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ESTUDIO CINETICO DE LA OXIDACION DEL 1,4-CICLOHEXAD IENO CON OXIiGENO
SINGULETE GENERADO FOTOQUIMICAMENTE

NAZLY VIVIANA OLAVE ROSAS**

Palabras Clave: Oxigeno singulete, 1,4-Ciclohexadieno, Oxidacién lipidica, fotosensibilizacion,
Tetracarboxifenilporfirina.

RESUMEN

Se estudid la oxidacién del 1,4-ciclohexadieno con el oxigeno singulete (‘O,), generado
fotogquimicamente por el sistema tetracarboxifenilporfirina (TcPPH,) en fase heterogénea. La
identificacion indirecta del ‘O, se llevé a cabo por la oxidacién del yodo (1), generando el i6n
triyoduro, y detectado por la banda de 351 nm, la desactivacion del ‘O, se verificé con azida de
sodio. Por actinometria se determind un flujo foténico de 3,21uEinsteins/L*s para la lampara
Phoenix usando un filtro de K,Cr,O;. El seguimiento de la reacciébn de oxidacion del 1,4-
ciclohexadieno por el oxigeno singulete se realizd utilizando la técnica de cromatografia de gases.
Ademas para la identificacion del producto, se utilizd6 cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM) observdndose como Unico producto el benceno, indicando que no hay presencia
de radicales libres. De acuerdo con el estudio cinético se encontr6 una constante global de
velocidad de 7,55 L/mol*min, con un orden de reaccion de dos (2) a temperatura de 273K.

* Proyecto de Grado
** Facultad de ciencias. Escuela de quimica. Directores: Martha Cecilia Daza Espinosa y Fernando
Martinez Ortega. Codirector :Carlos Enrique Diaz Uribe

XVI



KINETIC STUDY OF THE 1,4-CYCLOHEXADIENE OXIDATION WITH SINGLET OXYGEN
PHOTOCHEMICALLY PRODUCED*

NAZLY VIVIANA OLAVE ROSAS**

Key words : Singlet Oxygen, 1, 4-cyclohexadiene, lipidic oxidation, fotosensibilization, Tetrakis (4-
carboxyphenyl) porphyrins.

ABSTRACT

The oxidation of 1,4-cyclohexadiene with the singlet oxygen (102), was studied in this work. The
singlet oxygen was generated photochemically by the Tetrakis(4-carboxyphenyl)porphyrin
(TcPPH2) in heterogeneous phase. The indirect identification of the ‘O, was achieved by the
oxidation of the iodine (I), generating the triiodide ion and detected for the band in 351 nm, the 'O,
deactivation was verified with the sodium azide. The photonic flux was determined by actinometry,
this flux was 3.21 pEinsteins/L*s for the phoenix lamp using K,Cr,O- filter. The oxidation reaction
of the 1,4-cyclohexadiene by the singlet oxygen was followed using gas chromatography. In
addition, for the product identification was used the technique gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), showing as the only product yield the bencene, and thus indicating the
absence of free radicals. In agree with the kinetic studies, it was found a global rate constant of
7,55 L/mol*min, with a reaction order of 2 at 273K.

* Proyecto de Grado
** Facultad de ciencias. Escuela de quimica. Directores: Martha Cecilia Daza Espinosa y Fernando
Martinez Ortega. Codirector :Carlos Enrique Diaz Uribe

XVII



INTRODUCCION

El oxigeno molecular en su estado basal triplete 0, es el aceptor final de
electrones en la cadena respiratoria de las células aerobias y por lo tanto es
indispensable para este tipo de células’. Sin embargo, puede transformarse a su
estado singulete *O, por la transferencia de energia de un sensibilizador excitado
0 por reacciones quimicas Yy asi oxidar lipidos, acidos nucléicos, proteinas,

ocasionando la muerte celular?.

Recientemente en el centro de investigacion en catdlisis (CICAT) en colaboracion
con el grupo de investigacion en bioguimica teorica (GBQT), de la universidad
Industrial de Santander se estudiaron las reacciones de oxidacion de antraceno y
del &cido linoléico (1,4-dienos) con oxigeno singulete generado quimica y

fotoquimicamente*.

