida y reversible de un complejo de encuentro [O2(*Ag)-sustrato], con caracter
parcial de transferencia de carga, actuando el Ox(*Ay) como aceptor de electrones®224,

En la Figura 4 se observa el mecanismo propuesto?2® para las reacciones de Oz(*Ag)
donde kexc ¥ Kexc SON las constantes de velocidad de formacion y disociacion del complejo
de encuentro, respectivamente, k; es la constante de velocidad de desactivacién reactiva
de O2(*Ay), kcis es la constante de velocidad de cruce entre sistemas singlete- triplete y kq
corresponde a la constante de velocidad para la desactivacion fisica de O2(*Ag).

k{:;u;a: ﬁ+ -
Q+0z (L) [Q-— Oz ("Ay)] % Productos
k'f?':':
kcis
ks

Q+0,(5) +——— [Q—0:(%]]

Figura 4: Formacién del complejo de encuentro para la desactivacion de Ox(*Ag) por un
sustrato Q.

Gorman y col.?-%

postulan, ademas, que tal mecanismo opera generalmente para
reacciones de O,(*Ag) con sustratos organicos dentro de los limites k: >> kcis (desactivacion
reactiva) y kcis >> k; (desactivacion fisica). El balance entre estas constantes de velocidad
es sensible a la funcion de acoplamiento espin-orbita y a factores de entropia. Las
evidencias experimentales que favorecen este mecanismo, indican que el complejo de
encuentro se forma en un equilibrio rapido y reversible.

Por otro lado, dado el caracter de separacion de cargas que se ha planteado para el
complejo de encuentro que se forma, es importante considerar que su formacion tendra una
gran dependencia con la capacidad dadora de electrones del sustrato, puesto que este
factor podria modificar las restricciones de entropia del estado de transiciébn, como los

requerimientos de reorganizacion del solvente.



1.5. OXIDACION LIPIDICA EN ALIMENTOS

La oxidacidn lipidica en alimentos, es afectada por factores internos y externos a €stos,
tales como la composicion de 4cidos grasos, actividad pro- y antioxidante, luz, temperatura,
presencia de oxigeno, area superficial en contacto al oxigeno, entre otros.

La oxidacion de los lipidos polinsaturados en los alimentos puede ocurrir a través de tres
vias: 1) autooxidacion no enzimdtica de la cadena, mediada por radicales libres, Il)
fotooxidacion y I1l) oxidacion enzimatica llevada a cabo por lipoxigenasas.

La primera via involucra una serie de reacciones en cadena de radicales libres en
presencia del oxigeno, y ocurre en tres fases; 1) iniciacion, Il) propagacion y Ill)
terminacion?2°, tal como se menciona en la Figura 5.

La oxidacion directa de los lipidos insaturados por el oxigeno en estado electronico
triplete 02(3Zy) esta prohibida por el principio de conservacion de espin, ya que la
multiplicidad de los lipidos en su estado de menor energia es singlete. La conversion de
02(3Zg) a O2(*Ag) necesita la presencia de sensibilizadores®.

RH+Oz('A) —» R +H (1) INICIACION

R' + OE(EE__'—) —— ROO. (2) PROPAGAC'ON

ROO"+RH —* ROOH+R'
|

R+R" —» R—R (3) TERMINACION
R" + ROQ" — ROOR

ROQ™ + ROO" —___, ROOR + 0z (*Z;)

Figura 5: Mecanismo de oxidacion de lipidos insaturados.

En la etapa de iniciacién (paso 1), el lipido denotado como RH, en presencia de un
iniciador, en este caso O»(1Ay), pierde un atomo de hidrégeno situado en la posicién a al
doble enlace de la cadena de acido graso, generando el radical lipidico R®. Dicho radical
rapidamente reacciona con una molécula de oxigeno presente en el medio, dando como
producto el radical peroxilo, ROO’ (paso 2), el cual elimina un atomo de hidrogeno de otra
molécula de lipido insaturado, formando un nuevo radical R®, junto al hidroperéxido lipidico

ROOH, iniciando ciclicamente la secuencia de propagacion. La etapa de propagacion es

10



interrumpida por reacciones de terminacion, en las cuales hay formacién de productos no
radicales muy estables (paso 3).

Los hidroperéxidos ROOH constituyen los productos primarios de oxidacion y se
caracterizan por su inestabilidad, por lo que son capaces de interactuar con otras moléculas
ylo sufrir procesos de descomposicion, generando los denominados productos secundarios
de oxidacion tales como ésteres, cetonas, aldehidos, hidrocarburos, alcoholes, acidos
organicos y compuestos volatiles con atributos sensoriales a muy bajas concentraciones.
Estos compuestos son los responsables del olor y cambios de sabor relacionados a la
rancidez en los alimentos, principalmente por las interacciones con otros componentes,
especialmente proteinas®-*2. La composicion de la mezcla de compuestos encontrados en
la oxidacién, tanto cuali como cuantitativamente, depende del tipo de lipidos constituyentes
del alimento, la presencia de prooxidantes, de antioxidantes y de las condiciones en las que
se lleve a cabo la oxidacion®324,

El Esquema 4, muestra de forma resumida los distintos efectos negativos de la oxidacién
lipidica en los alimentos.

Efectos negativos
en la calidad de los
alimentos

Atnbl.!tos Valor nutricional Generacion de : Aptitud tecnoldgica
sensoriales
Actividad
Presencia de olor Pérdida de PUFA Hidroperoxidos emulsionante de
las proteinas
Pérdida de sabor . Per'dlda de Aldehidos So“"blhda,d de las
vitaminas A,D,E proteinas
Decoloracién Pe'rd{da de Epoxidos
antioxidantes
Textura indeseable Ac.Grasos trans
Productos de
Maillard

Esquema 4: Efectos negativos de la oxidacion lipidica en los alimentos.
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1.6. ANTIOXIDANTES EN ALIMENTOS

Durante afios fueron desarrollados numerosos meétodos orientados a controlar la
velocidad de la rancidez oxidativa. Se encontrd que la adicion de sustancias antioxidantes,
durante el procesamiento y almacenamiento de los productos alimenticios, era el método
mas efectivo. Su agregado, permitia extender y preservar la calidad del producto sin ningin
efecto adverso sobre las cualidades sensoriales o nutricionales, ademas al ser ingeridos,
ayudaban a conservar la salud de los individuos que los consumian®.

En 1995, Halliwell, Aeschbacht, Loligert y Aruoma®, reportaron que los antioxidantes
alimenticios también eran de interés biolégico y clinico, ya que podian ayudar a proteger el
cuerpo humano contra el dafio de las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por
el mismo metabolismo.

Acordado por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), el Cédigo de
Regulacion Federal, define a los antioxidantes como sustancias usadas para preservar
los alimentos debido a que retardan el deterioro, la rancidez o la decoloracion de
estos, causados por el proceso natural de oxidacion.

Las sustancias utilizadas como antioxidantes deben poseer ciertos requisitos:

¢+  Ser insipidas, inodoras, no impartir color.

¢+ Ser econdmicas.

¢+ No toxicas.

+ Efectivas a bajas concentraciones respecto al sustrato oxidable.

+ Altamente estables en el producto a ser consumido.

+ Capaces de sobrevivir al proceso de oxidacion.

+  Ser faciles de incorporar al alimento.

¢+  Buena solubilidad en el producto.

Para que un compuesto sea considerado antioxidante, debe intervenir en algin paso de
la reaccion de oxidacion lipidica, ralentizando la aparicion de productos primarios,
secundarios y olores desagradables asociados a la rancidez?!.

Los antioxidantes pueden actuar a través de varios mecanismos, ya sea mediante el
bloqueo en la etapa de iniciaciéon de la oxidacién, reduccién de la velocidad de oxidacion,
inactivacion de los radicales libres, el control de los metales de transicion, y la eliminacion
de O2(*Ay). Por esta razén, son clasificados de acuerdo a la etapa del proceso en la cual

son participes, como antioxidantes primarios y secundarios®®.
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Los antioxidantes primarios, actian como aceptores de radicales libres, inhibiendo la
etapa de iniciacion o de propagacion en la autooxidacion, convirtiéndose en un producto no
radical mas estable. Los antioxidantes secundarios, son capaces de inactivar las moléculas
inductoras de la oxidacién lipidica. Dentro de esta categoria se encuentran:

* Inactivadores de metales: actian como agentes quelantes de metales con actividad

prooxidante a través del cambio en su potencial redox o inhibiendo las reacciones de
descomposicion de hidroperdxidos catalizadas por estos iones.
* Estabilizadores de hidroperéxidos: agentes reductores que convierten los

hidroperéxidos en alcoholes (compuestos mas estables).
« Fotoestabilizadores: inhiben la oxidacion lipidica promovida por O(*Ag). Estos

compuestos actlian como desactivantes (quencher) transformando el O2(*Ag) en O2(3Zy).
» Regeneradores de antioxidantes: actlan en general, reduciendo un compuesto que ya

ha sido utilizado como antioxidante, para que pueda seguir actuando.

e Inhibidores de la propagacion: capaces de reaccionar con los radicales lipidicos,

formando compuestos mas estables, e interrumpiendo asi la etapa de propagacion®?.
Algunos son capaces de contribuir en mas de un modo de accién. Ademas, la polaridad
y la solubilidad de un antioxidante, permite determinar la ubicacion real del antioxidante en

una matriz alimenticia, que a su vez influye en la eficacia antioxidante del compuesto®.

1.6.1.ANTIOXIDANTES FENOLICOS

Los compuestos fendlicos se caracterizan por presentar una estructura quimica formada
por un anillo aroméatico de benceno unido a uno o mas grupos funcionales oxhidrilos (-OH).
La presencia de estos grupos es lo que le confiere su capacidad antioxidante, debido
principalmente a sus propiedades redox, que juegan un rol importante en la absorcion y
neutralizacion de radicales libres, quelando al O(*Ag) y 02(3%5) o descomponiendo
peréxidos338,

La efectividad de los antioxidantes esta relacionada con su energia de activacion, la
constante de velocidad, el potencial 6xido-reduccion, y la facilidad con la que algunos de
ellos se pierden o destruyen®.

