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Abstract

The oxidation of quinine ((R)-[(2S,4S,5R)-5-
ethenyl-1-azabicyclo[2.2.2]octan-2-yl]-(6-
methoxyquinolin-4-yl)methanol) and
luteolin-7-O-glucoside (3°,4°,5-
trihidroxiflavona-7-O -glucoside) has been
studied. These natural compounds have
bioactive activities: quinine has analgesic,
antiseptic and muscle relaxant properties and
luteolin-7-O-glucoside has a potentially
positive effect against certain diseases like
some forms of cancer and coronary heart
disease and exhibits antioxidant, anti-
inflammatory and anti-hepatotoxic
properties.

This work was focused on the determination
of oxidation mechanism of both compounds;
quinine and luteolin-7-O-glucoside. The
oxidation and degradation processes of
compounds were studied in aqueous
buffered media by electroanalytical
techniques, molecular absorption
spectrophotometry and chromatographic
techniques. The oxidation mechanism
involves electron transfer coupled with
proton transfer and other following chemical
reactions and it is influenced by the acid
base properties of both studied compounds.
The distribution of oxidation products of
these compounds was monitored by HPLC-
DAD.

Se ha realizado un estudio sobre la oxidacion
de la quinina ((R)-[(2S,4S,5R)-5-ethenyl-1-
azabicyclo[2.2.2]octan-2-yl]-(6-
methoxyquinolin-4-yl)metanol) y del
luteolin-7-O-glucosido (3°,4°,5-
trihidroxiflavona-7-O -glucdésido). Estos
compuestos naturales son bioactivos, la
quinina tiene propiedades analgésicas,
antisépticas y relajantes musculares y el
luteolin-7-O-glucosido tiene un efecto
potencialmente positivo contra ciertas
enfermedades como algunas formas de
cancer y enfermedades coronarias, ademas
muestra propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anti hepatotoxicas.

Este trabajo se ha centrado en la
determinacion de los mecanismos de ambos
compuestos, la quinina y el luteolin-7-O-
glucosido. Los procesos de oxidacion y
degradacion de estos compuestos han sido
estudiados utilizando técnicas
electroanaliticas en medio acuoso
tamponado, espectrofotometria de absorcion
molecular y técnicas de separacion
cromatograficas. EI mecanismo de oxidacion
implica la transferencia de electrones
acoplada a la transferencia de protones y
otras reacciones quimicas, y esta
influenciado por las propiedades acido-base
de los compuestos estudiados. La
distribucion de los productos de oxidacion
fue monitorizada mediante HPLC-DAD.



1. Introduccion

1.1. Compuestos naturales estudiados

1.1.1. Quinina

La quinina o chinchona ((R)-[(2S,4S,5R)-5-ethenyl-1-azabicyclo[2.2.2]octan-2-yl]-(6-methoxyquinolin-4-
yl)metanol), es un alcaloide vegetal con uso medicinal que tiene propiedades analgésicas, antisépticas y
relajantes musculares, que se consideraron efectivas como terapia adicional para el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida® , neurodermatitis, rinitis perenne y otras enfermedades??® virales. La

quinina es producida por algunas especies del género Cinchona.

Figura 1. Estructura quimica de la quinina.

La quinina fue utilizada por primera vez para tratar la malaria en Roma en 1631. El mecanismo de
reaccién anti malaria se debe al compuesto estable que forma la quinina con el ADN en el Plasmodium
(genero de protistas, parasito, que infecta a los humanos la malaria, entre otras enfermedades)®. De esta
forma bloquea la replicacion del ADN del Plasmodium y la transcripcién del acido ribonucleico, y, en
consecuencia, tiene efectos curativos. La quinina era el principal compuesto empleado en el tratamiento

de la malaria hasta que fue sustituido por otros medicamentos sintéticos mas eficaces, como la
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quinacrina, cloroquina y primaquina. La quinina se puede utilizar todavia en el tratamiento de la malaria

resistente.

También se intentd utilizar para tratar pacientes infectados con priones, pero con un éxito limitado. Es

un compuesto empleado frecuentemente en la adulteracién de la heroina.

Fue encontrado eficaz como terapia adicional para el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, y para la
neurodermatitis® . Tiene un sabor muy amargo. Es un estereoisémero de la quinidina. Si se toma en
exceso, puede inducir efectos secundarios; las manifestaciones clinicas de la sobredosis incluyen
problemas gastrointestinales, perturbaciones visuales, efectos sobre el sistema nervioso central, y

arritmias cardiacas®.

En los ultimos afios, la quinina ha sido ampliamente usada en la industria, en farmacologia, bioquimica, y
asi sucesivamente. Primero, debido a los cuatro centros quirales (dtomos de carbono en el tercera,
cuarta, octava y novena posicion, tal y como se sefala en la figura 1) en la molécula, la quinina puede
actuar como un ligando quiral y un catalizador en sintesis enantioselectivas’. Ademads, el clorhidrato de
guinina o el sulfato de quinina han sido utilizados ampliamente en la industria cosmética (champu) y en

bebidas gaseosas, especialmente como agente aromatizante®.

Varias técnicas han sido desarrolladas para la determinacién cuantitativa de la quinina en bebidas,
plasma, orina humana, fluidos bioldgicos, o drogas incluyendo productos no acuosos’,
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quimioluminiscencia® , isotacoforesis!!, fluorodensitometrica'?, y fluorimetria’®?®®, directa!®?’

e

indirecta®®1° fotometria y cromatografia?® 2t 22 23,

Un articulo publicado recientemente, en el que se determina quinina en refrescos utilizando
voltamperometria diferencial de impulsos (VDP)*, muestra la actividad electroquimica de la quinina. Se
us6 una disolucién BRB (compuesta por acido fosfdrico, acido acético y acido borico) tampoén de pH 7.96
y un electrodo de grafito lapiz (PGE). El valor del limite de deteccién (LOD) que se obtuvo fue 2*107 M.
Los voltamperogramas ciclicos muestran que al aumentar los valores de pH se produce un
desplazamiento del potencial de pico de oxidacion (Er?) hacia valores menos positivos, lo que significa
qgue los protones son parte de la reaccion del electrodo. Los autores sugieren que el nimero de

electrones que se transfieren es igual 1.

En otro estudio analitico, se determiné quinina usando voltamperometria ciclica en un electrodo de

platino modificado por polipirrol-pentacianoferrato?. El limite de deteccidén fue 1.08*10° M.


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Quinacrina&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Cloroquina
https://es.wikipedia.org/wiki/Primaquina
https://es.wikipedia.org/wiki/Prion
https://es.wikipedia.org/wiki/Hero%C3%ADna
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También se ha utilizado el electrodo de carbono vitrificado modificado por polimero, p-(AHNSA)/GCE,
(poli(4-amino-3-hidroxi-nafthalene acido sulfénico)/ electrodo de carbono vitrificado modificado) para la
deteccién electroquimica de quinina en formulaciones farmacéuticas y de orina humanas? . En este
estudio se empled voltamperometria ciclica de onda cuadrada y se observé que la quinina muestra una
respuesta mds alta en el electrodo modificado comparado con los electrodos de carbono vitrificado sin
activar y activados en la solucidon tampdn fosfato de pH 7.0. Utilizando voltamperometria ciclica se
descubrid que se trata de un proceso controlado por adsorcién, puesto que el pico de corriente es
proporcional a la velocidad de barrido en un rango de 0.1-3 V/s. Esto fue utilizado para acumular
compuesto en la superficie del electrodo para obtener un limite de deteccién bajo. El valor obtenido del
limite de deteccién (LOD) fue 1.42*10% M. En este estudio se sugiere que son dos electrones y dos

protones los que participan en la oxidacion.

1.1.2. Luteolin-7-0-Glucosido

El luteolin-7-O-glucosido es un flavonoide que pertenece al grupo de las flavonas. Es un derivado
glucdsido de la luteolina. El luteolin-7-0O-glucdsido ha sido identificado en las hojas y flores de diente de

ledon?’.

Figura 2. Estructura quimica del Luteolin-7-O-Glucosido.

La luteolina y sus glucdsidos son responsables del color amarillo de varias plantas, por ejemplo: Reseda
luteola L., que se usé como colorante amarillo natural para tefiir textiles desde la antigiiedad®® . Los
tintes amarillos flavonoides utilizados para colorear tapices antiguos se extrajeron de las bayas de
algunas especies de Rhamnus y de la corteza de quercitron (Quercus velutina L.), importado de América

del Norte?® o de Alnus jorullensis y salvia sagittata.



Estos compuestos pertenecen a un grupo mds genérico denominado polifenoles, que engloba a un gran
grupo de compuestos relacionados estructuralmente, y ampliamente distribuidos en la naturaleza. Son
componentes muy importantes de los alimentos estando presentes en muchos productos naturales,
principalmente en frutas y verduras que contribuyen a su sabor y color®® . La familia de los flavonoides es
una forma ubicua de polifenol que los humanos ingieren con una dieta regular. Hasta la fecha, se han
identificado mas de 4.000 compuestos flavonoides individuales. Los flavonoides en las plantas suelen

estar presentes en forma de glucésidos, aunque también se encuentran como agliconas.