Estos trabajos concluyen que el oxigeno singulete generado quimicamente
produce especies radicalarias como el hidroxilo, mientras que en la generacion
fotoquimica se obtiene el oxigeno singulete como Unica especie, utilizando como
sensibilizadores porfirinas. Adicionalmente, observaron que la
tetracarboxifenilporfirina (TcPPH) es el fotosensibilizador con mayor tiempo de
vida media en su estado triplete excitado con respecto a las porfirinas metalicas
TcPPCu, TcPPZn, y el que genera mayor cantidad de oxigeno singulete, y asi

degradando el antraceno hacia antraquinona y oxoantrona.

'JIMENEZ, L.; MERCHANT, H. Molecular Biology. Publicado en 2003.Ed. Pearson Educacion. P. 295.
2CARDENAS, N.; PEDRAZA, J. Especies reactivas de oxigeno y sistemas antioxidantes: aspectos basicos.
Revista de Educacion Quimica, en prensa. 2006.

5LEON VILLAMIZAR, Freddy. Oxidacion de Linoleato de Metilo con Oxigeno Singulete Generado
Quimicamente por el Sistema MoO4*/H205. Bucaramanga, 2007, 69 p. Trabajo de grado (Quimico).
Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica.

*PAEZ, E.; MARTINEZ, F.; DAZA, M., GRANADOS G.; DIAZ, C. Fotooxidacion del antraceno con
tetracarboxifenilporfirinas adsorbidas sobre TiO y SiO, en presencia de radiacion visible. En impresion.
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En la oxidacion de lipidos (Linoleato de Metilo) se ha encontrado que formacién de
isbmeros geométricos (hidroperoxidos), y especies radicalarias intervienen en la
reaccion, estas especies oxidantes suprimen la selectividad del oxigeno

singulete.”

En este trabajo se utiliz6 el 1,4-ciclohexadieno, como molécula modelo para
estudiar la reaccion del oxigeno singulete con el &cido linoléico, ya que presenta el
fragmento 1,4-dieno, hidrogenos bisalilicos y simetria. Esto facilitara la
identificacion de los productos de oxidacion al evitarse la formacion de isomeros.
Esto permitié estudiarla cinética de esta oxidacion, y determinar la constante de

velocidad y orden de reaccion global de la reacciéon a 273K.

En los trabajos® con sales de molibdeno (Na,MoO,) para la generacién quimica de
oxigeno singulete para la oxidacion del antraceno, se encontr6 que ademas de
oxigeno singulete, se produce el radical hidroxilo. El radical hidroxilo fue detectado
indirectamente por la presencia de antrona y 9,10-dihidrodihidroxiantraceno.
Segln Goulay y colaboradores’, el sistema Na,M0oO./H,0, en ausencia de luz y a

una temperatura de 25 °C producen especies radicalarias y oxigeno singulete.

Para evitar la formacidn de radicales libres, se empled un sistema fotoquimico que
generara exclusivamente oxigeno singulete. El sistema seleccionado fue la
tetracarboxifenilporfirina sin metal (TcPPH,). Existen varios tipos de porfirinas: la
libre y con centros metalicos, las cuales estando en su estado triplete excitado
transfieren la energia necesaria al oxigeno molecular triplete para generar el
oxigeno singulete. El rendimiento cuéntico (®,) da informacién indirecta del

tiempo de vida media de la porfirina en su estado triplete, al ser mayor el

®GREER, A. Christopher Foote’s Discovery of the Role of Singlet Oxygen [‘O2 (1Ag)] in Photosensitized
Oxidation Reactions. En: J. Am. Chem. Soc., Acc. Chem. Res., Vol. 39, No 11(2006); p.797-804.

®DIAZ, C.; ORTEGA, F.; DAZA, M.Oxidacion de antraceno con oxigeno singulete generado quimicamente por
el sistema molibdato de sodio/perédxido de hidrégeno. En: Revista Colombiana de Quimica. Vol.37,
No0.1(2008); p.45 - 53.