El comportamiento de los antioxidantes en los alimentos y sus habilidades como tales,
pueden variar dependiendo del contenido de lipidos del sistema, composicion, pH, fuerza

iGnica, constituyentes no lipidicos, aditivos, emulsificadores, presencia de iones, entre otros.
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Para que un polifenol sea definido como antioxidante debe satisfacer dos condiciones
bésicas:

1. Encontrarse presente en bajas concentraciones respecto al sustrato oxidable, y de
esta forma prevenir o retardar la autooxidacion del sustrato mediante la formacion de
radicales libres.

2. Que el radical libre antioxidante resultante, no genere nuevos radicales libres, ni sea
susceptible a una oxidacioén rapida por una reaccion en cadena. Dicha estabilizacion puede
ser lograda a través de uniones intramoleculares de hidrogeno, o deslocalizacién por
resonancia del electron desapareado dentro del anillo aromético y a la carencia de
posiciones adecuadas para el ataque por el oxigeno molecular®-43,

Los antioxidantes fendlicos inhiben la autooxidacion de lipidos atrapando al radical

intermediario peroxil (ROO") de dos formas diferentes: (Figura 6)

ROO’+ ArOH —— ROOH + ArO° (1)

ROO’+ ArO° —— ROO-ArO (I

Figura 6: Inhibicién de la autooxidacion de lipidos por el radical peroxil

Primero el radical peroxil abstrae un atomo de hidrégeno del antioxidante fendlico
(ArOH), generando el radical hidroperdxido y radical aroxil (I). Luego el radical aroxil
reacciona con el peroxido mediante un acoplamiento radical-radical para dar lugar a la
formacion de un producto no reactivo (ll).

Para determinar las velocidades de oxidacion de lipidos inhibidas por antioxidantes
fendlicos, se deben considerar las siguientes reacciones (Figura 7); teniendo en cuenta,
que el radical aroxil, formado con la oxidacion del antioxidante, también puede reaccionar
en algunos casos, contribuyendo a la produccién de nuevos radicales libres (Ill) y (V) o
producir la finalizacién de la reaccidn al reaccionar dos radicales aroxil, con lo que se

romperia la cadena de oxidacién (I1V)*.
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ArO’ + ROOH ——» ROO"+ ArOH (1)

2Ar0° ——» Productos no radicales (V)

ArO' + RH ——» ArOH +R (V)

Figura 7: Mecanismo de accién del radical aroxil en la oxidacién lipidica.

Por impedimento estérico de fenoles (hidroxitirosol, acido cafeico) (Figura 8), las
velocidades de las reacciones (I) y (IV) exceden las velocidades de las reacciones (lll) y
(V). Como consecuencia, los radicales peroxil y aroxil se eliminan de la reaccion en cadena,
descomponiéndose luego en el proceso de oxidacién. Por lo tanto, los fenoles son
antioxidantes efectivos.

OH O

HO
HO

OH HO

Figura 8: Estructuras quimicas de hidroxitirosol y &cido cafeico.

En el caso de Tirosol, (Figura 9), la falta de impedimento estérico, favorece las
reacciones (1) y (V). Bajo estas condiciones, dos cadenas transportan los radicales libres

(peroxil y aroxil), lo cual explica la pobre actividad antioxidante del Tirosol*.

OH

HO

Figura 9: Estructura quimica de Tirosol.

El radical aroxil ArO® formado, es estabilizado por la deslocalizacion del electron
desapareado dentro del anillo aromatico y no continGa la cadena de reaccion. La accién del

antioxidante esta limitada, por la reaccion de transferencia de cadena, la cual disminuye o
anula su actividad®°.
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Los antioxidantes fendlicos pueden ser clasificados en sintéticos o naturales. Dentro de
los antioxidantes sintéticos permitidos por la FDA (Food Drugs Administration) se halla el
Butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), propilgalato (PG), dodecilgalato (DG),
terbutil dihidroquinona (TBHQ), entre otros. Son muy efectivos en numerosos alimentos, sin
embargo, algunos estudios han demostrado la aparicion de efectos téxicos sobre la salud
humana por su consumo a largo plazo, por lo que se ha recurrido al uso de antioxidantes
de origen natural*647,

Los antioxidantes naturales son esencialmente compuestos mono o polifenélicos
encontrados como metabolitos secundarios en diferentes organelas de los tejidos animales
y vegetales. Su estudio se comenz0, como una alternativa en el agregado de antioxidantes
en los productos alimenticios, debido a la aparicion de efectos toxicos de los antioxidantes
sintéticos sobre la salud de los consumidores. Los antioxidantes fendlicos son conocidos
por reducir el riesgo de contraer enfermedades como cancer, enfermedades cardiacas y
diabetes, inhibir la agregacion de plaquetas plasmaticas, inducir la actividad de
ciclooxigenasa (Cox), asi como por propiedades antibacterianas, antivirales,
antiinflamatorias y antialérgicas. Estos beneficios son en parte debido a la propiedad
antioxidante de fenoles, por lo que es importante cuantificar, identificar y evaluar sus
capacidades antioxidantes*4°, Entre los antioxidantes naturales usualmente utilizados en
la industria se encuentran: el acido ascorbico, a-tocoferol, fenoles y polifenoles.

El acido ascorbico o también llamado vitamina C, es un compuesto hidrosoluble que
cumple funciones importantes como antioxidante en el organismo. Su presencia es
necesaria para la sintesis de colageno (componente estructural de los vasos sanguineos,
tendones, de ligamentos, y de huesos). Como tal, tiene el potencial para proteger proteinas,
lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos (ADN y ARN) contra el dafio oxidativo, causado
por diversos radicales libres y especies reactivas.

La forma reducida del acido ascoérbico (ASC) inactiva directamente a las especies
reactivas de oxigeno (ROS), o actia como sustrato de enzimas antioxidantes. Cuando el
ASC se oxida, se forman sus derivados acidos monodeshiascorbico (MDHA) y acido
deshidroascorbico (DHA) (Figura 10).
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GhOH CHOH GH,OH

L |
H=(=CH H—C—OH H—G—O H
0 o 0
HyY— H m— = H
OH OH 0 OH o 0
Acido ascorbico Acido monodeshidroascdrbico  Acido deshidroascdrbico
(ASC) (MDHA) (DHA)

Figura 10: Estructura quimica del 4cido ascérbico y de sus formas reducidas y oxidadas

A pH fisiolégico, el &cido ascorbico se encuentra en forma de anion, pudiendo ceder dos
electrones, mediante una reaccion reversible, para dar el acido deshidroascérbico a través
del radical ascorbilo (Figura 10). El acido ascérbico es un excelente neutralizador de
radicales libres, como hidroxilo o peroxilo, en medios acuosos.

Por otra parte, el ascorbato puede actuar como antioxidante quelando metales,
atrapando O(*Ag) o reduciendo los hidroperéxidos en alcoholes mas estables de modo de
interrumpir la continuidad de las reacciones radicalarias. El ascorbato es incapaz de inhibir
la oxidacién lipidica cuando los radicales libres se generan en la fase lipidica. Sin embargo,
puede reaccionar con los radicales tocoferoxilo, generados a partir del tocoferol, localizados
cerca de la interfase lipido-agua, regenerandolos y provocando una sinergia en la actividad

antioxidante de ambos compuestos®.

El trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) compuesto utilizado
como analogo hidrosoluble del a-tocoferol (vitamina E), es un importante antioxidante
presente en numerosos alimentos. La vitamina E es esencial para el crecimiento, sin
embargo, el cuerpo humano no puede sintetizarla y la ingiere unida a los lipidos en la dieta.
Su capacidad de solubilizarse en solventes de diferentes polaridades®, permite estudiar su

comportamiento en reacciones fotosensibilizadas con la especie reactiva de O2(*A).
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OH

0

Trolox Vitamina E

Figura 11: Estructura quimica de Trolox y vitamina E.

1.6.2.INTERACCION DE ANTIOXIDANTES

Las investigaciones muestran que para cada antioxidante hay una concentracion éptima
donde su eficiencia es maxima. Concentraciones mas bajas a la Optima, no permiten
alcanzar las propiedades deseadas y concentraciones mayores producen un efecto
prooxidante (no deseado) del antioxidante®'. Se sabe que la cantidad de antioxidante
adicionado nunca excede del 0.01% respecto a la muestra alimenticia. Si se utiliza méas de
un antioxidante, nunca debera superar el 0.02%, y si se utiliza mezcla de antioxidante y
compuesto sinérgico, la cifra maxima es de 0.025%, considerando las mismas limitaciones
gue para los aditivos simples®2.

En una mezcla, los antioxidantes pueden interactuar entre ellos, generando un efecto
aditivo, un sinergismo negativo (antagonismo) y/o un efecto sinérgico. Combinaciones de
antioxidantes del mismo tipo, tienen sélo un efecto aditivo, causando la suma de los efectos
ejercidos por cada uno de ellos de manera individual. De esta manera se pueden utilizar
dos antioxidantes de la misma clase, cada uno en concentraciones inferiores a la que se
produciria el efecto prooxidante, obteniéndose un efecto aditivo de eficacia maxima.

El efecto antagdnico se define por una disminucién de la eficacia del sistema de
proteccién contra la oxidacién, como consecuencia de la interaccion entre los antioxidantes
utilizados®. La mezcla contrarresta los efectos antioxidantes que genera cada antioxidante
de manera individual.