Existe un interés creciente en el estudio de los polifenoles debido a su efecto potencialmente positivo
contra ciertas enfermedades. Principalmente algunas formas de cancer y enfermedades coronarias. El
efecto se atribuye a la inhibicién de determinadas enzimas, y a la actividad antioxidante, proteccion
vascular, antihepatotdxico, antialérgico, antiproliferativo, propiedades antiosteopordticas vy

antiinflamatorias®\2,

El mecanismo de oxidacién de los polifenoles y su estabilidad en solucién depende del pH333*, La ruta de
oxidacion de los compuestos hidroxilados viene dada por la distribucién de varias formas de disociacion
en disolucion®%, Las vias de oxidacidn de los compuestos hidroxilados se parecen al “scheme carre”.
Este esquema fue publicado por Jacq J. para reacciones de reduccién®, el cual asume que las reacciones
de protonaciéon son mucho mas rapidas que los procesos de transferencia de electrones. De la misma

forma, la oxidacidn se acopla a la transferencia de protones®” como se muestra en la Figura 3.

-H -H'

AH, =—=>= AH =—2= A~
+H +H

-e -e -e
-H' -H'

AH,* =—> AH =—"2> A
+H" +H

-e -e -€
-H' -H'

AH22+<—_> AH*Y — — A
+H" +H

Figura 3. Esquema cuadrado para la oxidacion.



Para la caracterizacion de sus propiedades redox, se requiere el conocimiento de la constante de
disociacion de estos compuestos; sin embargo, su determinacion correcta esta relacionada con el

problema de la mala estabilidad de sus disoluciones en presencia del oxigeno del aire***2,

En general, existe un gran interés en el estudio de las propiedades redox de los flavonoides debido a las

ya comentadas propiedades beneficiosas para la salud.

El mecanismo de oxidacion del Luteolin-7-O-glucosido no se ha estudiado todavia, por tanto, para iniciar
su estudio se ha tenido en cuenta lo ya publicado respecto a la actividad electroquimica de compuestos

parecidos al Luteolin-7-O-glucosido.

En los articulos publicados hasta ahora, el mecanismo de oxidacién del luteolin no se ha elucidado
completamente. Sin embargo, Liu et al.** describié la oxidacién a pH = 4 involucrando dos electrones y
dos protones. Filipiak** realizé voltamperogramas ciclicos en diferentes tampones y se encontré que el
potencial de oxidacidn depende del pH de la disolucion. También se ha descrito la participacién de

protones en el proceso de oxidacidn de polifenoles e hidroquinonas®4>-*,

En varios estudios, se ha encontrado que la oxidacidn electroquimica del anillo de catecol en la molécula
del luteolin incluye la participacion de dos electrones y dos protones, y conduce a la formacion del
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derivado de la o-quinona También utilizando métodos enzimaticos y espectroscdpicos se ha

mostrado que en la oxidacidn de la quercetina y otros compuestos fendlicos interviene un electrén,> >,
Y ademas pueden tener lugar, varias reacciones quimicas posteriores como la hidroxilacién o la

dimerizacion*>°%°35557,

1.2. Métodos analiticos

1.2.1. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es una técnica electroquimica que mide la corriente que se produce en una
celda electroquimica cuando se aplica un barrido de potencial en el electrodo de trabajo, en condiciones
estacionarias; es decir, sin agitacion. El barrido de potencial tiene forma triangular, de tal manera que el

potencial varia desde un valor inicial (Ej) hasta un vértice y seguidamente se hace un barrido inverso



llegando hasta un valor de potencial que habitualmente es igual al inicial. La intensidad de corriente que
se produce se representa en funcién del potencial aplicado y la curva i-E obtenida se le denomina

voltamperograma ciclico.

El potencial del electrodo de trabajo es medido a través del electrodo de referencia que mantiene
constante su potencial, y el potencial del electrodo de trabajo varia de forma triangular como se muestra
en la Figura 4°®. De manera que inicialmente el barrido va aumentando hacia potenciales mayores,
empezando por un potencial menor (a) y terminando en un potencial mayor (d), en el caso de la

oxidacion y, en el caso de la reduccion, al contrario.

Potencial, V vs. Electrodo de
referencia

g
Ciclo 1 Ciclo 2

Tiempo (s)
Figura 4. Dependencia del potencial aplicado con el tiempo.

Se obtiene un voltamperograma ciclico midiendo la corriente en el electrodo de trabajo durante los
barridos de potencial®®. La Figura 5 muestra un voltamperograma ciclico resultante de una reaccidn

redox electrdnica. Considerando la siguiente reaccion reversible:
Ox:M—-e =M’

Red: M*+e-= M
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VOLTAMPEROGRAMA CICLICO
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Figura 5. Voltamperograma de una reaccion de oxidacion-reduccion electrdnica.

En la Figura 5, el proceso de oxidacién se produce a partir de (a) el potencial inicial hasta (d) el potencial

de conmutacidn. En esta region el potencial se escanea positivamente para causar una oxidacién. La
corriente resultante se denomina corriente anddica (I%). El pico de corriente anédica (lp°) es proporcional
a la concentracién del compuesto oxidado. El potencial de pico correspondiente se mide en (c), y se
denomina potencial de pico anddico (Ep?). Después de que se haya alcanzado el potencial de
conmutacion (d), el potencial escanea negativamente de (d) a (g). Esto da lugar a la corriente catddica

(I°) y a la reduccién. El pico de corriente catéddica (Ip€) también es directamente proporcional con la

concentracién del compuesto. El potencial del pico en (f) se denomina potencial de pico catédico (Ep°).
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Para poder calcular los picos de corriente hay que restar a los maximos correspondientes el valor de la
corriente de la base, respectivamente.
| ajc — | .max _ |
p =Ip base
La instrumentacién utilizada para la voltamperometria ciclica consiste en una celda electroquimica, un
potenciostato, un convertidor de corriente a voltaje y un sistema de adquisicion de datos. La celda
electrolitica consiste en un electrodo de trabajo (WE), un electrodo auxiliar (CE), un electrodo de
referencia (RE) (Figura 6) y una disolucién electrolitica. El orden de la superficie del electrodo de trabajo

es de milimetros y por ello la cantidad de sustancia que se oxida o reduce es muy pequena.

WE

E

m Ar
'

»

CE

Figura 6. Celda electroquimica con los electrodos.

El objetivo de la disolucion electrolitica es proporcionar iones a los electrodos durante la oxidacion y
reduccidon. Un potenciostato es un dispositivo electrénico que usa una fuente de alimentacion de
corriente continua para producir un potencial que se puede mantener y determinar con precisién. El
convertidor de corriente a tensién mide la corriente resultante, y el sistema de adquisicion de datos

produce el voltamperograma resultante.
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La voltamperometria ciclica puede ser usada para el estudio cualitativo de procesos electroquimicos bajo
diversas condiciones, asi como para determinar la presencia de intermedios en reacciones de oxidacién-
reduccidon, o la reversibilidad de la reaccion. También puede ser utilizada para determinar la
transferencia electrénica de un sistema, el coeficiente de difusién de un analito, y el potencial formal de
reduccidn, el cual puede ser utilizado como una herramienta de identificacion. Debido a que la corriente
es proporcional a la concentraciéon puede ser determinada mediante la generaciéon de una curva de

calibrado de corriente frente a concentracion.

1.2.2. Espectroelectroquimica UV-Vis.

La espectroscopia ultravioleta-visible se refiere a la espectroscopia de absorcion o de reflectancia en
parte de la regidn ultravioleta y en las regiones espectrales visibles adyacentes. La absorciéon o
reflectancia de radiacion en el rango visible afecta directamente al color percibido de los productos
guimicos involucrados. En esta regidon del espectro electromagnético, los dtomos y las moléculas

experimentan transiciones electrénicas®.

El equipo utilizado en la espectrometria ultravioleta-visible es un espectrofotémetro UV-Vis. Mide la
intensidad de luz que pasa a través de una muestra (), y la compara con la intensidad de luz antes de
pasar a través de la muestra (lo); y el valor de absorbancia se relaciona con la concentracién de analito en

la muestra a través de la ley de Lambert-Beer.

Las partes basicas de un espectrofotometro son una fuente de radiaciéon (a menudo una lampara de
filamento incandescente de wolframio para las longitudes de onda visibles, o una ldampara de arco de
deuterio en el ultravioleta), un soporte para la muestra, una rejilla de difraccion o monocromador para
separar las diferentes longitudes de onda de la radiacién, y un detector. El detector suele ser un

fotodiodo o] un detector de dispositivo acoplado de carga (ccb).
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Detector

Cubeta con
muestra

rendija

Prisma

rendija

Fuente de rem
Figura 7. Espectrometro.

La Espectroelectroquimica permite obtener y analizar la respuesta espectral, de la capa de disoluciéon
cercana al electrodo de trabajo (capa de difusidn), durante cualquier proceso electroquimico. Si el rango
espectral estudiado estd dentro de la regidn ultravioleta-visible, se hablard de Espectroelectroquimica
UV-Vis. De esta manera es posible registrar el espectro de absorcidn molecular durante la oxidacién o
reduccion de un compuesto en el electrodo de trabajo. Es una técnica muy util para estudiar los procesos
electrdnicos a través de reactivos, productos o intermedios que absorban en la regién UV-Vis. En cuanto
a la instrumentacidn, es necesario utilizar una celda espectroelectroquimica, y que haya una buena
sincronizacién entre el potenciostato y el espectrofotometro para saber en todo momento a qué valor
de potencial corresponde el espectro que se esta registrando. Por otro lado, el tiempo de respuesta en el
detector debe ser el adecuado para registrar espectros a velocidad lo suficientemente elevada; por ello

el detector suele ser una bateria de diodos.