"GOULAY, F.; REBRION, C.; LE GARREC, J.; LE PICARD, S.; CASONA, A. The reaction of anthracene with
OH radicals: An experimental study of the kinetics between 58 and 470 K .En: J. Phys. Chem. Vol.120, No.9
(2005); p. 3132.



rendimiento cuéntico, sera mayor la generacion del oxigeno singulete, segun la
literatura se reporta un mayor rendimiento cuantico (®,) de 0.63 para las

porfirinas libres®*.

En la oxidacién del 1,4-ciclohexadieno con oxigeno singulete, se determiné un
valor de 7,55[L/mol*min], para la constante global de velocidad (k) de reaccion, por
el método de las velocidades iniciales, y un orden de reaccion de dos (2),
identificando ademas como Unico producto el benceno por cromatografia de

gases-espectrometria de masas (CG-EM).

Este trabajo de grado hace parte del proyecto “Papel del oxigeno singulete y del
radical anién superoxido en la oxidacion selectiva de moléculas de interés
biolégico y ambiental” codigo 5138, el cual es financiado por Vicerrectoria de

Investigacion y Extension.

8DEROSA, C.; CRUTCHLEY, J. Photosensitized singlet oxygen and its applications. En: Coor. Chem. Rev.,
Vols. 233-234 (2002); p. 351-371



1. MARCO TEORICO

1.1. Oxigeno Singulete

La quimica del oxigeno singulete es importante en los procesos ambientales,
biologicos y terapéuticos’, debido a que esta especie inicia la oxidacién de varios

sustratos organicos?.

En 1924 G. N. Lewis propuso el estado basal del oxigeno molecular como una
especie dirradicalaria triplete®.Asi mismo en 1920 Mulliken aporté la descripcion
del orbital molecular del estado basal triplete del O,, el estado excitado singulete

delta (*Ag) y el estado excitado singulete sigma (*=*y). °

En 1935, Graffon reportd la oxidacion de un aceptor, una Tiosinamina (alil-tiourea)
® por radiacién infrarroja (820 nm) de Bacterioclorofila o Hematoporfirina en
presencia de 30,, (Figura 1), basado en la idea que el oxigeno singulete era el

intermediario de la reaccion.

Clorofila a, R = CHj
Clorofila b, R = CHO

OH
HoN H
o + 2 ~
A
S
Alil Tiourea
CO, CO,H (aceptor)

Hematoporfirina

hv
Ozl(SZOnm)

Aceptor
(oxidado)

Figura 1. Esquema: oxidacion de la alil-tiourea en presencia de *0, (Graffon).



En 1960 se requirieron nuevas técnicas para el estudio de los mecanismos de las
reacciones de fotooxidaccion; la idea de Kautsky de un sensibilizador coloreado
para una ruta fotoquimica para la generacion del 'O, (lAg) no era totalmente
sélida, hasta que los experimentos fueron conducidos por Foote y Wexler. Sus
evidencias soportaron la generacién de 'O, por dos rutas independientes: (1)

Reaccién fotoquimica. Figura 2A. y (2) Reaccién quimica. Figura 2B °.

Sistema 2
®) Sens M Sems  emtrecrumdo gy 92 o1,
(singulete) (triplete)

@ H,04+ MaOCH——> 10, + H, 0+ NaCl
Figura 2 . Esquema: generacion del *O,, Foote y Wexler.

En 1963-1964, Kasha y Khan detectaron luminiscencia roja (632nm) del 'O, en
soluciones de NaOCI-H,O y atribuyeron esto a la emisién del oxigeno singulete >,
Ogryzlo y sus colaboradores encontraron evidencia para complejos de dos moles
[2 'O, (*Ay)] en reacciones de descargas eléctricas de oxigeno molecular (fase
gaseosa). La luminiscencia del oxigeno singulete fue establecida en fase gaseosa

y condensada, donde el O, decaia a >0, emitiendo luz a 1268 nm.>
En 1964, después de 23 afios Kautsky, Gollnick y Shenck propusieron una version

de mol-6xido (*Sens-O0*) del 'O, en reacciones “eno” de alquenos para dar

hidroperéxidos alilicos. Figura 3.

H. H.
0 0
R ﬁﬂem* — L/&] + Sens
Hx‘\. -

Figura 3. Esquema: interaccion sensibilizador-endoperoéxido de Kautsky, Gollnick y Shenck.