En el efecto sinérgico, la combinacion de antioxidantes puede aumentar su eficacia, ya
gue permite el agregado de menores dosis de dos 0 mas antioxidantes, obteniendo mejores
efectos que el producido por cada compuesto de manera individual. Distintos mecanismos
estan involucrados en el sinergismo entre antioxidantes, entre ellos; la combinacién de dos

0 mas compuestos antioxidantes inhibidores de radicales libres, en donde un segundo
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antioxidante es regenerado a partir del primero, la oxidacion de uno de ellos para proteger
la del otro y la combinacién de antioxidantes cuyos mecanismos son diferentes®. Ciertas
sustancias refuerzan la accion de los antioxidantes mediante la formacién de complejos
quelantes, que permiten la eliminacion de trazas de ciertos metales como el cobre o el
hierro, que facilitan la oxidacion.

Existen estudios que postulan que los antioxidantes fendlicos y el &cido ascérbico
actuarian sinérgicamente, tal como se muestra en la Figura 12, cuyo mecanismo es posible,
debido a la existencia de una diferencia de potencial de reduccién entre ellos®. El que tiene
mayor potencial de reduccion, en este caso tocoferol (E°= 500 mV), actia como
antioxidante primario, mientras que el &cido ascorbico (E°= 330 mV) constituye el sinergista.
El tocoferol (TH) actia como antioxidante donando un atomo de hidrégeno al radical
alquilico (R’) o al radical peroxil (ROO"), convirtiéndose en un radical tocoferol (T°), el cual
no presenta actividad antioxidante. El &cido ascérbico (ASC) dona un atomo de hidrégeno
al radical tocoferol (T%), para regenerar el tocoferol (TH), dando como producto el radical
ascorbilo (AS’), quien luego mediante una reaccion reversible, se convierte en el acido
deshidroascérbico (DHAS).

TH+ R— T'+RH
TH +ROO" — T'+ ROOH
T+ ASC — TH + AS’

AS —> DHAs+H'

Figura 12: Reaccién del sistema antioxidante tocoferol y acido ascérbico.

La regeneracion del antioxidante es rapida cuando el sinergista tiene una energia de
disociaciébn de enlace mayor comparada a la del antioxidante primario. Ademas, el
antioxidante primario puede ser regenerado cuando la constante de velocidad de
regeneracion es del orden de 103 M/s, y solo mediante transferencia de electrones desde
el sinergista hacia el antioxidante primario®.

Es importante destacar que la efectividad de estos antioxidantes es dependiente de sus
propiedades quimicas, como las energias de enlace, la posibilidad de formacion de distintas
formas resonantes del radical formado y la susceptibilidad a la oxidacion, que viene dada

por el valor de su potencial de reduccion:4,
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1.7. IMPORTANCIA DE GRUPOS FUNCIONALES EN LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos presentan una constante acida (K,) que varia en un intervalo
comprendido entre 101°-108, Son acidos mucho mas fuertes que los alcoholes alifaticos
principalmente porque el ion fendxido resultante, estabiliza la carga por deslocalizacion
dentro del anillo aromatico, siendo mas estable que un alcéxido, donde la carga esta

localizada so6lo en el &tomo de oxigeno®®.

= , - =
v

N

Figura 13: Deslocalizacion de la carga en el ion fenoxido.

Como ya se ha mencionado en secciones anteriores, los fenoles actian como
antioxidantes, atrapando radicales libres de perdxidos (ROO"), los cuales reaccionan con
los dobles enlaces presentes en los alimentos, causando su degradacion.

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos depende principalmente del
namero de grupos (-OH) presentes en la molécula, y de su disponibilidad en el momento
de donar los 4tomos de hidrégeno. Esta propiedad puede ser afectada por el impedimento
estérico ejercido por grupos voluminosos presentes en su estructura quimica. Tal es el caso
de butilhidroxitolueno, donde la presencia de sus grupos terbutilos reduce la velocidad de
la reaccién de propagacién en la que esta involucrado el radical del antioxidante®:%6,

En general los monofenoles son menos efectivos que los polifenoles. La introduccién de
mas grupos oxhidrilos (-OH), mejoran la actividad antioxidante en sistemas lipidicos. La
sustitucion en posicion orto con grupos dadores de electrones (grupo alquilo, metoxi),
aumentan la estabilidad del radical arilo resultante, mediante la deslocalizacién de esa
carga negativa en el anillo, y por ende el potencial antioxidante. Grupos metilo en posicion
para al grupo funcional (-OH) son fundamentales para la disponibilidad del 4tomo de

hidrogeno de ser donado®.
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En el presente trabajo, se estudiaron los compuestos 4-hidroxifenilalcohol, vanilina y
acido cindmico (Seccién 3.1.1, Figura 9).

El 4-hidroxifenil alcohol conocido como Tirosol, se trata de un derivado fenélico que se
encuentra en el aceite de oliva.

El 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, comUnmente conocido como vanilina, es un
compuesto extraido de las vainas de la planta vanilla planifolia y es ampliamente utilizado
por la industria, por su aroma natural, como agente saborizante en alimentos y bebidas, en
concentraciones que varian en un intervalo de 0.3 a 33 mM. La ingesta en valores
superiores puede ejercer efectos negativos sobre la salud del consumidor.

En los Ultimos afios se han realizado mdultiples ensayos para evaluar la capacidad
antioxidante de la vanilina. Los resultados obtenidos no fueron consistentes, ya que algunos
estudios demostraron una débil capacidad de atrapar ROS y otros radicales, por ejemplo,
el anién superodxido, asi como una baja actividad frente a la peroxidacion lipidica. A pesar
de ello, se ha demostrado que la vanilina es capaz de inhibir la oxidacion de proteinas y la
peroxidacion de lipidos inducida por el proceso de fotosensibilizacién®.

Si bien frente algunos radicales (gj. el acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS™)), la vanilina ha demostrado una actividad antioxidante mas fuerte
respecto al acido ascarbico y trolox, no present6 el mismo comportamiento frente a otros
radicales (radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)). Esto puede ser explicado
mediante la estructura molecular, la cual solo presenta un grupo oxhidrilo (-OH) oxidable en
la posicién del carbono 4 del anillo aromatico, que permite que la reaccién con los radicales
mencionados se lleve a cabo a través de un mecanismo de autodimerizacién®,

El &cido cinAmico es un compuesto modelo de derivados hidroxicinamicos, que se
utilizan como antioxidantes y se lo encuentra naturalmente en el aceite de canela. Las
investigaciones demostraron que la actividad antioxidante de estos compuestos esta
completamente relacionada con su estructura quimica; la sustitucion sobre el anillo
aromatico y la cantidad de uniones insaturadas en su cadena lateral. Los derivados del
acido cindmico resultaron ser antioxidantes mas eficientes respecto de los del &cido
benzoico. Esto se atribuye a que la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos,
depende fuertemente de la estabilidad del radical que se forma, luego de interactuar con

las especies oxidantes®’.
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Derivados del acido benzoico Derivados del acido cinamico

1 A1
OH 2+~ COOH OH %, ; CH=CH-COOH
) )
2 2
R1 R2

p-Hidroxibenzoico H H p- Cumarico
Protocatechuic H OH Cafeico
Vanilico CH20 H Ferulico
Siringico CH20 CH=0 Sinapico

Figura 14: Estructura quimica de derivados del &cido benzoico y derivados del acido

cinamico.

El 4cido cinamico se trata de un acido a-f insaturado, donde la presencia del grupo
etilénico adyacente al grupo carboxilico [-CH=CH-COOH] mejora la habilidad donante de
atomos de hidrégeno y subsecuentemente una estabilidad mayor del radical, mediante
resonancia en el anillo. Este hecho se contrarresta con la propiedad del grupo carboxilico
(-COOH) de atraer el electrén desapareado en los acidos fendlicos, ejerciendo una

influencia negativa sobre esta habilidad, disminuyendo la capacidad antioxidante*®4°

1.7.1. IMPORTANCIA DE LA PRESENCIA DE COMPUESTOS FENOLICOS EN LOS
ALIMENTOS.

La importancia de la presencia de compuestos fendlicos en los productos alimenticios,
radica en la relacion que presentan con la calidad sensorial de los alimentos, tanto en los
de origen animal como en los procesados, y su contribucion al mantenimiento de la salud
humana por su capacidad antioxidante, actividad que se asocia con su papel protector en
las enfermedades cardiovasculares y el cancer.

Algunos compuestos fendélicos a mencionar; como los flavonoides, son los responsables
del color natural de los alimentos, las antocianinas de los colores rosa, rojo, azul y violeta
de los vegetales, jugos de frutas y vinos. Las flavononas son las responsables del sabor
amargo de los citricos. Otros sustratos fendlicos entre los que se destaca el &cido

clorogénico han sido asociados al sabor amargo de la cerveza, el vino y la sidra, mientras
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que los 4cidos hidroxicinamicos y sus derivados son los responsables del sabor amargo de
los arandanos. El pardeamiento de las frutas y vegetales también se relaciona al contenido
de los compuestos fendlicos. La formacion de pigmentos amarillos y marrones durante la
manipulaciéon y procesado de los alimentos vegetales, esta controlada por los niveles de

polifenoles, la presencia de oxigeno y la actividad de enzimas®®.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

» Establecer relaciones estructura-reactividad en lo referido a la actividad antioxidante
de derivados fendlicos, aportando conocimiento para el disefio de futuras moléculas
liposolubles con este tipo de propiedades optimizadas, a los fines de proponerlas como

potenciales aditivos en alimentos de consumo humano.

2.2. Objetivos especificos

a) Estudiar la resistencia de vanilina, 4-hidroxifenilalcohol y acido cinamico a la oxidacion
fotopromovida por la especie reactiva de oxigeno, O2(*A).

b) Comparar las propiedades antioxidantes de los compuestos en estudio con aditivos de
uso difundido en la industria de los alimentos.

c) Investigar el tipo de efecto antioxidante en mezclas de los compuestos en estudio con
aditivos conservantes de uso comun en alimentos.

d) Evaluar la potencial capacidad prooxidante de los compuestos bajo irradiacion con luz

directa a 266 nm.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES

3.1.1.Reactivos:

Los sustratos en estudio vanilina (VAN), 4-hidroxifenilalcohol (4-OH) y acido cindmico
(CIN) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y utilizados sin purificacion previa, ya que los

mMismos cuentan con una pureza = 98 %.