La radiacion, partiendo desde el exterior de la celda, incide perpendicularmente sobre el electrodo,
atraviesa la capa de difusidn y la disolucién del electrolito. Finalmente vuelve a salir de la celda y se
detectan los cambios de absorbancia provocados por la variacién en la concentracion y debidos a la
desaparicién o generacién de especies croméforas. Para ello es necesario utilizar un electrodo

Opticamente transparente.

En este trabajo se ha utilizado una celda espectroelectroquimica con electrodo de capa fina épticamente
transparente (OTTLE, Specac UK). El sistema estaba compuesto de tres electrodos, el electrodo auxiliar y

el de trabajo eran de platino y el electrodo de referencia de Ag|AgCl.
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Figura 8. Celda espectroelectroquimica.

1.2.3. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucidon (HPLC) es una técnica de separacion cromatografica que se
caracteriza porque la fase movil es liquida. El principio de separacién se basa en la diferente afinidad, de

los componentes de la muestra, por la fase estacionaria y fase mavil usadas en la separacion.

La HPLC de fase inversa (RP-HPLC) consiste en una fase estacionaria apolar y una fase movil de polaridad
moderada. Una de las fases estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia son las
constituidas por grupos alquilos tales como CisHs7 (C18) o CgHi7 (C8), fijados a un soporte sdlido inerte
(silice). El tiempo de retencidén es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras que las

moléculas de cardcter polar eluyen mas rapidamente.

El esquema de un equipo de HPLC se muestra en la Figura 9 y consta de las siguientes partes:

. El desgasificador se utiliza para eliminar el posible oxigeno disuelto en los disolventes y evitar
asi la formacién de burbujas que darian lugar a variaciones en el flujo e interferirian en el
proceso de separacion.

° El inyector de muestra introduce la muestra en el sistema y la fase maovil la lleva a la columna,

normalmente se utilizan vdlvulas Rheodyne de seis vias.
. Las bombas impulsan la fase mdvil con una determinada composicién y a un determinado

flujo, a través de la columna; por lo general se utilizan bombas de doble pistén para evitar
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pulsaciones en el flujo que darian lugar a fluctuaciones en el detector y distorsionarian la linea
de base. Algunos modelos de bombas de HPLC pueden mezclar multiples solventes en
proporciones que cambian en el tiempo, generando un gradiente de composicién en la fase
movil.

. El detector genera una sefial proporcional a la concentracién de analito en la muestra y que
emerge de la columna, lo que permite el andlisis cuantitativo de los componentes de muestra.
Algunos de los detectores de uso mdas comun, son los detectores de UV-Vis, detectores de matriz

de fotodiodos (PDA) o los basados en espectrometria de masas.

) Un microprocesador digital y un software controlan el equipo y proporcionan el andlisis de los
datos.
. La mayoria de los equipos de HPLC cuentan con un horno de columnas, que permite fijar la

temperatura a la cual se realiza la separacion.

Figura 9. Esquema de un equipo HPLC. (1) Disolventes, (2) desgasificador de los disolventes, (3) valvula de
gradiente, (4) mezclador de fase mavil, (5) bomba de alta presion, (6) valvula en posicion de inyeccion,
(6°) valvula en posicion de descarga, (7) bucle del inyector de muestra, (8) pre-columna, (9) columna

analitica, (10) detector, (11) software para la adquisicion de datos (12) colector de residuos.
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1.2.4. Culombimetria

En los métodos culombimétricos se mide la cantidad de electricidad (expresada en culombios) necesaria
para producir una transformacion cuantitativa de una sustancia (oxidacion o reduccién). Utiliza corriente
eléctrica directa (DC;) para provocar reacciones quimicas no espontaneas; y es comercialmente

importante como una etapa en la separacion de elementos de fuentes naturales tales como minerales.

Se puede diferenciar entre dos técnicas culombimétricas: la potenciostatica y la amperostatica. En la
primera, el potencial del electrodo de trabajo se mantiene constante en un valor determinado, al cual se
produce la oxidacién o reduccién cuantitativa del analito sin que interfieran otros componentes de la

muestra. En la segunda lo que se mantiene constante es la intensidad de corriente.

En cuanto a la instrumentacidn, se necesita una celda de electrélisis, un potenciostato (para mantener
un potencial constante en el electrodo de trabajo) y un dispositivo integrador para calcular la carga
transferida. Habitualmente se utiliza una celda con tres electrodos. El electrodo auxiliar se encuentra en
el compartimento catédico y estd separado por un plato poroso del compartimento anddico, donde se
encuentran el electrodo de trabajo y el de referencia. La superficie del electrodo de trabajo es grande y

se suele trabajar con agitacion.

Figura 10. Celda electrolitica.
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2. Objetivo del estudio

El objetivo principal de este trabajo es el estudio electroquimico de dos compuestos bioactivos naturales

seleccionados, quinina y luteolin-7-O-glucosido.

Mas concretamente, se estudiara el proceso de oxidacidon electroquimica de los compuestos antes
mencionados ya que, hasta ahora en los trabajos publicados, todavia no se ha llegado a conclusiones
claras. Para llevar a cabo este estudio se utilizaran diferentes técnicas de analisis como son las técnicas

electroquimicas, las espectrofotométricas y las cromatograficas.
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3. Materiales y métodos utilizados

3.1. Reactivos

Los compuestos estudiados han sido:

- Quinina (CH24N,0;, fig. 1; Sigma-Aldrich, Praga, Republica Checa)
- Luteolin 7-0-glucosido (C>:1H20011, fig.2; Sigma-Aldrich, Praga, Republica Checa)

Para la realizacién de las voltamperometrias ciclicas, el electrolito utilizado varia dependiendo del

compuesto estudiado. Se utilizaron tampones de diferentes pH pero constituidos por las mismas
disoluciones, siendo una de ellas una disolucion acida (BRB, Britton-Robinson Buffer) 0.04M compuesta
por tres reactivos acidos todos en la misma proporcién: acido fosforico (H3POg4; Sigma-Aldrich, Praga,
Republica Checa), acido acético (CH3COOH; Lachema, Brno, Republica Checa) y acido bdrico (H3BOs;
99.5% Sigma-Aldrich, Praga, Republica Checa), y la otra disolucion es una basica 0.2M de hidroxido de
sodio (NaOH; Lachema, Brno, Republica Checa). Estos tres acidos, debido a sus diferentes pK, forman
diferentes sales y gracias a esto cubre un rango muy grande de valores de pH. En el caso del Luteolin-7-
O-glucosido a estos tampones usados de electrolitos se le afiadia la misma cantidad de etanol (C;HsOH;

96% ADR/RID Lachner Company).

Para el estudio de espectroelectroquimica UV-Vis se utilizé una disolucion 0.1M de cloruro de potasio

(KCl; Lachema, Brno, Republica Checa) y Argdn (Ar; Messer technogas, Praga, Republica Checa). Para
limpiar esta celda se utilizé agua, etanol (C;HsOH; 96% ADR/RID Lachner Company), acetonitrilo (CHsCN;
anhidrido 99.8%, Sigma-Aldrich, Praga, Republica Checa) y una disolucién de acetonitrilo vy

hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPFs; Sigma-Aldrich, Praga, Republica Checa).

Los eluyentes utilizados en el andlisis cromatografico (HPLC) fueron una disolucién al 0.1% de acido

fosforico (HsPQg; Sigma-Aldrich, Praga, Republica Checa) en agua y acetonitrilo.

En la realizacion de la_culombimetria el electrolito utilizado fue una disolucion 0.1M de cloruro de
potasio (KCI; Lachema, Brno, Republica Checa) y una disolucion 4mM de hidréxido de potasio (KOH;

Lachema, Brno, Republica Checa).
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3.2. Instrumentacién y procedimiento.

3.2.1. Voltamperometria ciclica

Se utilizé una celda electroquimica de tres electrodos:

- Electrodo de referencia (RE): Ag|AgCl|1M LiCl separado del resto de la disolucién por tabique

poroso.

Electrodo de trabajo (WE): de carbono vitrificado de didmetro 0.7 mm. Este tipo de electrodo
se utiliza para procesos de oxidacidn y tiene la ventaja de tener una amplia ventana de potencial,

ademds de la facilidad para renovar la superficie para el intercambio electrénico®.

Electrodo auxiliar (CE): de platino.

Figura 11. Celda electroquimica utilizada en la voltamperometria ciclica.

Todos ellos fabricados por el propio laboratorio del instituto J. Heyrovsky.

Para realizar estas medidas se utilizd un potenciostato AutoLab PGSTAT 30 (Metrolim Switzerland) y el

software Nova 2.1.3.