1.2. Propiedades del oxigeno Singulete.

El oxigeno molecular tiene dos estados excitados singuletes, 1Ag y 1Zg+, 95 Kj mol’
1(22.5 kcal mol™) y 158 kj mol™* (31.5 kcal mol™) respectivamente, valores por
encima de la energia del estado triplete como se muestra en la figura 4. La
configuracion electrénica de estos estados se analiza por la estructura de los

orbitales Tr-antienlazantes®.

117
5
Tt
=
=
k=
=
2
=
-
& T
- —
2 315 =
=
=4 -
226 = -761.9mn
12691
0.0

Distancia Intermuclear (&)

Figura 4. Curvas de Energia de Potencial para los tres estados electrénicos del O,.

La configuracién del orbital molecular en el primer estado excitado, A, es:
10, [(0s)*(0*s)*(0z)*(Tix,y)*(T*x)?]. En el segundo estado excitado, 'Z,*, la
configuracion electronica es idéntica al estado basal, excepto porque los dos

electrones tienen espin antiparalelo como se ve en la figura 5.

°FRIMER, A. The Reaction of Singlet Oxygen with Olefins: the Question of Mechanism. En: Chem. Rev. Vol.79
(1979); p. 359.



T @ Q,
. @, O,
. (O,

Figura 5. Representacion del O, en sus estados triplete (basal) y singulete (excitado).

La transicion del estado 1Ag al estado 329' es espin prohibida y por lo tanto la
especie 1Ag02 tiene un tiempo de vida mayor. El segundo estado 3Zg' excitado del
oxigeno tiene un tiempo de vida media menor, debido a que presenta un espin
permitido en la transicion al estado ‘A, Estas diferencias en estabilidad se
confirman por los tiempos de vida de reactividad de O, (‘Ag) y 02 (*Z*y) en 45
minutos y 7-12 s en fase gaseosa y de 10°-10° s y 10™-10° s en solucién

respectivamente °.

Debido a la metaestabilidad del estado 'A,, la transicion *A; — %%y se observa
a 1268,7 nm en espectros de absorcion y emision, a pesar de tener espin y

simetria prohibida °.
1.3. Generacién de 'O

El oxigeno singulete puede generarse de varias fuentes: 1- bioldgicas, se inicia
con el metabolismo de la respiracion que desencadena una reaccion entre el
NADPH vy el %0, en presencia de NADPH oxidasa, de la cual se obtiene acido
hipoclorito, peréxidos y oxigeno singulete (figura 6a). 2- peroxidacion lipidica en
la membrana celular (figura 6b), a través de la desproporcion de radicales peroxil

organicos. 3- reaccion de Haber-Weiss al generar el ion superoxido (Oy), el cual



suministra los electrones para la reduccion de perdxidos (figura 6c¢). Como
evidencia espectroscopica, la emision de 1268 nm de la mezcla de O, y H,0,,

para la reaccién, hace suponer que como producto primario se forma 'O, in vitro
10

a) H,0, + HOCl —= '0, + C1" + H*
b) 2ROO — =10, + RO + ROH
¢ H0 + 0, —— '0,(4,)+ OH +O0H’

Figura 6. Algunas fuentes biol6gicas del Oxigeno Singulete.

1.3.1 Métodos quimicos

El oxigeno singulete también se genera por métodos fisicos y quimicos.
Quimicamente se puede generar oxigeno singulete en la reaccion de hipoclorito
soédico con perdxidos (figura 7) la cual es una reaccion quimiluminiscente
exotérmica.