El 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, conocido popularmente como vanilina, se trata de un
compuesto fendlico cuyos grupos funcionales presentes son aldehido, éter y oxhidrilo. Es
un polvo de color blanco o ligeramente amarillo, con sabor y olor muy agradable a vainilla,
de formula molecular CsHsO3 y peso molecular 152.15 g / mol. Posee un punto de fusién de
81-83°C, punto de ebullicion 285°C, densidad 1.056 g / cm?.

Es ligeramente soluble en agua 1 g / 100 ml (25°C), muy soluble en etanol, dietiléter,
acetona, benceno y cloroformo®®.

Es lentamente oxidable cuando es expuesto al aire y es afectado por la luz.

El 4-hidroxifenilalcohol conocido comercialmente como Tirosol, se trata de un
antioxidante fendlico natural presente en el vino y en el aceite de oliva. Su férmula molecular
es CgH1002 con un peso molecular de 138.16 g / mol. Se trata de un sélido de color blanco

con un punto de fusién de 90°C°,

El acido cinAmico es un compuesto de formula molecular CgHsO, y peso molecular
148.16 g / mol. Comercialmente se lo encuentra en forma de un polvo blanco cristalino con
olor parecido a la miel. Posee un punto de fusion de 132-133°C, punto de ebullicion
300°C, densidad 1.2475 g / cm®.

Es ligeramente soluble en agua 0.155 mg / ml (25°C), soluble en benceno, éter etilico,

acetona, acido acético e insoluble en hexano®®.

En la Figura 15, se presentan las estructuras quimicas de los compuestos, objetos de

estudio.
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Figura 15: Estructura quimica de vanilina (VAN), 4-hidroxifenilalcohol (4-OH) y acido
cinamico (CIN).

El sensibilizador utilizado Perinaftenona (PN) fue adquirido de Sigma-Aldrich. Se trata
de un compuesto organico de color amarillo, soluble en agua destilada y en alcoholes como
el metanol. Su formula molecular es Ci3HgO, con un peso molecular 180.206 g /mol.
Presenta dos maximos de absorcion a 295 y 365 nm en solventes polares.

No es fluorescente y el entrecruzamiento de sistemas Si;— T» (nTT*) ocurre con un
rendimiento cuantico ®cis = 1, en un tiempo menor a 10° s. El rendimiento cuantico de
generacion de O: (*Ay) mediante fotosensibilizacion, es independiente de la concentracion
de PN por encima de 2,7 x 10° M y de la longitud de onda de excitacion en un intervalo de
337- 436 nm. La variacion del valor de ®, con el solvente es muy leve, siendo este 1,00 +
0,04, valor obtenido como promedio en un amplio nimero de solventes y mezclas que
cubren casi la totalidad de la escala de polaridad y con propiedades quimicas muy variadas.

PN es fotoquimicamente estable. Es afectada por el calor, y especialmente, por la

exposicion a la luz *°.

O

Figura 16: Estructura quimica de Perinaftenona (PN)
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El compuesto de referencia, alcohol furfurilico (FFA), azida de sodio (NaNs), y trolox
(TRO) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, mientras que el acido ascorbico (ASC) fue
obtenido de Anhedra.

3.1.2.Solventes:

Con el fin de fijar las condiciones de pH a las que se realizaron las experiencias, se
prepararon las siguientes soluciones reguladoras:

pH 8: 50 ml de borax 0.025 M + 20.5 ml de HCI 0.1 M

pH 9: 50 ml de borax 0.025 M + 4.6 ml de HCI 0.1 M

pH 10: 50 ml de HCO3sNa 0.05 M + 10.7 ml de NaOH 0.1 M

pH 11: 50ml de HCO3Na 0.05 M + 22.7 ml de NaOH 0.1 M

Las sales mencionadas y el 4cido clorhidrico fueron obtenidas de Ciccarelli mientras que
el hidroxido de sodio de Sigma-Aldrich.

3.2. INSTRUMENTACION

3.2.1.Espectroscopia de absorcion UV-Visible

Los espectros de absorcién UV-Vis se tomaron en un espectrofotometro, de doble haz,
Shimadzu con arreglo de diodos, cuya radiacion se dispersa en una red céncava, que
enfoca el haz sobre un espejo en sectores rotatorio. La fuente de excitacién consiste en
una lampara de Deuterio y Wolframio. Su intervalo de deteccion esta comprendido entre
190 y 820 nm. La ventaja de dicho equipo esta en su exactitud fotométrica del 0.5 % de T
y reproducibilidad del 0.2 % de absorbancia. La radiacion parasita es menor del 0.1% a 240
y 340 nm (Figura 17).

Se utilizaron celdas de cuarzo de paso 6ptico de 1 cm.
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Figura 17: Diagrama de un espectrofotometro UV-Visible de doble haz.

3.2.2.Fotodlisis estacionaria

La fotolisis estacionaria consiste en irradiar continuamente una muestra con luz de una
lampara de intensidad constante. El tiempo de irradiacion es variable y puede durar desde
unos pocos segundos a horas.

En la Figura 18, se muestra un esquema del dispositivo experimental utilizado en los
experimentos. La irradiacién continua de luz se realiz6 empleando una lampara de cuarzo-
halégeno de 150 W de potencia, la cual es focalizada hacia una celda de absorcion o
fluorescencia (en el caso de realizar experimentos de consumo de sustrato) o hacia una
celda de reaccion de 50 ml, (en caso de llevar a cabo medidas de consumo de oxigeno)
conteniendo un electrodo especifico para oxigeno (Orion 97-08) que se encuentra acoplado
a un pHmetro Orion 720.

El electrodo de oxigeno utilizado posee un sistema de deteccién que consiste en dos
electrodos de plata polarizados y un electrolito, separados de la solucién de medida por una
membrana permeable a gases. El oxigeno disuelto en la solucion difunde hacia la
membrana donde es reducido a iones hidroxilos. La corriente producida en esta reduccién
causa una diferencia de potencial que puede ser traducida, en el pH metro acoplado, en
“partes por millén” (ppm) de oxigeno.

La calibracion del electrodo de oxigeno se realiza en agua saturada de aire a presion
atmosférica antes de cada medida. Dado el material de la membrana, s6lo se pueden utilizar

soluciones con porcentajes mayores a 95% de agua. El pH en el que se puede trabajar
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abarca un intervalo entre pH 3 y 12, y los limites de concentraciones de oxigeno llegan
hasta las 14 ppm.

Para asegurarse que solo el sensibilizador (PN) absorba la radiacién, se utiliz6 un filtro
de corte de 420 nm. Las muestras fueron continuamente agitadas por medio de un
dispositivo magnético para mantener su homogeneidad, evitando la acumulacién de foto
productos en la cara mas cercana a la fuente de irradiacion. El dispositivo se mantuvo con

idéntica geometria en todos los experimentos con fines comparativos.

i
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Figura 18: Diagrama del equipo de fotolisis estacionaria. A: Lampara de
cuarzo-halégeno. B: Filtro térmico. C y F: Lentes. D: Filtro de corte. E: Espejo. G: Celda

para electrodo de oxigeno. I: Celda para consumo de sustrato. H: Agitador magnético.

3.2.3.Medidas resueltas en el tiempo

Las experiencias de generacion y determinaciéon del tiempo de vida de Oz(*Aq) se
realizaron empleando la técnica de deteccién de fosforescencia de O»(*Aq) resuelta en el
tiempo (TRPD), a 1270 nm.

Como fuente de excitacion se utilizo un laser de Nd:YAG (Spectron, SL 400) con emision
a 1066 nm, 532 nm, 355 nm y 266 nm, correspondientes a la primera, segunda, tercera y
cuarta armonica respectivamente, de 18 ns de ancho de pulso y 350 mJ en la primera
armonica. La tercera armoénica (355 nm) se empled para excitar el sensibilizador utilizado
(PN). La radiacién emitida fue detectada en &ngulo recto, usando un detector de germanio
amplificado (Judson J16/8sp), el cual esta provisto de un sistema interno de filtros
apropiados. La sefal eléctrica proveniente del detector se digitaliz6 con un osciloscopio
Hewlett Packard 54504A y se transfirid, a través de una interfase IEEE, a una computadora

personal para llevar a cabo el procesamiento de las sefiales. En general se aplicaron 8-10
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disparos para promediar y conseguir una buena relacion sefal/ruido, a partir de la cual se
obtuvo el tiempo de decaimiento por un ajuste mono exponencial.

La Figura 19 muestra un diagrama de bloques del equipo utilizado.

D Osciloscopio
L 1F
PC
C
Laser H—H m
\
F F L

Figura 19: Diagrama de bloques del equipo para la
deteccion de fosforescencia de O(*Ag) resuelta en el tiempo.
F: filtros; L: lente; C: porta celda para la muestra; D: detector

de Germanio; PC: computadora personal.

En la Figura 20 se muestra una sefial tipica de decaimiento de fosforescencia de
02(*Ay). La intensidad de la sefial, I, alcanza el valor lo, luego del pulso del laser, y decae

exponencialmente con un tiempo de vida t, tal que:

= lpe-t" 1)

donde | es directamente proporcional a la concentracion de O2(*Ay) a cualquier tiempoty t
es el tiempo de vida de fosforescencia de Oz(*Ag).