El procedimiento llevado a cabo consistia en someter, primero solo a la disolucién del electrolito y

después a la disolucién junto con el compuesto natural a estudiar, a un barrido de potencial que varia
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dependiendo del compuesto, de su concentracidn y del pH del tampdn. Para eliminar el oxigeno disuelto,
en primer lugar, la disolucién se burbujeaba directamente con Argdn. Con el luteolin-7-O-glucosido, al
ser la disolucién hidroalcohdlica (tampdn-etanol 1:1), se hacia pasar el argdn por el etanol (96%) primero
para saturarlo de este y luego por la celda. Después de cada medida, el electrodo de trabajo de carbono
vitrificado era limpiado con agua, frotandolo de forma circular en una tela de terciopelo (Buehler,
Alemania) en la cual se colocaba dxido de aluminio (Ill) con agua. A continuacién, el electrodo, se
aclaraba con agua, se secaba y se volvia a introducir en la celda listo para una nueva medida. Se
realizaron experimentos variando la concentracion y la velocidad de barrido de potencial. Los datos

obtenidos con estos experimentos fueron estudiados con el programa OriginPro8.

3.2.2. Culombimetria

Esta parte experimental, se realizd utilizando una celda con dos compartimentos, anddico y catédico,
separados por un plato poroso y el potenciostato utilizado fue PGSTAT 12 AUTOLAB. Ademas, se realizd
de forma simultanea al andlisis por HPLC con el fin de determinar los posibles productos de la oxidacidon

de los compuestos.

En el compartimento anddico se encontraban los electrodos de trabajo y de referencia. El electrodo de
referencia es el mismo que en el caso de la voltamperometria ciclica y también se encontraba separado
del resto de la disolucion. En cambio, el electrodo de trabajo se trata de un electrodo pasta de carbono.
En el compartimento catddico se encontraba el electrodo auxiliar de carbono. Todos ellos fabricados por

el propio laboratorio.

La preparacion de la celda fue igual en ambos compuestos. En primer lugar, antes de afadir el
compuesto, se pipetea parte del electrolito inerte en el compartimento anddico y se burbujea con argon.
Se hace en el anddico ya que el catédico no tiene entrada para el argdn. Tras diez minutos
aproximadamente burbujeando la disolucién, con ayuda de una pipeta se pasa al compartimento
catddico. El resto de la disolucién se introduce en el compartimento anddico y se vuelve a burbujear con
argon, de esta forma tenemos la disolucidon en una atmosfera inerte en ambos compartimentos. Tras

esto ya se puede afiadir el compuesto y empezar con las medidas.
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3.2.3. Espectroelectroquimica Ultravioleta-Visible.

Se utilizé un espectrofotometro UV-Vis-modelo Agilent 8453 de matriz de diodos y una celda espectro
electroquimica de capa delgada con electrodo de capa fina dpticamente transparente (OTTLE, Specac

UK)
o Quinina:

Se prepard la disolucién en ausencia de oxigeno. Para conseguir esto, se pesd y se introdujeron en

un

vial 0.51mg de quinina, se tapd el vial y se inyectd argdn. En otro vial se pipeteé 8 mL una disolucidn

de KCI 0.1M, se tapd y se inyectd argdn. Tras unos minutos, ambos viales se conectaron con u

na

aguja y debido a la presion que ejercia el argdn sobre la disolucién, 3mL de la disolucién pasaron a

través de la aguja, hasta el vial con el compuesto, disolviéndolo. De esta forma el oxigeno

interviene ni contamina la muestra. La concentracién de la quinina fue de 0.5mM.

no

A continuacidn, se inyectd en la celda espectroelectroquimica la disolucidon de 0.5mM, ésta se colocd

en el espectrometro y se midid su espectro UV-Vis; habiendo realizado previamente un blanco con

agua.

A continuacidn, se realizé una voltamperometria ciclica, con un rango de potencial entre 0.2V a 1.1V

y una velocidad de barrido de 5mV/s, a la vez que se registraba el espectro UV-Vis.

Después de cada medida, se realizd una limpieza quimica de la celda;; para ello se utilizé agua,

etanol, acetonitrilo. Cada disolvente se inyecto de manera individual con una jeringuilla, y en una

cantidad de 0.5 mL. Para terminar la limpieza de la celda se utiliza una disolucién 0.1M

acetonitrilo y TBAPFs (hexafluorofosfato de tetrabutilamonio) que se coloca la celda en

de

el

espectrometro y se impone un potencial reductor. De esta forma se realiza también una limpieza

electroquimica, donde la superficie del electrodo de trabajo se limpia con la formacién de H; a

un

potencial negativo, dando lugar a PtH, (platinum black) en la superficie y después lavandolo con

acetonitrilo. Este proceso se repitio varias veces.

Una vez limpiado el sistema, se puede volver a realizar otra medida.
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0 Luteolin 7-O-Glucosido:

Se prepara una disolucidon en ausencia de oxigeno de la misma forma que con la quinina. En este
caso se utilizdé una disolucién compuesta por una disolucion tampén de pH=4,18 (NaOH 0.2M y BRB

0.04 M) y una disolucidn de etanol 1:1. La concentracion de Luteolin-7-O-glucosido fue 0.7 mM.
La primera medida tomada fue de la disolucidon tampdn junto con el etanol, el blanco.

La limpieza de la celda se realizé de la misma forma que con la quinina.

3.2.4. Cromatografia liquida de alta resolucién con detector de diodos alineados (HPLC-

DAD)

El equipo de HPLC utilizado fue un Agilent serie 1200; equipado con un desgasificador a vacio, una
bomba cuaternaria, un inyector de muestras automatico, un detector DAD y un detector de
fluorescencia. Para la separacién de los compuestos se usaron diferentes columnas, para la quinina se
usé una columna C18 (HyPurity C18, 150x3mm), con un tamafio de particula de 5um, de Thermo
Scientific, (USA, Dubuque), y en el caso del luteolin-7-O-glucosido se us6 una columna C8 (HyPurity C8,
150x3mm) también con un tamafo de particula de 5um y de Thermo Scientific, (Dubuque USA). En
ambos casos, la columna estaba unida a una pre-columna C18 (HyPurity C18, 10x3mm, 5um, Thermo
Scientific, USA, Dubuque). La columna se colocé dentro de un horno termostatado a 202C. El equipo de

HPLC se controld a través del software ChemStation (Agilent OpenLAB CDS Chemstation).

Con este equipo se analizaron muestras de quinina y de luteolin-7-O-glucosido antes y después del

proceso de electrolisis.

La composicion de la fase moévil y flujo fue diferente segln el analito analizado. En la tabla 1 y tabla 2 se
muestran los gradientes de elucidon y flujos utilizados en el analisis de las muestras de quinina y de
luteolin-7-O-glucosido, respectivamente. EI método usado para el luteolin-7-O-glucosido fue usado
previamente en un trabajo publicado para el andlisis de los productos de oxidacion del luteolin®,

obteniéndose una buena separacién por lo que se mantuvo con ligeras modificaciones.
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Tabla 1. Método usado para el andlisis por HPLC de la quinina. Flujo: 0.600 mL/min.

Time (min) % ACN % 0.1% H3PO,/agua
0 5 95
5 5 95
30 50 50
40 70 30
41 100 0
45 100 0
46 15 85

Tabla 2. Método para el andlisis por HPLC del luteolin-7-O-glucosido. Flujo: 0.2mlL/min.

Time (min) % ACN % 0.1% H3PO./agua
0 5 95
2 5 95
30 60 40
35 100 0
55 100 0
70 5 95
75 5 95
77 5 95
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4. Resultados

4.1. QUININA

4.1.1. Voltamperometria ciclica

Se hicieron experimentos cambiando la concentracién y a una velocidad constante de barrido vy
viceversa. También se comparé el comportamiento de la quinina a diferentes pH, pero trabajando a

concentraciéon y velocidad de barrido constantes.

En la Figura 12 se observa la dependencia de la velocidad de barrido a una concentraciéon y un pH
constante. El potencial de pico que se obtiene con estas medidas es constante al variar la velocidad de

barrido. Sin embargo, el pico de corriente (Ip) va aumentando de forma proporcional a la velocidad de

barrido.
15 0.6 Vis l
0.4Vlis
0.25VIs
10 4 0.14 Vis
0.06 Vis
g s
=
0 -

E/V

Figura 12. Voltamperograma ciclico de la quinina a diferentes velocidades de barrido a pH=2.1y

concentracion 0.2 mM.
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Con los voltamperogramas obtenidos a diferentes velocidades de barrido, se obtuvieron tanto las I,
como las E,. Estos valores son importantes para poder describir el mecanismo de oxidacion del
compuesto. Si el pico de corriente anddica (I,*) aumenta linealmente al aumentar la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido significa que el proceso de oxidacion esta controlado por el proceso de difusion. La
Figura 13 muestran la dependencia lineal de la intensidad de pico con la velocidad de barrido, en dos
disoluciones acidas; como puede observarse hay una dependencia lineal entre I, y la raiz cuadrada de la
velocidad de barrido y ademas la pendiente es positiva, por tanto se deduce que, en condiciones acidas,

la oxidacidn de la quinina es controlada por el proceso de difusién.