H,0, + NaOC| — 0, + NaCl + H,0
Figura 7. Esquema: Descomposicion del peréxido de hidrégeno con hipoclorito de sodio

Del mismo modo, la descomposicion del peréxido de hidrégeno con iones
molibdato (MoO,%) (figura 8) y con iones tungstato (WO,%) pueden generar *O,.
En estos medios de reaccion, a pesar de no requerir una fuente luminica, ni

equipos fotoquimicos para la oxidacién de sustratos orgénicos con el *O,, presenta

YRYTER, W.; TYRRELL, M. Singlet Molecular Oxygen (*0.): A Possible Effector of Eukaryotic Gene
Expression. En: Free Radical Biol. Med., Vol. 24, N° 9 (1997); p.1520-1534.
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la desventaja de originar bajos rendimientos por la poca solubilidad de los

sustratos y el corto tiempo de vida media del *O, en estos medios acuosos.*

2-
MoO
2H,0, u » 2H,0 + "o,
H,0, pH 9-10

Figura 8. Esquema: Descomposicion del peréxido de hidrégeno con iones molibdato.™

También, los ozonidos como el trifenil fosfina-ozénido y el 1-fosfa-2,8,9-trioxa-
adamantano ozoénido, pueden por descomposicién espontanea producir fosfato y

oxigeno singulete en diclorometano como solvente.
1.3.2. Métodos fisicos
1.3.2.1. Fotosensibilizacion

La generacidon de oxigeno singulete por fotosensibilizacion implica la transferencia
de energia desde el estado triplete excitado de un sensibilizador al estado basal
triplete de la molécula de oxigeno. El estado triplete excitado del sensibilizador se
produce por la absorcién de energia radiante?.

La generacion fotofisica de oxigeno singulete es un método simple y controlable
para la produccién de 'O,, requiriendo solo oxigeno en su estado basal triplete, luz
de una apropiada longitud de onda y un fotosensibilizador capaz de absorber y

usar energia para excitar el oxigeno a su estado singulete®.

“NARDELLO, V.; MARKO, J.; VERMEERSCH, G. and AUBRY. Mo NMR and Kinetic Studies of
Peroxomolybdic Intermediates involved in the Catalytic Disproportionation of Hydrogen Peroxide by Molibdate
lons. En: Inorg. Chem. Vol. 34 (1995); p. 4950.

2FRESNADILLO, D. Posibilidades para la Provisibn de Agua Segura Usando Nuevas Tecnologias,
Fotosensibilizacion y el Sensibilizador: sintesis, propiedades y limitaciones. En: Solar Safe Water (2005); p. 3.

-9-



La excitacion del sensibilizador es generalmente atribuida por la transicion entre
su estado basal Sy y su estado singulete excitado S,. La relajacién del estado S,
produce el entrecruzamiento del sistema para generar el estado triplete excitado
del sensibilizador T, (estado metaestable). El tiempo de vida del estado T; es
mayor (us) que el del estado S; (ns), reaccionando asi por dos rutas, definidas
como mecanismos tipo 'y Il *2.

Mecanismo tipo I: consiste en la abstraccion de un atomo de hidrégeno o la
transferencia de un electrén del T, del o al sustrato, produciendo radicales libres.
Estos radicales pueden reaccionar con el oxigeno para formar especies activas
como el radical anién superéxido *2

En el mecanismo tipo Il, se genera el oxigeno singulete por transferencia de

energia desde el estado T, del sensibilizador al oxigeno triplete *2

Generalmente cada molécula de fotosensibilizador puede producir 10%-10°
moléculas de 'O, antes de ser degradada a través de un fotodecaimiento por el
10, u otros procesos. Estos procesos son ilustrados en el diagrama de Jablonski
(figura 9) *

Sensibilizador .

Dioxigeno —/3 Reacciones Quimicas (Tipol)
_» (Radical libre, Redox)

e WPl
- - ’ o,
~ 108 A
~ 200 kJ 108s _ \AAA y

4

sen’ /
7
150 k) o, e
~ r Superoxido
!: T, /.
Estado Fluorescencia [ 195 kJ
de
Energia Oilgeno sen'
/Slngulete
Absorcion
\l / Reacciones Quimicas (Tipo Il)
SEN ——  —

Figura 9. Diagrama de Jablonski. Generacién de especies reactivas de oxigeno: 0," y '0,.
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» Tipos de sensibilizadores

Hay varios tipos de moléculas que absorben en el rango de UV-vis, que pueden
generar oxigeno singulete. Estas moléculas deben tener las siguientes

caracteristicas 2.

(1) Tener un coeficiente de absorcidn alto en la regidn del espectro de interés.