Generalmente, los puntos iniciales de la sefial de decaimiento estan perturbados por
sefiales espureas provenientes de la fuente de excitacién o por fluorescencia residual del
sensibilizador. En consecuencia, el analisis de las trazas de decaimiento se realiz6 a partir
de 8-10 s, utilizando un programa de ajuste por cuadrados minimos no lineales (MicroCal

Origin 6.0 de MicroCal Software, Inc.).
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Figura 20: Sefal tipica de decaimiento de fosforescencia de
0O2(*Ag) @ 1270 nm.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1.Ensayos de solubilidad

Con el fin de seleccionar el solvente a utilizar en las experiencias, en primera instancia
se procedié a realizar ensayos de solubilidad de los compuestos a estudiar. Los tres
sustratos, vanilina, 4-hidroxifenilalcohol y &cido cinamico resultaron ser muy solubles en

agua, por lo que fue seleccionada como solvente para todos los experimentos realizados.

3.3.2.Estimacion de pKa de los sustratos

Se obtuvieron los espectros de absorcion UV-Visible de VAN, 4-OH y CIN en diferentes
soluciones reguladoras (especificadas en la seccion 3.1.2). Dado que los sustratos en
estudio presentan grupos ionizables en su estructura, se estimé el valor de pKa para cada
uno de ellos, mediante la visualizacion del cambio en el espectro de absorcién UV-Visible,
en el intervalo de pH 6-11.

Dicha experiencia se realizo con el fin de seleccionar los valores de pH a los cuales se

llevaron a cabo todos los experimentos.
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3.3.3.Determinacion de coeficientes de absortividad molar

Los coeficientes de absortividad molar (¢) de los compuestos estudiados fueron
determinados en agua y solucion reguladora de pH 11. Para ello se hizo uso de la ley de

Lambert y Beer, cuya expresion matematica es:

A)\ZE)\ b C (2)
donde:

Ai: es el valor de absorbancia a una dada longitud de onda.
€, : el coeficiente de absortividad molar (M cm™) a una longitud de onda dada.

A: longitud de onda de trabajo elegida.
b: paso 6ptico de la celda utilizada (cm).

C: concentracion molar del sustrato.

Dicha ecuacion muestra la relacion directamente proporcional entre la absorbanciay la
concentracion de una cierta sustancia cuando el término b es constante.

Para cada sustrato se prepararon soluciones de diferentes concentraciones en un
intervalo de absorbancia 0.4-0.9. Estos valores de absorbancia se representaron en un
grafico en funcion de diferentes concentraciones de los sustratos. Considerando un valor
de b =1.0 cm, a partir del valor de la pendiente de las rectas obtenidas, fue posible obtener
el valor de €, a una dada longitud de onda, para cada sustrato.

Las medidas se realizaron en un espectrofotémetro Shimadzu con arreglo de diodos,
descripto en la seccion 3.2.1.

Todas las medidas experimentales se realizaron a temperatura ambiente.

Los espectros fueron registrados vs. el solvente correspondiente.

3.3.4.Preparacion de soluciones

Para los ensayos de fotooxidacion de los sustratos, el sensibilizador PN fue preparado
en agua y en una solucién reguladora de pH 11 (50ml de NaHCO3; 0.05 M + 22.7 ml de
NaOH 0.1 M), y su concentracion ajustada a un valor de absorbancia cercano a 0.5, a la
longitud de onda de maxima absorcion en el visible en agua (A= 365 nm), para los

experimentos de fotdlisis estacionaria.
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Para las experiencias resueltas en el tiempo, la absorbancia de PN se ajust6 a un valor
de 0.2-0.3 a la longitud de excitacion del laser (355 nm).

Los sustratos se disolvieron individualmente en estas soluciones.

Todas las determinaciones se realizaron con soluciones recientemente preparadas y a

temperatura ambiente.

3.3.5.Experimentos de consumo de sustrato, sensibilizados por PN

El consumo de los distintos sustratos, sensibilizado por PN, en funcion del tiempo de
irradiacion, fue monitoreado por espectroscopia de absorcion UV-Visible. Los espectros
fueron determinados vs. la solucion conteniendo el sensibilizador PN, con el fin de obtener
solo la absorcion del sustrato, en el espectrofotdémetro de doble haz descripto en la seccién
3.2.1.

Se utilizaron celdas de cuarzo de 1.0 cm de paso éptico.

Los experimentos se realizaron en agua y en solucion reguladora de pH 11, con el fin de

comparar los resultados bajo diferentes condiciones de ionizacion de los sustratos.

3.3.6.Determinacion de las constantes de velocidad de desactivacion reactiva (k,) de O»(*Ag)

por los sustratos.

La determinacion de los valores de las constantes de velocidad de desactivacion
reactiva de O2(*Aq), (kr), con los sustratos se llevd a cabo a través de una variante del
método introducido por Foote y Ching ¢, siguiendo el consumo de oxigeno en lugar del
consumo de sustrato Q. Este método supone que dicha reaccion es la unica fuente de
consumo de oxigeno con una estequiometria 1:1 (moles de sustrato fotooxidable Q
consumidos / moles de Oz(*Ay) consumidos). La relaciéon de pendientes de los graficos de
primer orden para el consumo de oxigeno vs. tiempo de irradiacion por los sustratos en
estudio y por un compuesto de referencia cuyo valor de k; sea conocido (kirer), ambos en
idéntica concentracion, es igual a la relacion ki/krer. La referencia utilizada fue alcohol
furfurilico, cuyo valor de kwref €s 1,2 x 10 Ms? en agua (valor determinado en nuestro

laboratorio).

Pendiente de Q = ki 3)
Pendiente de Ref. KrRef
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Para estos ensayos, se utilizo el equipo de fotolisis estacionaria descripto en la seccion
3.2.2. La solucién de PN fue ajustada a una absorbancia de 0.5 a A=365 nm. Se utiliz6 un
filtro de corte de 420 nm, de modo que la luz sélo sea absorbida por el sensibilizador.

La concentracion de los sustratos en estudio al igual que la de alcohol furfurilico (FFA)
fue de 5 x 10 M. Se trabaj6 en idénticas condiciones experimentales (pH, concentracion,
solvente, temperatura, arreglo experimental) para los sustratos y el compuesto de

referencia.

3.3.7.Determinacion de las constantes de velocidad de desactivacién total (ki) de

0O2(*A,) por los sustratos.

La determinacion de los valores de k: (= kr + kq, procesos (3) y (4), Esquema 3, seccién
1.4) se realiz6 mediante la técnica de deteccién de fosforescencia de O2(*Ay) resuelta en
el tiempo (técnica TRPD). Se evaluaron los tiempos de vida de O(*Ag) en ausencia (to) Y
en presencia (t) de los sustratos fotooxidables (Q). Luego, mediante un simple tratamiento
de Stern-Volmer, representando el cociente to/t en funcién de la concentracion molar de

sustrato Q (ecuacion 4) es posible, a partir de la pendiente y el valor de 1o, determinar k.

to/t =1 + Kt 10 [Q] (4)

donde: 7o: tiempo de vida de O2(*Ag) en ausencia de sustrato Q.
1: tiempo de vida de Oz(*Ay) en presencia de una dada concentracién del
sustrato Q.
ki : constante de velocidad de desactivacién total de O2(*Aq) por el sustrato Q.

[Q]: concentracion molar del sustrato fotooxidable.

Dividiendo la ecuacion (4) por to, Se obtiene una ecuacion totalmente equivalente pero

que resulta independiente del valor de to al momento de evaluar k.

1/t =1/t +k: [Q] %)

La representacion gréafica de 1/t vs. [Q] permite la determinacion directa de k; a partir de

la pendiente, sin la necesidad de medir 1o. Los tiempos de vida se obtuvieron a partir del
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ajuste mono exponencial de las trazas de decaimiento de O2(*Ag) a 1270 nm, utilizando el
programa MicroCal Origin 5.0, segun se los describié en la seccion 3.2.3.

El tiempo de respuesta del detector utilizado es de 4 us. Dado que en H;O, el Ox(*Aq)
tiene © = 4 ps, la determinacion de k; fue realizada en D,O, con el fin incrementar el tiempo

de vida de O2(*Ag) (t = 60 ps)°.

3.3.8.Determinacion _de la capacidad antioxidante de los sustratos frente a aditivos

comerciales

Se prepararon soluciones en agua y en solucion reguladora de pH 11, disolviendo PN
ajustandolo a una absorbancia de 0.5 a A=365 nm. En ella se colocaron individualmente los
sustratos y los antioxidantes mas usados en la industria alimenticia en las mismas
concentraciones 6 x 10% M. Se comparé la velocidad de consumo de oxigeno de los
sustratos frente a la de aditivos comerciales, (trolox (TRO) y acido ascérbico (ASC)), bajo

idénticas condiciones experimentales.

3.3.9.Determinacion del efecto antioxidante de mezclas de los sustratos con antioxidantes

comerciales

Se investigo el tipo de efecto antioxidante (aditivo, sinérgico o antagonico) de mezclas
de los sustratos en estudio con los antioxidantes de uso comercial acido ascoérbico y trolox.
Para ello, se compar6 la velocidad de consumo de oxigeno, sensibilizada por PN, por los
sustratos con la velocidad de consumo de oxigeno por los sustratos junto a los antioxidantes
comerciales, bajo idénticas condiciones experimentales.

Los experimentos se realizaron en agua y en solucién reguladora de pH 11. En el caso

del acido ascorbico se trabajo solo en agua, ya que en medio basico no es estableb? &3,

3.3.10. Evaluacion de la participacion de la especie O,(*4,) en la fotooxidacién de los

sustratos sensibilizada por PN

Para confirmar la participacion de O2(*A,) en la fotooxidacién de los sustratos en estudio,
sensibilizada por PN, se utiliz6 azida sédica (NaNs), un conocido desactivador fisico de
dicha especie excitada de oxigeno®. Se realizaron ensayos de consumo de oxigeno,

sensibilizados por PN, de cada uno de los sustratos en ausencia y presencia de NaNs.
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Las concentraciones de los compuestos en estudio fueron 6 x 10*M y para NaN3
1 x 103 M, tanto en agua como a pH 11.

Las velocidades de consumo de oxigeno por los sustratos en ausencia y presencia de
NaNs fueron obtenidas a partir de las pendientes iniciales de los graficos de consumo de

oxigeno en funcion del tiempo de irradiacion.