15 - i
pH=2.1 pH=4.18
®
10 4
<
gl < -
~ ~—~
~" s o ~=
®
®
e
0 T 1 0 T T T
0.0 05 1.0 0.0 05 1.0
12 12 -172 -
W vitg V1/2 / V1/2 s 12

Figura 13. Dependencia de la corriente de pico con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido a pH=2.1y

pH=4.18 a concentracion constante de quinina de 0.2 mM.

En la Figura 14 se muestran los voltamperogramas obtenidos a diferentes concentraciones de quinina,
pero a un pH y una velocidad de barrido constantes. Como puede observarse la intensidad de pico

aumenta de forma proporcional a la concentracién, como cabia esperar.
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Figura 14. Voltamperograma ciclico a diferentes concentraciones de quinina a pH=2.1 y velocidad de

barrido 0.1 V/s.

Durante la oxidacién se forma un producto (P). La reduccidn de este producto se produce sobre 0.23V,

ademas se trata de una reaccidon reversible, porque se puede ver un pico que corresponde al pico de

oxidacion en el segundo barrido.

Cuando se trabajé en medios neutros y basicos, se obtuvieron los resultados que se muestran en la

Figura 15 para diferentes concentraciones de quinina.

pH=6.46
0.95mM
20r 0.38 mM
0.20 mM
—
P~
0.0} s ..
0.0 0.5 1.0 1.5

EIV

IpA

pH = 7.56

E/V
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Figura 15. Voltamperogramas ciclicos a pH neutros y bdsicos a una velocidad de barrido de 0.1V/s

cambiando la concentracion de quinina.
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pH=4.18

pH= 6.46

pH= 7.82
pH= 8.38
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pH=9.95
pH=10.13
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Figura 16. Voltamperograma ciclico a diferentes pH a velocidad de barrido 0.1 V/s a una concentracién

de quinina constante de 1 mM.

En la Figura 16 se muestra de forma conjunta los resultados obtenidos para los diferentes pH ensayados.
Como puede observarse, a medida que aumenta el pH, el potencial de pico (Ep) se desplaza hacia valores
mas bajos de potencial, lo que sugiere que el proceso de oxidacion es mas facil en disoluciones alcalinas

que en acidas. Esto significa que la oxidacion involucra la participacion de protones®,
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En cuanto al producto P, se ha observado que sélo se forma en disoluciones acidas de pH 2,1 a 6,16.
Teniendo en cuenta el diagrama de dreas de predominio acido-base, para las especies de la quinina
(Figura 17), y que el producto P sélo se forma a pH acidos; se puede deducir que el producto P se forma
s6lo cuando la molécula protonada de quinina es oxidada, y ademas este producto es electroactivo. Los
calculos de la deslocalizacion del orbital HOMO molecular sugieren que el grupo etenilo es el que sufre la

oxidacion.

Diagrama de distribucion

v | HAN N\ ,
N\ [ BA N\ /AT
70% \ / \

60% \ / \
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/\ \ o
30% / \ \ A2-
20% / \ \
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100%

.r

% concentracion

40%

Figura 17. Diagrama de distribucion de la quinina.

Dado que la quinina (QN) tiene dos valores pKa, existe predominantemente como cation
monoprotonado (QNH +) hasta pH=4 y esta forma existe en disolucidn hasta alcanzar un pH=6.2. Desde
pH=4 a pH=9, la forma anidnica estd presente en la disolucién. Para pH mayores a 9, el dianién es la
forma predominante. Como ya se ha comentado anteriormente, también se investigo el efecto del pH de
la solucién tampdn en el potencial de pico de oxidacion de QN. El cambio negativo en el potencial de
pico de oxidacion debido a la variacion del pH de la solucién acida a la basica indica la participacién de
protones en el proceso de oxidacidn. La relacion entre el potencial maximo y el pH fue lineal. El valor de
la pendiente sugiere una transferencia de electrones acoplada a protones que implica un nimero igual

de protones y electrones.

El diagrama de distribucidn de la quinina fue calculado teniendo en cuenta las siguientes ecuaciones:
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K,
H,A-»HA "+ H"

 [HAT]- [HT] c = [H,A] + [HAT]
L [HaA]
[H2A ] = %'[H] [HAT] = ¢ — [H2A]
[Hoa] = CHAD(HT _ c[H'] —{H:AL[H]

Ky Ky

[HoA] - Ky + [HT| - [H2A] =c- [H"]
[HA] - (Ky + [H']) = ¢ [H7]

[HoA] = ﬂ

’ Ky + [H']
HA = -~
Ky + [H"]

La dependencia del potencial de pico con el pH es lineal, el valor de la pendiente es igual a 62 mV/pH.
Este valor esta préximo al valor tedrico de 58 mV/pH, lo que puede sugerir que en la oxidacién participan
el mismo numero de electrones y protones. Puede tratarse de una transferencia de lelectron/lproton o
2 electrones/2 protones. Es necesario determinar el nimero de los electrones que participan en la
reacciéon mediante una electrolisis exhaustiva (Culombimetria). Este nimero es calculado en el apartado

4.1.3.
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Figura 18. Dependencia del potencial de pico frente al pH.

Anteriormente, se ha deducido que el proceso de oxidacién esta controlado por difusién, por lo tanto, se
puede estudiar el mecanismo de reaccidn utilizando los datos que se obtuvieron al relacionar el

potencial de pico con la velocidad de barrido o la concentracién.

La dependencia del potencial de pico (Ep) con la velocidad de barrido puede mostrar si el proceso
electrénico es reversible, cuasi reversible o irreversible. Solamente para transferencias electrdénicas

reversibles E, no cambia con la velocidad de barrido®?.

En el caso de la quinina, el potencial de pico aumenta proporcionalmente con la velocidad de barrido.
Esto es valido para procesos irreversibles, en el caso de procesos reversibles el potencial de pico se
mantiene constante. El aumento proporcional del potencial de pico con la velocidad de barrido también
puede ser consecuencia de la participacidn de una reaccién quimica y coincide con la forma del

voltamperograma, donde el pico catddico este desplazado hacia valores mas altos de potencial.

En la Figura 19 se muestran los graficos obtenidos al representar el potencial de pico frente a la
velocidad de barrido trabajando a diferentes pH. Los valores de las pendientes fueron:

8Ep/Slog v =24 mV y 40mV respectivamente para pH=2.10 y pH=4.18.
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Figura 19. Dependencia de Ep con la velocidad de barrido para A) pH=2.10 y B) pH=4.18.
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Figura 20. Dependencia del potencial con la concentracion a diferentes pH, A) pH=2.10 y B) pH=4.18.
Velocidad de barrido constante de 0.1 V/s.

La dependencia que muestra el potencial de pico (E,) con la concentracién o la velocidad de barrido
puede dar informacidon sobre el proceso de transferencia de electrones acoplado a la reaccion de
oxidacion, y determinar el esquema de reacciéon. Dependiendo del esquema de reaccidon que se
produzca, los valores tedricamente conocidos para la pendiente varian. Unos ejemplos de mecanismos
de reaccion son: EC (transferencia de electrones - reaccién quimica), ECE (transferencia de electrones -
reaccion quimica - transferencia de electrones), CE (reaccidén quimica - transferencia de electrones). En el
caso de la dependencia del potencial de pico con la concentracidon (Figura 20) los valores de las

pendientes fueron: 6Ep/6log ¢ = 50 mV y 40 mV respectivamente para pH=2.10y pH=4.18.

El esquema de reaccidn que mejor explicaria los resultados podria ser el del mecanismo ECE ® ya que los

valores tedricos para este mecanismo son: 6Ep/Slog v y 6Ep/8log ¢ = 29 mV. Aunque los valores de las
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pendientes obtenidas no son tan aproximados al valor tedrico, pero esto puede ser debido que para la
concentracién no se adapte bien, ademas, la pendiente puede llegar a tener valores mas altos de 100mV.
Lo mas importante es que este valor no sea de 19 mV, ya que eso indicaria que se trata de una
dimerizacién radical. Los valores que mas importancia tienen son los relacionados con la velocidad de
barrido, y en este caso se aproximan al valor tedrico y de ello se deduce que pueda corresponder al
mecanismo ECE. Este mecanismo se explica en la Figura 21. Durante este mecanismo, el producto de la
primera transferencia electrénica da lugar a una reaccién quimica, y el producto de esta reaccion

guimica toma el segundo electrén para dar lugar al producto final de la oxidacién.

E S+ ¢

Figura 21. Mecanismo de reaccion.

4.1.2. Espectroelectroquimica UV-Vis.

La espectroelectroquimica UV-Vis fue estudiada en una disolucién 0.1M de KCl, lo que al principio de la
medida corresponde a un pH=7.