(2) Generar un estado triplete con energia apropiada, para permitir una
transferencia de energia eficiente al oxigeno triplete.

(3) Producir un alto rendimiento cuantico del estado triplete y un tiempo de vida
amplio para este estado (Tr>1ps). La eficiencia del fotosensibilizador
depende de las propiedades fotofisicas de su estado excitado triplete.

(4) Presentar una alta fotoestabilidad.

Ejemplos de sensibilizadores organicos e hidrocarburos aromaticos son la rosa de
bengala, el azul de metilo, la fenalenona ( fotosensibilizador universal). También,
los compuestos de coordinacion pueden generar oxigeno singulete, como las

porfirinas y las ftalocianinas *2.

Las porfirinas son sensibilizadores muy utilizados para generar el 'O,, debido a
gue son moléculas que normalmente se encuentran en la células, tienen un amplio
rango de absorcion UV-vis, y el tiempo de vida de sus estados tripletes excitados

es alto.*?

Una de estas porfirinas es la tetracarboxifenilporfirina, TcPPH, (figural0). Esta
porfirina libre de metal TcPPH; presenta un rendimiento cuantico (®r) del estado
triplete de 0.82, y reporta un rendimiento cuantico (®,) de 0.63 para el oxigeno
singulete (tabla 1). En este trabajo se tuvo en cuenta el tiempo de vida (tr1) de la

H,TPP para su seleccién.”
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Figura 10. Estructura de Tetracarboxifenilporfirina sin metal (TCPPH,)

Tabla .1. Propiedades fotofisicas de algunas porfirinas.

Complejo (O3 Tr (MS) (O

H,TPP 0.82 1380 (300K) 0.63 (CsHe)
MgTPP 1350 (300K) 0.62 (CgHe)
ZnTPP 0.88 1200 (300K) 0.83 (CsHs)
CdTPP 260 (300K)

PdTPP 1 380 (300K) 0.88 (CsHs)
PJdOEP 1 300 (300K)

1.4. Principales Reacciones

El 'O, permite la generacion de hidrocarburos oxigenados,

endoperoéxidos por cicloadicion [2+4], dioxetanos por cicloadicion [2+2], sulfoxidos
a partir de la oxidacion de sulfuros, fosfinas oxidadas a partir de fosfinas e

hidroperéxidos por oxidacién de fenoles y reacciones “ene™ (Figurall).
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En el caso de la adicion 1,3 del oxigeno singulete a cis-dienos conjugados,
cicloadicion [4+2], presenta similitud a la reaccion de Diels-Alder, donde el oxigeno

singulete es el diendfilo.

R,S —> R,S=0 R3P — R;P=0
o [2+2 O 7 o 2+4] 0
|| o | + N — [
o 0 N\ O 0
R R
H H OH 0
o) (0]
K o — | I
N O 0 ~  HOO
R R R

Figura 11. Algunas reacciones del '0,.

El oxigeno singulete también puede reaccionar con olefinas de dos o mas
sustituyentes alilicos, causando el cambio de un doble enlace y la formacion de un

hidroperéxido alilico °.

La formacion de dioxetanos es posible por cicloadicion [2+2] del oxigeno singulete,
como resultado de sistemas ricos en electrones 1 (olefinas) e impedidos
estéricamente. Generalmente los dioxetanos solo son estables a bajas
temperaturas, sufren descomposicion térmica para formar dos derivados
carbonilicos?.

El mecanismo de descomposicion del dioxetano no se ha logrado esclarecer de
forma consistente, aunque Mc Crapa y Karns'' postulan una fragmentacién en el
enlace O-O y C-C de una manera concertada. Turro'' estudio este enfoque
sugiriendo un cambio en la multiciplidad de espin, que ocurre coincidencialmente
cuando se fracciona el enlace. Richardson™ sugiri6 un mecanismo 1,4-diradical

formando el enlace O-O, seguido de una B-fragmentacion (figural2).
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0—O

0
2
R, + Ry > Ry R4 —’ Ry ‘ ‘ R4
>=< R2 R3

B- Fragmentamon

i

R4

Concertado T

Figura 12. Esquema de fragmentacién del dioxetano a compuestos carbonilicos.