3.3.11. Determinacién de la capacidad prooxidante de los sustratos.

Para evaluar la potencial capacidad de los sustratos para generar O(*4), (capacidad
prooxidante), bajo irradiacion directa de luz, se realizé la determinacién del rendimiento
cuantico de generacion de Oz(*Ag) (Pa), mediante un método actinométrico. Para tal fin se
utilizé como referencia (actindmetro) un compuesto cuyo valor de ®, fuese conocido en las
condiciones de trabajo. Los experimentos se realizaron con el equipo descripto en la
seccion 3.2.3, usando como longitud de onda de excitacion 266 nm (la cuarta arménica del
laser de Nd:Yag).

Experimentalmente se detecta la intensidad de la emision de fosforescencia de O2(*Aq)
a 1270 nm como una sefial eléctrica. Esta sefial es proporcional a la concentracién de
02(*Ag) en la solucién.

La relacién de los valores de intensidad de fosforescencia de Ox(*Ay) a tiempo cero (log)
para el sustrato y la referencia, permite obtener el valor de ®, para el sustrato, siempre que
sean determinados en igualdad de condiciones (solvente, geometria del laser, longitud de
onda, energia del laser e idéntica absorbancia del sustrato y la referencia a la longitud de
excitacion). Experimentalmente es conveniente medir la loe en funcion de la energia del

laser y determinar el ®, para un dado sustrato Q segun:

Iogp—
Dpq = Parer —— (6)

IoE—Ref

Donde ®arer €s el rendimiento cuantico de generacion de O2(*Ag) por la referencia, loe-q
es la pendiente de un gréafico de loe en funcién de la energia del laser para el sustrato Q y
loeret €S la pendiente de un gréfico de lee en funcidon de la energia del laser para la
referencia.

El rendimiento cuantico de produccion de O2(*Ag) por los sustratos se determiné en D20,

utilizando PN como referencia (actinometro).
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Se determinaron las intensidades iniciales de emision de fosforescencia de O»(*Ag)
variando la energia del haz incidente. Este procedimiento se realiz6 tanto para los sustratos
como para la referencia excitando las muestras a 266 nm y registrando la emisiéon de
fosforescencia de O,(*Ag) a 1270 nm. Las soluciones se prepararon con igual absorbancia
a la longitud de onda de excitacion del laser (266 nm) y la energia del mismo se vari6
utilizando soluciones de dicromato de potasio de distinta transmitancia, que cumplieron la
funcion de filtrar el haz de excitacion.

Los valores de lo se obtuvieron por extrapolacion del decaimiento de la sefial eléctrica a
tiempo cero, haciendo uso del programa Micro cal Origin. El valor utilizado de ®, para PN
en agua deuterada fue de 0,99. Se utilizé D>O en lugar de H>O debido a que el tiempo de
respuesta del detector de germanio utilizado (ver seccién 3.2.3) es del orden del tiempo de
vida de O2(*Ag) en H20 ((t = 4 pus)®L.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis y la discusién de los resultados del presente trabajo, se realizaron teniendo
en cuenta el Esquema 5, en el cual se describen los posibles procesos que pueden ocurrir

bajo la irradiacién de un sistema sensibilizador (Sens) / sustrato fotooxidable (Q) / oxigeno

(aire).
hv Kcis

Sens — !Sens” — 3Sens’ (1)

3Sens’ + O,(3Zg) ——» O2(*Ay) 2)
Kd

02(*Ag) ——» 02(3%y) (3)
Ko

Oz(lAg) —_—> 02(329') + hv 4)

Kq
O2(*Ag) + Q —— 02(°%g) +Q (5)
Kr
02(*Ag) + Q ———»Productos de oxidacion (6)

Esquema 5: Mecanismo de fotosensibilizacion tipo Il. S = sensibilizador. Q = sustrato
fotooxidable.

El sensibilizador (Sens) es una sustancia coloreada, que puede estar presente en un
producto graso como impureza (colorantes naturales residuales y/o pigmentos), capaz de
absorber la luz ambiente o solar (hv) y generar estados excitados 'Sens” y/o 3Sens” (proceso
1). El estado 3Sens” puede ser desactivado por transferencia de energia al O,(3Zq) para
generar O,(*Ag) (proceso 2). El O(*A¢) puede decaer por simple interacciéon no radiativa con
las moléculas del solvente o radiativa (proceso 3 y 4, respectivamente), interactuar de
manera fisica con el sustrato Q (proceso 5) y/o interactuar de manera reactiva con Q

(proceso 6).

4.1. Caracterizacion espectroscopica de los sustratos

Con el objeto de caracterizar las propiedades espectroscopicas de los compuestos en
estudio, se realizaron los espectros de absorcion de VAN, 4-OH y CIN, en agua. Los mismos
se muestran en la Figura 21. Como puede observarse VAN presenta un maximo de
absorcion a 278 nm y otro en 308 nm, el 4-OH presenta un maximo de absorcién a 275 nm

y CIN a 272 nm, en agua.
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Figura 21: Espectros de absorcion UV-Visible de I: VAN, II: 4-OH, 111 CIN.

Solvente: agua
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Por otra parte, se tomaron los espectros de absorcién de los sustratos individuales en
soluciones reguladoras en el intervalo de pH 6-11.

En la Figura 22 se muestran los espectros de absorcién de VAN, 4-OH y CIN.

——pH®6
—pH8
pH 9
—pH 10
pH 11
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Figura 22: Espectros de absorcion UV-Visible en funcién del pH:
I: VAN, II: 4-OH, I1I: CIN. Solvente: soluciones reguladoras de pH 6-11.

A partir de los espectros de absorcién UV-Visible mostrados en la Figura 22, se puede
apreciar que a pH 6, el 4-OH y VAN se encuentran con su grupo fenélico protonado; en
tanto que a pH 11 ambos sustratos poseen dicho grupo en forma ionizada, es decir como
fenolato. Se sabe que, en los fenoles, al desprotonarse, se producen cambios en el espectro
de absorcion y la banda se corre al rojo®°. Para el CIN, dentro del error experimental, no se
observa corrimiento en el espectro de absorcién en el intervalo de pH 6-11, por lo que se
puede inferir que, en este intervalo de pH, CIN ya se encuentra desprotonado.

En las figuras 23, 24 y 25, se muestran las estructuras quimicas de VAN, 4-OH y CIN
con sus grupos fendlicos protonado y desprotonado como resultado de la variacion del pH
del medio.
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Figura 23: VAN con su grupo fendlico protonado (izquierda) y desprotonado (derecha)
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Figura 24: 4-OH con su grupo fendlico protonado (izquierda) y desprotonado (derecha)

O

Figura25: CINapH6ypH 11
Se realizé ademas una estimacién del valor de pKa para cada sustrato. En funcion de los
pKa estimados (Tabla 1) se seleccionaron dos valores de pH para realizar todos los

estudios: pH 6 (agua) y pH 11 (solucion reguladora).

Tabla 1: Valores de pKa, para VAN, 4-OH y CIN

VAN 4-OH CIN

pKa
7-8 10-11 <6
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4.2. Determinacion del coeficiente de absortividad molar de los compuestos en estudio

Mediante la aplicacién de la ley de Lambert-Beer (Seccion 3.3.3) se determinaron los
coeficientes de absortividad molar de VAN, 4-OH y CIN en agua y en solucién reguladora
de pH 11, a las longitudes de onda de los maximos de absorcién correspondientes. Para
ello se realiz6 una curva de calibracién (absorbancia vs. concentracion de sustrato), para
cada uno de los compuestos estudiados en agua (Figura 26) y solucion reguladora de pH
11 (Figura 27).
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Figura 26: Ley de Lambert-Beer, en agua : I: VAN Il: 4-OH y I11: CIN.
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Figura 27: Ley de Lambert-Beer, en solucion reguladora de pH 11: I: VAN, II: 4-OH
y 111 CIN

En la Tabla 2, se muestran los coeficientes de absortividad molar en agua y en solucion

reguladora de pH 11 para los compuestos estudiados.
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Tabla 2: Coeficientes de absortividad molar de los sustratos VAN, 4-OH y CIN, en agua

y en solucién reguladora de pH 11.

Coef.absortividad molar VAN 4-OH CIN
e (cm*M?) (A) agua 7138 (279 nm) | 1274 (275 nm) | 16930 (272 nm)
g (cm*M?1) () pH 11 22758 (348 nm) | 2216 (292 nm) | 23002 (269 nm)

4.3. Asociacion oscura sensibilizador-sustratos

Dado que algunos sensibilizadores son capaces de interaccionar, en el estado
fundamental, con sustratos fotooxidables, previo a los experimentos de fotooxidacion se
investigd la potencial asociacién oscura entre PN y los compuestos en estudio. Se tomaron
los espectros de absorcion UV-Visible de los sistemas sensibilizador (PN) /sustrato/ oxigeno
(aire) vs. PN en agua (Figura 28) y en solucién reguladora de pH 11 (Figura 29).

500

A (nm)
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Figura 28: Espectros de absorcion UV-Visible de: I: VAN + PN vs. PN,
II: 4-OH + PN vs. PNy lll: CIN + PN vs. PN.
Inserto de la Figura 28; I: Espectro UV-Visible de PN. Solvente: agua
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Figura 29: Espectros de absorcién UV-Visible de: I: VAN + PN vs. PN,
I11: 4-OH + PN vs. PNy I1l: CIN + PN vs. PN.
Inserto de la Figura 29, I: Espectro UV-Visible de PN.

Solvente: Solucién reguladora de pH 11.

A partir de las Figuras 28 y 29, se puede observar que los espectros de absorcion UV-
Visible de las mezclas individuales VAN, 4-OH y CIN + sensibilizador PN (Asesnm = 0.5) vs.
PN (Asesnm = 0.5), no muestran modificaciones en la zona visible del espectro de absorcion
de PN (ver gréfico inserto), bajo las condiciones experimentales de trabajo. Este resultado
permitiria descartar una asociacion oscura apreciable entre el sensibilizador y los tres

sustratos estudiados, tanto en agua como en solucién reguladora de pH 11.