Con esta técnica, a la vez que se realiza una voltamperometria ciclica, se registra el espectro de
absorciéon molecular UV-Vis de la capa de disoluciéon cercana al electrodo de trabajo. El intervalo de
potencial para la voltamperometria ciclica fue de 0.2 a 1.1 V y la velocidad de barrido fue 5mV/s. Los
resultados obtenidos se pueden ver en la Figura 22. Durante la oxidacién, el espectro de absorcién de la
guinina cambia. La banda de absorcidn a 234 nm decrece al igual que la absorcidn en torno a 279 nmy
las bandas a 206, 249, 346 nm incrementan durante la oxidacidn (A). Cuando la polaridad del electrodo
cambia, y se produce la re-reduccién del producto formado, los espectros de absorcion muestran justo el
efecto contrario, por lo que se puede hablar de reversibilidad del proceso, lo que significa que el
compuesto que se habia generado tras la oxidacidon de la quinina se redujo, volviéndose a obtener la
quinina. Este comportamiento se encontré con una solucidon ligeramente alcalina e indica que el proceso

ECE es quimicamente reversible.
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Figura 22. Espectroscopia UV-Vis de la quinina a pH=7.
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Con el fin de evitar problemas en el estudio espectroelectroquimico debidos a la posible
oxidacion de la quinina por parte del oxigeno atmosférico; en todos los ensayos se utilizaron
disoluciones de quinina libres de oxigeno. Posteriormente se realizaron una serie de
experiencias para comprobar si efectivamente la quinina podia ser oxidada por el oxigeno
atmosférico. Con este objetivo se llevd a cabo el estudio de la estabilidad de la quinina en

condiciones ambientales.

La disolucidn de la quinina (0.5 mM) fue preparada en 0.1 M KCl y 4 mM KOH bajo una atmosfera de
Argdn. Esto significa que los disolventes se elimind el oxigeno burbujeando argdn la solucién antes de ser
utilizados. Se midié el espectro de absorcidn de esta disolucion. A continuacidn, se realizé la medida del

espectro de absorcién en presencia de oxigeno, es decir, con la cubeta abierta y agitada manualmente.

El espectro de absorcién de la quinina no sufrié ningln cambio durante su medida. Esto significa que la

guinina es estable en esta disolucién alcalina.

4.1. 3. Culombimetria.

Antes de cada culombimetria se realizaron voltamperometrias ciclicas para observar el potencial de

oxidacion del compuesto y de esta forma saber el potencial que se debia aplicar a la electrolisis.

En el caso de la quinina se utilizaron dos disoluciones distintas para llevar a cabo este experimento. La
concentracion de la disolucidon electrolizada era 0.2 mM en una disolucion 0.1M de KCl. Por ultimo, se

utilizé una disolucién tampdn BRB de pH=7.82 de concentracion 0.2 mM.

El numero de los electrones que participan se calcula teniendo en carga la carga consumida de acuerdo

con la ecuacion de Faraday:

_m*z*F
M

Q

Ecuacion 1.

Donde Q es la carga puesta en juego, en coulomb (C), m la masa pesada en gramos, M la masa molar en

gramos/mol, z el nimero de electrones y F la constante de Faraday=96485.3 C/mol.
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Este experimento se realiza de forma conjunta con el andlisis cromatografico HPLC, por tanto, se explica

en el siguiente apartado.

4.1.5. Cromatografia liquida de alta resolucion.

En primer lugar, se inyectd una disoluciéon de quinina en agua. A esta muestra se la denominé “quinina
estandar” (Q standard) y el tiempo de retencidn de la quinina fue de 12.0 minutos. El proceso de
electrolisis fue estudiado junto con el HPLC para los dos medios en los que se disolvio el compuesto: en
0.1M de cloruro potasico (Q1-Q3) y en una disoluciéon tampdn BRB de pH=7.82 (Q4-Q7). La longitud de

onda fijada en el detector fue de 210nm.

Disolucién 0.1 M KCl:

La concentracion de la quinina en la disolucién era de 0.2 mM.

Antes de la electrolisis se realizé una voltamperometria ciclica en un intervalo de potencial de -0.3 V a
1.5 V. Se extrajo una alicuota, Q1, de 500uL de la disolucidon antes de someterla a la electrolisis y se

analizo por HPLC. El voltamperograma ciclico antes de la electrolisis se muestra en la Figura 23, curva a.

Electrolisis a 1.23 V

I/ nA

T v T v T T T v T
-05 0.0 0.5 1.0 15

E/V

Figura 23. Voltamperograma ciclico a) antes y b) después de la electrolisis de la quinina en 0.1 M KCl.
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A continuacién, se realizd una electrolisis a un potencial de 1.23V, mismo potencial del pico de la
voltamperometria. Durante esta, se tomd una alicuota, Q2, de 500uL de la disolucidn, con un paso de

carga de 1.00C, lo que corresponde a la participacién de 3.5 electrones; y se analizé por HPLC.

Después de la electrolisis se tomd la ultima alicuota de la disolucidén, Q3, con un paso de carga de 0.85C,
la cual se suma a la carga anterior dando una carga total de 1.84C y que corresponde a la participacion
de 6.5 electrones. Este niumero es muy alto ya que esta desafortunadamente influenciado por la
descomposicidn del electrolito y no se puede usar para la determinacion del nimero de electrones
participantes. Se realizé una ultima voltamperometria ciclica después de la electrolisis, curva b en la
Figura 23. Se puede observar que la curva de oxidacién de la quinina desaparece después de la
electrolisis.

En la Figura 24, donde se muestran los cromatogramas obtenidos, se puede observar que a medida que
avanza la electrolisis y por tanto aumenta el nimero de electrones intercambiados, el pico de la quinina
disminuye y otros picos aparecen, lo que corresponde a productos de oxidacion formados durante la

electrolisis.
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Figura 24. Cromatograma de la quinina en una disolucion 0.1M de KCl a una longitud de onda de 210nm.

A) Cromatograma sin ampliar, B) Cromatograma ampliado.
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Tampon pH=7.82:

La concentracién de la quinina en la disolucién fue de 0.2mM.

En la figura 25 se puede ver el voltamperograma ciclico a) antes, b) durante y c) después de la

electrolisis. Cada alicuota (Q4-Q7) que fue tomada fue medida en el HPLC.

Después de la electrolisis la carga consumida fue de 1.19C, que corresponde a 4.2 electrones. Durante la
electrolisis participaron dos electrones y, ademas, un producto de la reaccién de oxidacion fue

electrolizado por dos electrones.

El voltamperograma ciclico después de la electrolisis (c) muestra una curva que podria significar la

aparicién de un producto o la incompleta electrolisis de la quinina.

Electrolisisa 1.3V

05 0.0 05 10 15
E/V

Figura 25. Voltamograma ciclico a) antes b) durante y c) después de la electrolisis de la quinina en el

tampon a pH=7.82.

En la Figura 26 se muestran los cromatogramas obtenidos. Al igual que en el caso anterior, a medida que
aumenta el nimero de electrones intercambiados el pico de la quinina disminuye. La diferencia es que se

puede observar el pico de un producto (P13) que en la otra disolucion no aparecia.
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Figura 26. Cromatograma de la quinina en una disolucion tampdn a pH=7.82 a una longitud de onda de

210nm. A) Cromatograma sin ampliar, B) Cromatograma ampliado
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En las Figuras 27-29 se pueden observar los espectros UV-Vis correspondientes a los diferentes picos
obtenidos en los cromatogramas. Pertenecen tanto al experimento realizado en la disoluciéon tampdny
en la disolucién de KCl, ya que los espectros coincidian. Si bien para obtener una informacion sobre la
estructura de los compuestos y conseguir su identificacién es necesario continuar el estudio utilizando

detectores de espectrometria de masas.
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Figura 27. Espectros UV-Vis de los productos de la oxidacion de la Quinina obtenidos por HPLC-DAD.
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Figura 28. Espectros UV-Vis de los productos de la oxidacion de la Quinina obtenidos por HPLC-DAD.
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4.2. LUTEOLIN-7-0-GLUCOSIDO

4.2.1. Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es un método usado comiunmente para la determinacion de los mecanismos
de oxidacién de compuestos bioactivos. Por tato, al igual que con la quinina, se realizaron diversas
medidas variando la concentracién y la velocidad de barrido. Todas ellas se hicieron utilizando como
electrolito soporte una mezcla de disolucién tampdn y etanol 50/50 (v/v). Se utilizo etanol debido a la
limitada solubilidad del Luteolin-7-O-Glucosido en medio acuoso. En la figura 30 se muestran los

voltamperogramas obtenidos a diferentes pH.

]

1 2.50

pH=4.2
2.00 |-PH=>2
pH=6.0
1.50 |
pH=8.5
‘i 1.00 L pH=9.0
pH=10.0
—
M~ 0.50F

0.00

-0.50

Figura 30. Voltamperograma ciclico a diferentes pH. Velocidad de barrido constante igual a 0.1 V/s y

concentracion constante igual a 0.23mM.
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En la Figura 30 y la Figura 31 se muestran los voltamperogramas obtenidos a diferentes pH, como puede

observarse la oxidacion se produce a potenciales diferentes dependiendo del pH. El potencial de pico

(Ep) se desplaza hacia valores mds bajos cuando el pH aumenta. La intensidad de pico (Ip) disminuye

desde el pH acido de 4.2 hasta el pH 7.4.
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Figura 31. Voltamperograma ciclico a diferentes pH a una velocidad de barrido constante de 0.1 V/,

concentracion 0.23mM. La direccion de polaridad del electrodo se cambid a un potencial justo posterior

al primer pico de oxidacion.

En la Figura 31 se observa que la reversibilidad disminuye a pH alcalinos. Esto significa que en

disoluciones alcalinas se produce una reaccién quimica acoplada al proceso de oxidacidn. EIl mecanismo

de oxidacion en las disoluciones alcalinas y acidas es diferente,

lo que se ve claramente en la

dependencia del potencial de pico con el pH (iError! No se encuentra el origen de la referencia.).
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Figura 32. Dependencia del pico de potencial con el pH a una velocidad de barrido constante de 0.1 V/,
concentracion 0.23mM.

La dependencia del potencial de pico con el pH es lineal en el intervalo de pH de 4,2 a 9,4. El valor de Ia
pendiente es igual a 67 mV. El valor se aproxima a 58mV, el cual aparece en investigaciones®® anteriores
e indica el nimero de electrones y protones que participan en la oxidacidn es igual. En disoluciones
alcalinas, el potencial de pico es constante e independiente del valor de pH, lo cual significa que bajo

estas condiciones los protones no participan en la oxidacion.

De la misma forma que con la quinina se realizé el diagrama de distribucion de las formas de disociacién
del luteolin-7-0O-glucosido. Se siguieron las ecuaciones descritas a continuacién de la Figura 33.jError! No

se encuentra el origen de la referencia.
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Figura 33. Diagrama de distribucion de las formas de disociacion del Luteolin-7-O-glucosido.
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En la Figura 34 y la Figura 35 se muestran los voltamperogramas obtenidos para diferentes
concentraciones de Luteolin-7-O-Glucosido y a un valor de pH acido. Como se puede observar, en
disoluciones acidas el potencial de pico aumenta proporcionalmente con la concentracién. Esto puede

significar un proceso de dimerizacion.
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Figura 34. Voltamperograma ciclico a diferentes concentraciones a un pH=5.2. Velocidad de barrido=0.1
V/s.
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Figura 35. Voltamperograma ciclico a diferentes concentraciones a pH=6. Velocidad de barrido=0.1 V/s.
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Al igual que en el estudio con quinina, se realizaron voltamperogramas a diferentes velocidades de
barrido y manteniendo constantes la concentracion y el pH. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 36 y la Figura 37.
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Figura 37. Relacidn entre los picos de corriente y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido. A pH=4.2 y
concentracion 0.04 mM.
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La relacidn entre la intensidad de pico y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido es lineal, como se
observa en la Figura 37, lo que significa que el proceso es controlado por difusidon. En la Figura 38 se
representa la variacidon del potencial de pico con la velocidad de barrido. Como puede observarse la

dependencia también es lineal y confirma que le proceso esta controlado por la difusion.
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Figura 38. Dependencia de los mdximos de potencial con la velocidad. A) pH=4.2. B) pH=9.

En la Figura 39 se representa el potencial de pico frente a la concentracidn de luteolin-7-O-glucosido:
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Figura 39. Dependencia de los mdximos de potencial con la concentracion a pH=7.3, y velocidad de
barrido 0.1 V/s.
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Al igual que con la quinina los valores de las pendientes en la representacion del potencial de pico (Ep)
frente a la velocidad de barrido (v) y a la concentraciéon (c) fueron 6Ep/6log v = 26 mV (Figura 38) y
6Ep/blog c = 25mV (Figura 39), los cuales son préximos a los valores tedricos 6Ep/6log vy 6Ep/blog ¢ =

29 mV lo que indica que el mecanismo de oxidacidn se corresponde con el mecanismo tipo ECE®3,

En disoluciones alcalinas (Figuras 40-43) el potencial de oxidacién se desplazé hacia valores mas bajos al
aumentar la concentracién del luteolin-7-0O-glucosido. Esto significa que la adicion de compuesto facilita
el proceso de oxidaciéon. Por tanto, es posible que se produzca una reaccidn quimica que favorece en la

transferencia de electrones.
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Figura 40. Voltamperograma ciclico a diferentes concentraciones. Velocidad de barrido constante 0.1 V/s
y pH=8.5.
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Figura 41. Voltamperograma ciclico a diferentes concentraciones. Velocidad de barrido constante 0.1 V/s

y pH=9.
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Figura 42. Voltamperograma ciclico a diferentes concentraciones. Velocidad de barrido constante 0.1 V/s
y pH=10.
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Figura 43. Voltamperograma ciclico a diferentes concentraciones. Velocidad de barrido constante 0.1 V/s
y pH=11.

Como se puede observar en la Figura 44, a pH basico la relacion entre Ip y la concentracion no es lineal,
lo que indica que el proceso esta controlado por la adsorcidn, al contrario que en las disoluciones acidas.
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Figura 44. Relacion entre los mdximos de corriente y la concentracion a pH=10 y velocidad de barrido 0.1

V/s.
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En disolucién alcalina, al representar el potencial de pico frente a la concentracidn, la pendiente de la
recta tiene un valor mas alto, 6Ep/6log ¢ = 122 mV. Esto no corresponde con ningln esquema de
reaccién de los publicados en la literatura. Lo que podria ser debido a una reaccién quimica del

compuesto de partida a lo largo de la oxidacién.

4.2.2. Espectroelectroquimica UV-Vis.

Al igual que con la quinina, también se realizd una voltamperometria ciclica a la vez que se registraba el
espectro de absorcion molecular UV/Vis de la capa de disolucion cercana al electrodo de trabajo. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 45 y Figura 46. El intervalo de potencial fue de -0.5a 1.0V

para la Figura 45 y de -0.5 a 0.7 V para la Figura 46. En ambos casos la velocidad de barrido fue 5mV/s.

Se pueden observar que en los resultados obtenidos a pH=4.20 (Figura 45), el espectro de absorcion
cambia. Las bandas de absorcién a 205 y 353 nm decrecen, mientras que la banda a 248 aumenta al igual
que la absorbancia entorno a 290nm y 430nm y ademads la banda de 248 se desplaza hacia longitudes de

onda mas cortas.

01F

Absorbancia / a.u.

Longitud de onda, 2/ nm

Figura 45. Espectroscopia UV-Vis del Luteolin-7-O-glucosido a pH=4.20.
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En el caso del espectro obtenido a pH=8.3, las bandas de absorcidon que decrecen son a 207, 226, 259 y
379 nm, ademas la banda de 259nm se desplaza hacia longitudes de onda mds cortas. Ademas, la

absorbancia entorno a 243nm, 298nm y 494 nm aumenta.

0.2

o
-

Absorbancia / a.u.

200 300 400 500 600
Longitud de onda, A/ nm

Figura 46. Espectroscopia UV-Vis del Luteolin-7-O-glucosido a pH=8.3.

Aunque la forma quimica del luteolin-7-O-glucosido es diferente segun el pH sea acido o basico; el
comportamiento de los espectros en ambos medios es muy parecido a excepcion de la banda entorno a

los 250nm, que a pH acido aumenta durante la oxidacion y a pH alcalino disminuye.

Al igual que con la quinina, se realizéd un experimento para comprobar la estabilidad del luteolin-7-o-
glucosido en condiciones ambientales.

La disolucién del luteolin-7-O-glucosido fue preparada en 0.1 M KCl y 4 mM KOH bajo una atmosfera de
argon. Esto se realizd inyectando argdn para extraer el oxigeno de la solucién antes de ser utilizada. El

esquema del proceso se muestra en la Figura 47.
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Figura 47. Esquema del proceso de preparacion de la disolucién 5.5*10° M del luteolin-7-O-glucosido en

KCl 0.1 My KOH 0.2 M sin la presencia de oxigeno. 1) Burbujeo en la disolucion soporte 2) Burbujeo en el

recipiente con el compuesto 3) Traspaso de la solucion al tubo con el compuesto por medio de presidn del
argon.

En primer lugar, se obtuvo el espectro de la disolucién libre de oxigeno, y posteriormente los de la
disolucién habiendo estado expuesta a la presencia de oxigeno durante diferentes tiempos. Los

resultados se muestran en la Figura 48.
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Durante la reaccidn del luteolin-7-O-glucosido con oxigeno las bandas de absorcidon a 264 nm y 393 nm
disminuyen a medida que aumenta el tiempo de exposicién al oxigeno. Esto significaria que el luteolin-7-

O-glucosido se esta degradando.

Por ello en todos los ensayos que se realicen con este compuesto, seria necesario mantener una

atmoésfera libre de oxigeno.

Absorbancia a. u.

0.0

330 440 550
Longitud de onda / nm

T
220

Figura 48. Espectro de absorcién de una disolucion de 5.5*10° M Luteolin-7-O-glucosido a tiempo
diferente estando expuesta a oxigeno: a) 0, b) 10s, c) 400 s, d) 1000 s, e) 2710 s, f) 4900 s, g) 8500 s,
h) 15700s, i) 18700s, j) 22300 s.

4.2.4. Culombimetria.

En el caso del luteolin-7-O-glucosido, se utilizd una disoluciéon de concentracién 0.009 mM preparada en

una disolucién de KCl 0.1M junto con 600 pL de una disolucién 0.2M de KOH.

Igual que con la quinina, se utilizé la voltamperometria ciclica para saber a qué potencial se producia la

oxidacion y de esta forma aplicarlo en la Culombimetria.

Este estudio se realizé de forma conjunta con el analisis cromatografico por HPLC, por tanto, se explica

en el siguiente apartado.
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4.2.5. Cromatografia liquida de alta resolucion.

Se midieron 8 muestras. La mitad sometiéndolas a una electrolisis y la otra mitad dejandolas en viales

abiertos y transparentes para observar el efecto del oxigeno sobre la disolucion.