4 4. Experimentos de consumo de sustrato, sensibilizado por PN

Con el objeto de evaluar una potencial interaccion reactiva entre los sustratos VAN, 4-
OH y CIN con la especie reactiva de oxigeno fotogenerada O2(*4y), se llevaron a cabo
experiencias de consumo de sustrato a través de espectroscopia de absorcion UV-Visible.
En las Figuras 30 y 31 se muestra la evolucién espectral de los sistemas sustrato + PN vs.

PN, en aguay en solucién reguladora de pH 11, respectivamente.

49



500

500

50



"
1f 4545
0
<
O " 1 1
200 300 400 500
A (nm)

Figura 30: Evolucion espectral de I: VAN, II: 4-OH y 111: CIN bajo irradiacion
sensibilizada por PN, en agua. Los numeros en los espectros representan los tiempos de

irradiacion expresados en segundos.
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Figura 31: Evolucion espectral de I: VAN, I1: 4-OH y I11I: CIN bajo irradiacion
sensibilizada por PN, en solucion reguladora de pH 11. Los numeros en los espectros

representan los tiempos de irradiacion expresados en segundos.

Como se puede observar en las Figuras 30 y 31, la irradiacion con luz visible del sistema
sensibilizador (PN) / sustrato / oxigeno (aire) vs. sensibilizador (PN) produce cambios en el
espectro UV- Visible de los sustratos en agua y en solucién reguladora de pH 11. Estos

resultados sugieren una interaccion reactiva entre los sustratos y la especie O2(*Ay).
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Se puede observar ademas que a pH 11, tanto VAN como 4-OH son mas reactivos frente
a O2(*Ay). Esto se atribuye a que en medio alcalino los fenoles se encuentran en sus formas
ionizadas. Este hecho ya ha sido reportado en numerosos trabajos en los que se ha
estudiado el mecanismo y el comportamiento cinético de la degradacion fotosensibilizada

de diversos compuestos fenélicos®®.

4.5. Determinacion de la constante de velocidad de desactivacion reactiva (k) de Ox(*Aq)

por los sustratos

Para evaluar cuantitativamente la interaccion reactiva de O(*Ag) con los sustratos en
estudio se utilizé una variante del método de Foote y Ching® (Seccion 3.3.6).

Se realizaron experiencias de consumo de oxigeno por los sustratos y por un compuesto
de referencia (FFA) mediante la técnica de fotolisis estacionaria.

En las Figuras 32-36 se muestran los gréaficos de primer orden para el consumo de

oxigeno por VAN, 4-OH y FFA con PN como sensibilizador.
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Figura 32: Graficos de primer orden para el consumo de O, por
(a) VAN y (b) FFA, en agua. [VAN] = [FFA] =5 x 10 M.
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Figura 33: Graficos de primer orden para el consumo de O por
(a) 4-OH y (b) FFA, en agua. [4-OH] = [FFA] =5 x 10* M.
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Figura 34: Gréaficos de primer orden para el consumo de O; por
(a) VAN y (b) FFA, en solucién reguladora de pH 11. [VAN] = [FFA] =5 x 10 M.
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Figura 35: Gréficos de primer orden para el consumo de O, por
(a) 4-OH y (b) FFA en solucién reguladora de pH 11. [4-OH] = [FFA] =5 x 10* M.

En el caso de CIN si bien se observé un pequefio cambio en los espectros de absorcion
en funcion del tiempo de fotdlisis (Figura 31, Ill), no fue posible detectar consumo de
oxigeno en los tiempos de fotolisis ensayados, para una concentraciéon de CIN de 5 x 10*
M. Esto podria deberse a que la k; de CIN sea demasiado pequefia respecto a los valores
tipicos de las constantes de desactivacion reactiva de O»(*Ag) por una amplia gama de
sustratos (<10° M1s?), y, por lo tanto, no es posible determinarla a partir de medidas de
consumo de oxigeno, debido al limite de deteccion del electrodo especifico utilizado.

En la Tabla 3 se muestran los valores de k; para VAN, 4-OH y CIN en agua y en solucién

reguladora de pH 11.

Tabla 3: Constantes de velocidad de desactivacion reactiva (ki) y total (ki) de O2(*Aq) por

VAN, 4-OH y CIN y relacion (ki/k:). Solvente: agua y solucién reguladora de pH 11.

Sustrato kr x 107 kr x 10”7 kr/ ki ki x 1077 ki x 1077 kr/ ki
Msh) | (Mish) | agua | (Mis?) | (Mis?) | pHIL
agua pH 11 D20 pD 11
VAN 2,3+£0,2 101 0.18 13+1 16+1 0.66
4-OH 1,4+0,1 49+0,5 0,083 17+ 2 29+1 0,17
CIN <0,1 <0,1 <0,1 1,0+£0,1 1,4+0,1 < 0,07
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De acuerdo a los valores de las constantes de velocidad de desactivacion reactiva de
0O2(*Ag) mostrados en la Tabla 3, tanto VAN como 4-OH, presentan un aumento en la
constante de velocidad a pH 11, respecto a agua. Esto se debe a que la reaccion entre
02(*Aq) y fenoles, ocurre a través de la formacién de un complejo de encuentro, con caracter
parcial de transferencia de carga como ya se comento en la Seccién 1.4.1, Figura 4. A pH
11, los grupos OH estan totalmente ionizados, lo cual los convierte en excelentes donantes

de electrones®7-%9,

4.6. Determinacion de las constantes de velocidad de desactivacion total (k) de O»(*Aq) por

los sustratos

Las constantes de velocidad de desactivacion total de O(*A), ki (=ki+ Kg), (procesos 3y
4, Esquema 3), por los sustratos en estudio fueron determinadas por la técnica TRPD de
acuerdo a lo descripto en la Seccién 3.3.7. Experimentalmente, se midieron los t de Oz(*Aq)
en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de los sustratos.

En las Figuras 36 y 37, se muestran los gréaficos de Stern-Volmer para VAN, 4-OHy CIN
en agua deuterada y en solucion reguladora de pD11, respectivamente, a partir de los
cuales fue posible obtener los valores de k; para cada sustrato (Tabla 3).
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Figura 36: Gréficos de Stern-Volmer para la determinacion de la constante de velocidad
de desactivacion total de O, (*Ag), (ki) por I: VAN; I1: 4-OH y 111: CIN, en agua deuterada
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Figura 37: Gréaficos de Stern-Volmer para la determinacion de la constante de velocidad
de desactivacion total de O2(*Ay), (ki) por I: VAN; Il: 4-OH y I11: CIN, en solucién
reguladora de pD 11.

En la Tabla 3, se muestran los valores de k;obtenidos de las pendientes de los graficos
de Stern-Volmer. Como se puede observar, los valores de k;, al igual que los valores de k;,
también estan influenciados por el pH/pD del medio. Para VAN y 4-OH en condiciones
alcalinas, dichas constantes son mayores que a pH/pD neutro debido a la presencia del
grupo fenolato. Este resultado concuerda con datos previos publicados™.

Matrtire y col.”* reportaron que para familias de compuestos hidroxiaromaticos los valores
de k: y kr de las especies ionizadas (ionizacion de los grupos -OH) son superiores a las de
las formas no ionizadas en al menos un orden de magnitud. Criado y col.”? informaron que
la ionizacion de los grupos -OH en hidroxiflavonas, tiene una gran influencia sobre la
cinética de reaccion.

De acuerdo al mecanismo de desactivacion de O»(*Aq) planteado en la Figura 4, cuando
se trabaja a diferentes pH, la estabilizacién del complejo de encuentro dependera de cémo
se deslocalice la carga dentro del mismo. A pH alcalino, la carga se encontrard mas
localizada debido a la presencia del grupo fenolato, por lo que el complejo de encuentro se
estabilizara, lo que lo hace mas reactivo frente a la especie electrofilica O2(*Aq) que a pH

neutro donde el fenol no se encuentra ionizado.
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Ademas, en la Tabla 3 se muestra la relacion k./k;, la cual puede ser interpretada como
una medida de como un dado proceso fotooxidativo puede ocurrir respecto al otro, bajo
determinadas condiciones experimentales. En numerosos trabajos se ha discutido el hecho
de que la comparacion directa de las constantes de velocidad k; y k: en las fotooxidaciones
mediadas por Oz(*Ag), Nno provee una informacién muy relevante acerca de la efectividad de
la fotodegradacion’. Por tal motivo, para evaluar la importancia real del proceso de
fotooxidacion, se suele utilizar la relacion ki/k;, la cual puede interpretarse como una medida
relativa de la fraccion total de colisiones sustrato-O,(*Aq) que efectivamente conducen a la

reaccion quimica.

A partir de los valores de ki/k: mostrados en la Tabla 3 se observa que, tanto el sustrato
CIN, en agua y pH 11, como el sustrato 4-OH, en agua, presentan una mayor contribucién
fisica al proceso de desactivacion total de O,(*Ag) con respecto a VAN. Es decir, que CIN y
4-OH, tendrian mayor capacidad para desactivar a O2(*Ag) a través de un proceso fisico
(proceso 4, Esquema 3). Esto les permitiria a los sustratos, seguir cumpliendo con su
funcion de antioxidante en un nuevo ciclo de proteccion. Esta escasa reactividad quimica
constituye una propiedad muy conveniente para un potencial agente antioxidante ya que al
ser la mayor parte de la interaccion antioxidante-O,(*Ay) de naturaleza fisica, se logra
desactivar al O2(*Aq) y se mantiene intacto (sin deterioro quimico) al antioxidante para seguir

actuando en la preservacién de la calidad y el valor nutricional de los alimentos.