El disolvente estaba formado por 30mL de KCI 0.1M, 600uL de una disolucién de KOH 0.2M. La

concentracién del luteolin-7-0O-glucosido en el compartimento catddico era de 0.03mM.

La primera alicuota, LO, fue tomada antes de someter a la disolucidon a la electrolisis y es esta la misma
gue se deja abierta y se vuelve a analizar dos veces mds a lo largo del dia, LOa, LOb, y otras dos veces mas
al dia siguiente LOc, LOd. En la Figura 49, A y B, se pueden observar los cromatogramas obtenidos y se
aprecia que a medida que aumenta el tiempo de exposicion al oxigeno aumenta la degradacion del
luteolin-7-O-glucosido y por lo tanto el numero de picos que aparecen en el cromatograma. Ademas, si
se tienen en cuenta los espectros de absorciéon (Figura 52) se observa que para los picos D1, D2, D6, D7 y
D10 no contienen la banda de absorcion del luteolin-7-O-glucosido a 347 nm. Esto coincide con los
resultados de la espectrofotometria obtenidos durante el experimento para estudiar la estabilidad en

presencia de oxigeno del luteolin-7-O-glucosido (Apartado 4.2.3.).

Otras alicuotas en las que se habia eliminado el oxigeno atmosférico, fueron analizadas tras someterlas a

la electrolisis a un potencial constante de 0.3V.

Usando la ecuacién de Faraday (Ecuacion 1.), se calcula el nimero de electrones que se intercambian

durante la electrolisis. Se calcula que se necesitan 26mC para la trasferencia de un electron.
Durante la electrolisis se tomaron dos alicuotas:

- L1, con un paso de carga de 3mC, correspondiente a O electrones. Esta alicuota fue tomada al
principio de la electrolisis.

- L2, con un paso de carga de 80mC, lo que corresponde a 3 electrones intercambiados.

Por ultimo, al finalizar la electrolisis se tomd una ultima alicuota L3 con un paso de carga de 82mC. Esta
carga también corresponde a 3 electrones intercambiados. Ambas formas de disociacion de la quinina

fueron oxidadas.
le-: AZ-e-2 A
2e-:AH'=B
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En la Figura 51 se muestran los cromatogramas obtenidos para estas alicuotas, se observé que aparecian
unos picos comunes (tanto en tiempos de retencién como en los espectros correspondientes) a los que
se obtuvieron al analizar las alicuotas en las que no se habia realizado la electrolisis pero que se habian
expuesto a la accidn del oxigeno. Y ademas en las alicuotas expuestas al oxigeno el nimero de picos que
se observé fue mayor; lo que significa que se originaron algunos compuestos que sélo tenian relacion

con la oxidacidn por parte del oxigeno y no con la oxidacién electroquimica.

En las Figuras 52-54 se recogen los espectros de absorcién para los diferentes picos. Como ya se ha
indicado anteriormente, seria necesario continuar el estudio utilizando detectores de espectrometria de
masas, para asi poder llegar a determinar la estructura de los compuestos de la oxidacidn del luteolin-7-

O-glucosido.
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Figura 49. Cromatograma de las alicuotas oxidadas por oxigeno sin someterse a la electrolisis a una
longitud de onda de 210nm. A) Cromatograma original, B) Cromatograma ampliado.
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Figura 50. Cromatograma de las alicuotas despues de someterse a la electrolisis a una longitud de onda
de 210nm. A) Cromatograma entero, B) Cromatograma ampliado.
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Las Figuras 51, 52 y 53 muestran los espectros de absorcidn obtenidos de los diferentes picos sefializados

en los cromatogramas anteriores, ya que en ambos casos coinciden los espectros (Figura 49 y jError! No

se encuentra el origen de la referencia.).
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Figura 51. Espectros UV-Vis de los productos de la oxidacion del Luteolin-7-O-Glucosido obtenidos por
HPLC-DAD.
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Figura 52. Espectros UV-Vis de los productos de la oxidacion del Luteolin-7-O-Glucosido obtenidos por
HPLC-DAD.
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Figura 53. Espectros UV-Vis de los productos de la oxidacion del Luteolin-7-O-Glucosido obtenidos por
HPLC-DAD (D13, D14) y del Luteolin-7-O-Glucosido.
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5. Conclusion

Se ha estudiado el comportamiento electroquimico de dos compuestos naturales bioactivos, la quinina y
el luteolin-7-O-glucosido, y se ha encontrado que la oxidacidon de ambos compuestos esta influenciada

por sus propiedades acido-basicas.

En el caso de la quinina, las controversias en las publicaciones relativas al numero de electrones que
participan en el proceso de oxidacidon se explican en los resultados obtenidos. Las medidas de la
voltamperometria ciclica y la culombimetria muestran que dos electrones y dos protones participan en la
oxidacién de la quinina en el rango de pH de 2,1 hasta 10. Los resultados de la voltamperometria ciclica
muestran que el mecanismo de oxidacién de la quinina es complicado, la transferencia electrénica esta

acoplada con reacciones quimicas y sugiere que el esquema de reaccidn sea un mecanismo de tipo ECEC.

En los voltamperogramas ciclicos obtenidos en disoluciones acidas donde la molécula de quinina esta
protonada, se observa la aparicion de un producto electroactivo (P). Ademas, los calculos tedricos
muestran que los orbitales HOMO estan localizados en el grupo funcional etenil. Esto sugiere que la
molécula protonada de la quinina sufre la oxidacidon del grupo etenil (Figura 55). Por otro lado, los
voltamperogramas ciclicos en disoluciones alcalinas y neutras no muestran la aparicion de ningun
producto electroactivo. Los calculos tedricos muestran que los orbitales HOMO estan localizados en el
anillo de quinolina y en el grupo metoxi. Esto significa que el electrén es extraido de esta parte y que, por
tanto, la oxidacién sigue el esquema propuesto en la Figura 56. Esta reaccion sugiere que después de la
oxidacion, se produce una adicidon nucledfila por parte del agua, a las posiciones orto o para del grupo
metoxi. Esto estaria de acuerdo con la literatura y con los cdlculos realizados de las cargas parciales

atomicas.

Aunque la quinina es estable en disoluciones alcalinas en presencia de oxigeno, cuando se realiza una
electrolisis se han encontrado muchos productos de oxidacidén, cuyos espectros de absorcién son

mostrados en este trabajo.
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-2¢,-2H', + H,0

-2¢,-2H', +H,0

Figura 56. Esquema de la oxidacion de la quinina y sus posibles productos en disoluciones neutras y
alcalinas.
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En el caso del Luteolin-7-O-glucosido los resultados de la voltamperometria ciclica muestran que el
potencial de oxidacién depende del pH, por tanto, los protones estan involucrados en la oxidacidn. Los
esquemas de reaccidn para el luteolin-7-0O-glucosido coinciden con el mecanismo de tipo ECE seguido de
adicion de agua para formar un producto el cual es hidrolizado al finalizar la reaccidn. Esto coincide con
los resultados obtenidos en espectroelectroquimica UV-Vis, que sugieren que es quimicamente
irreversible. En disoluciones acidas y neutras se sugiere el mecanismo de oxidacién presentado en el

esquema de la Figura 57, y que coincide con el esquema de oxidacion del Luteolin segun la literatura®.

OH HO
OH HO
OH
OH & OH
(o] - "
) o -2¢,-2H, +H,0 o
OH OH o (o)
C | OH OH
c |
HO
OH (o)

Figura 57. Esquema de la oxidacion del Luteolin-7-O-Glucosido en disoluciones dcidas.

En disoluciones alcalinas las propiedades de oxidacién son diferentes a las que el luteolin-7-O-glucosido
muestra en disoluciones acidas y neutras. Por otro lado, la oxidacidn es mas facil, es decir, el potencial de
oxidacidon es menor, a mayores concentraciones. Lo mas probable es que esto sea debido a que se

produzca una reaccidn con el compuesto di aniénico formado por la oxidacién.

OH HO
0 0 2H™
OH OH 0
@ C | OH
c |
OH 0

Figura 58. Disociacidn del Luteolin-7-O-Glucosido en disoluciones alcalinas.

En general, los mecanismos de oxidacién electroquimica de la quinina y del luteolin-7-O-glucosido son
complejos, la transferencia de electrones esta acoplada con la transferencia de protones. Los productos
de oxidacion se han separado y detectado mediante HPLC-DAD y se han obtenido los correspondientes

espectros.
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> Parte del trabajo de espectro electroquimica UV-Vis del luteolin-7-O-glucosido ha sido presentado en

una conferencia internacional en la Republica Checa. La contribucién fue:

4

e (Castano, A. G., Sokolov3, R., Degano, I.: “On UV-Vis Spectroelectrochemistry of Luteolin-7-O-Glucoside.’
In: Modern electrochemical methods XXXIX. [Sbornik pfedndsek mezindrodni odborné konference XXXIX.
Moderni elektrochemické metody]. Srsenova L. — Best servis Usti n. L., 2019 - (Navratil, T.; Fojta, M.;

Schwarzova, K.) Jetfichovice (CZ), May 20-24, 2019, p. 31-35. ISBN 978-80-905221-7-6.
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