4.7. Capacidad antioxidante de los sustratos frente a aditivos de uso comercial.

Se compararon las velocidades de consumo de oxigeno, en presencia de PN como
sensibilizador, de VAN, 4-OH y CIN con las de los antioxidantes comerciales acido
ascorbico (ASC) y trolox (TRO), en agua (Figura 38) y en solucién reguladora de pH 11
(Figura 39).
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Figura 38: Velocidades relativas de consumo de oxigeno por CIN, 4-OH, VAN, ASC y
TRO, en agua. Sensibilizador: PN.

Como se pude observar en la Figura 38, la velocidad de consumo de oxigeno en agua
por VAN es mayor que la de CIN y 4-OH. Esto permite concluir que VAN tiene una mayor
capacidad antioxidante frente a O2(*Ay) respecto a CIN y 4-OH. Sin embargo, la capacidad
antioxidante de los tres sustratos en estudio resulta menor que la de los antioxidantes de
uso comercial, TRO y ASC.
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Figura 39: Velocidades relativas de consumo de oxigeno por 4-OH, VAN y TRO, en

solucion reguladora de pH 11. Sensibilizador: PN.
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La Figura 39 muestra que tanto la VAN como 4-OH muestran una mayor capacidad
antioxidante frente a O(*Ag) a pH 11, comparada a la Figura 38, donde se muestran las
velocidades de consumo de O»(*Ag) por los sustratos en agua. Sin embargo, el antioxidante
de uso comercial, TRO, sigue mostrando mayor reactividad frente a O(*Ag) que los
sustratos en estudio.

A pH 11, no se realizé el consumo de oxigeno de ASC, ya que no es estable en

condiciones alcalinas®?.

4.8. Interaccidn antioxidante de los sustratos con antioxidantes comerciales

Un método muy utilizado por las industrias alimenticias para la preservacion de sus
productos frente a la oxidacion lipidica, es la aplicacién de mezclas de antioxidantes en los
alimentos, de modo de potenciar la actividad individual de cada compuesto antioxidante por
efecto sinérgico entre ellos’™.

Se determinaron las velocidades de consumo de oxigeno por los sustratos solos y por
mezclas de los sustratos con antioxidantes de uso comercial (ASC y TRO), en presencia
de PN (Figuras 40y 41), con el fin de evaluar el tipo de efecto antioxidante (sinérgico, aditivo

0 antagonico) frente a la especie O2(*Ay).
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Figura 40: Velocidades de consumo de oxigeno por VAN, ASC, TRO y mezclas VAN +
ASC, VAN + TRO, en agua. [VAN] = [ASC] = [TRO] = 6 x 10* M. Sensibilizador: PN.
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Figura 41: Velocidades de consumo de oxigeno por 4-OH, ASC, TRO y mezclas 4-OH
+ ASC, 4-OH + TRO, en agua. [4-OH] = [ASC] = [TRO] = 6 x 10* M. Sensibilizador: PN.

Los resultados de la Figura 40, muestran que, en agua, si bien la mezcla con ASC y
TRO, aumentan la capacidad antioxidante de VAN, esta no muestra ser mas efectiva que
los antioxidantes comerciales utilizados de manera individual a la misma concentracion.

Para el caso de 4-OH, (Figura 41) la presencia de ASC y TRO aumentan su capacidad

antioxidante, es decir gue se observa un efecto antioxidante sinérgico. Es decir, que una
mezcla de 4-OH y ASC presenta una mayor capacidad antioxidante frente a la especie

02(*Ag) que la que ejercen los sustratos individualmente a las mismas concentraciones.
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Figura 42: Velocidades relativas de consumo de oxigeno por CIN, ASC, TRO y
mezclas CIN + ASC, CIN + TRO en agua. [CIN] = [ASC] = [TRO] = 6 x 10* M.
Sensibilizador: PN.

En el caso de CIN (Figura 42), no muestra capacidad antioxidante de manera individual,
en tanto que las mezclas con TRO y ASC muestran capacidad antioxidante idéntica al de
los antioxidantes comerciales por separado, por lo tanto, se puede concluir que la presencia

de CIN no ejerce ningun efecto sobre la actividad antioxidante de los aditivos comerciales.

4.9. Evaluacién de la participacion de la especie O»(*4,) en la fotooxidacion de los sustratos,

sensibilizada por PN.

Para evaluar la participacion de la especie reactiva O2(*Aq) en la fotooxidacion de VAN y
4-0OH, sensibilizada por PN, en agua y en solucién reguladora de pH 11, se realizaron
experimentos de consumo de oxigeno en presencia y ausencia de azida sodica (NaNs), un
inhibidor fisico especifico de O,(*Ag)%:. En tal caso, se espera que en presencia de NaNjs el
consumo de oxigeno se vea inhibido. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras
43- 46.

Cabe aclarar que estos experimentos no fueron realizados con CIN, debido a su baja

velocidad de consumo de O2(*Ay), en las condiciones experimentales ensayadas.
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Figura 43: Consumo de oxigeno de 4-OH en ausencia y presencia de NaNs en agua.
[4-OH] = 6 x 10 M; [NaN3] =1 x 10 M. Sensibilizador. PN.
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Figura 44: Consumo de oxigeno de VAN en ausencia y presencia de NaNs; en agua.
[VAN] = 6 x 10 M; [NaNs] =1 x 10 M. Sensibilizador. PN.
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Figura 45: Consumo de oxigeno de 4-OH en ausencia y presencia de NaNs en
soluciéon reguladora de pH 11. [4-OH] = 6 x 10* M; [NaNs] = 1 x 10 M. Sensibilizador. PN.
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Figura 46: Consumo de oxigeno de VAN en ausencia y presencia de NaNs en solucion
reguladora de pH 11. [VAN] = 6 x 10* M; [NaNs] = 1 x 10 M. Sensibilizador. PN.
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Como puede observarse cualitativamente de las pendientes de los gréaficos, la velocidad
de consumo de oxigeno de los sustratos, VAN y 4-OH, disminuye claramente en presencia
de NaNs, confirmando la participacion de la especie O.(*Ag) en la fotooxidacion de los

sustratos sensibilizada por PN, tanto en agua como en solucién reguladora de pH 11.

4.10. Capacidad prooxidante de los sustratos

La potencial capacidad prooxidante de los sustratos se evalu6 a través de la
determinacién de los rendimientos cuanticos de generacién de O,(!Ay), tal como se
describié en la Seccion 3.3.11, utilizando como actinometro PN. En la Figura 47, se
muestran los graficos de loe en funcién de la energia del laser representada como el

porcentaje de transmitancia de las soluciones utilizadas para filtrar la luz de excitacion.
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Figura 47: Intensidad de emision de fosforescencia de O2(*Aq) a tiempo cero (log) en
funcion del porcentaje de transmitancia de las soluciones utilizadas como filtro.

Solvente: agua deuterada. I: VAN; 11: 4-OH; I11: PN (actinémetro)

En el caso de CIN no se observé una generacion de Oz(*Ag), en las condiciones

ensayadas, por lo tanto, podriamos decir que CIN no posee capacidad prooxidante.
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En la Tabla 4 se muestran los valores de ®, para VAN y 4-OH, obtenidos a partir de los

graficos presentados en la Figura 47.

Tabla 4: Rendimiento cuantico de generacion de O2(*Ay) por los sustratos VAN y 4-OH

en agua deuterada, bajo irradiaciéon directa a 266 nm.

Sustrato [O)Y
VAN 0.25 +0.02
4-OH 0.20 £ 0.02

CIN NG

NG: No se observé generacion de O2(*Ag)

A partir de los resultados mostrados en la Tabla 4, se puede observar que los valores de
rendimiento cuantico de generacion de Oz(*Ag) por los sustratos, no son despreciables con
respecto a sensibilizadores conocidos tales como compuestos de coordinacién basados en
complejos de rutenio (Il) con ligandos poliazaheterociclicos quelantes (®a=1). Si bien VAN
y 4-OH actlian como antioxidantes inhibiendo la especie reactiva O,(*Aq) fotosensibilizada,
se puede observar que también la pueden generar mediante la irradiacion directa a 266 nm.

El hecho de que VAN y 4-OH poseen actividad prooxidante ademas de propiedades
antioxidantes, podria convertirlos en aditivos no recomendables al momento de tener que
seleccionar un sustrato que permita controlar los procesos de autooxidacion en una dada

matriz alimenticia.
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5. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, se pudo caracterizar el comportamiento
fisicoquimico de los compuestos en estudio frente a la especie reactiva Oa(*Ay),

fotogenerada mediante la excitacion del sensibilizador Perinaftenona (PN).

e Los sustratos 4-hidroxifenilalcohol, vanilina y &cido cinamico desactivan fisica y
quimicamente a la especie O2(*Aq), es decir que poseen capacidad antioxidante frente a

dicha especie reactiva de oxigeno.

¢ Los sustratos 4-hidroxifenilalcohol y vanilina poseen mayor capacidad para desactivar
al O2(*Ag) cuando se encuentran en un entorno de pH alcalino, debido a la formacién de un
complejo de encuentro con caracter parcial de transferencia de carga, actuando el O2(*A)
como aceptor de electrones.

¢ 4-hidroxifenilalcohol y acido cinamico desactivan al O(*Aq), principalmente por la via
fisica, tanto en agua como en medio alcalino, lo cual es una propiedad muy deseable al

momento de seleccionar un aditivo con propiedades antioxidantes.

e Las mezclas de 4-hidroxifenilalcohol con los aditivos comerciales, acido ascérbico y
trolox, presentan mayor capacidad antioxidante que cada uno de los sustratos individuales,
en consecuencia, se puede concluir que, en este caso, existe un efecto antioxidante del tipo

sinérgico.
¢ Vanilina y 4-hidroxifenilalcohol son capaces de generar O2(*Ag) bajo iluminacién UV.

Esta propiedad podria convertirlos en aditivos no recomendables al momento de

seleccionar un sustrato que permita controlar los procesos de autooxidacion en un alimento.
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