Por su alta electrofilicidad el 'O, es capaz de oxidar fenoles, sulfuros y aminas; la
reaccion con fenoles resulta en la formacion de  hidroperéxidos que se
deshidratan para formar p-benzoquinonas. Por otro lado, los sulfuros son
generalmente oxidados a sulfoxidos, mientras que los bisulfuros reaccionan para
formar tiosulfonatos. Las aminas con bajo potencial de ionizacion pueden oxidarse

por el 'O, posiblemente a través de una transferencia de carga **

1.5. Deteccién del oxigeno singulete

Los siguientes métodos de deteccion evidencian la formacion del oxigeno

singulete sin ninguna ambigledad.
1.5.1. Métodos directos
* Resonancia paramagnética electronica

Este método de deteccion del 'O, es especifico para el estado 'A4O,. Por EPR se

puede detectar el 'O, usando el atrapador de radicales: 2,2,6,6-tetrametil-4-
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piperidinol. Es necesario que la concentracion del oxigeno singulete sea el 10%

del oxigeno total*>**.

» Meétodo de emision infrarroja

Este método se basa en determinar la especie activa del oxigeno singulete de
acuerdo a las bandas de emisibn de la fosforescencia infrarroja
(quimiluminicencia), la cual es detectada perpendicularmente con un fotodiodo de
germanio y la sefal es recolectada en un osciloscopio. La banda de emisiéon para

el oxigeno singulete se encuentra a 1270 nm, indicando el paso de 0, a 0, ¢

1.5.2. Métodos indirectos

Los métodos indirectos se basan en la capacidad de ciertos reactivos para
capturar 'O, originando productos especificos los cuales son indicadores de su
presencia. Estos productos se pueden identificar por técnicas instrumentales como
espectrometria de masas (MS) y RMN. Entre los reactivos mas utilizados como
indicadores de la presencia del oxigeno singulete se encuentran el RTC (Rubreno-
2,3,8,9-tetracarboxilato de tetrapotasio) y derivados del rubreno, y el 9,10-bis (2-
etileno)antraceno disulfato de sodio los cuales originan endoperoxidos, mediante

la reaccion de cicloadicion [4 + 2] 2718

BPORTER N., TALLMAN K., PRAT. Kinetic Products of Linoleate Peroxidation: Rapid B-fragmentation of
Nonconjated peroxyls. En: J. Am. Chem. Soc. Vol. 123 (2001); p. 11827-11828

STRATTON S.; LIEBLER D. Determination of Singlet Oxygen-Specific versus Radical-Mediated Lipid
Peroxidation in Photosensitized Oxidation of Lipid Bilayers: Effect of B-Carotene and a-Tocopherol. En:
Biochemistry. Vol. 36, N° 42 (1997); p. 12911 -12920.

®NARDELLO V., CARON L.; AUBRY J. Reactivity, Chemoselectivity, and Diastereoselectivity of the
Oxyfunctionalization of Chiral Allylic Alcohols and Derivatives in Microemulsions. En: J. Am. Chem. Soc. Vol.
126, N°. 34 (2004); p. 10692-10700.

®*CARON L., NARDELLO V., ALSTERS P. Convenient Singlet Oxygenation In Multiphase Microemulsion
S7ystem. En: Journal of Molecular Catalysis A: Chemical. Vol. 251 (2006); p. 194-199.

YBOHME K., BRAUER H. Generation of Singlet Oxygen from Hydrogen Peroxide Disproportionation
Catalyzed by Molybdate lons. En: Inorg. Chem. Vol. 31 (1992); p. 3468

BNIU Q., FOOTE C. Singlet Molecular Oxygen Generation from the Decomposition of Sodium
Peroxotungstate and Sodium Peroxomolybdate. En: Inorg. Chem. Vol. 31(1992); p. 3472.
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También se utiliza el método yodo/yoduro. Este método consiste en adicionar el
ion I al medio de reaccion. La reaccion del oxigeno singulete con el idn I forma el
i6n I3, el cual se detecta por las bandas de absorcién a 287 y 351nm*°. La
concentracién del i6n I's es proporcional a la concentraciéon del O, presente. El

método yodo /yoduro es rapido y presenta alta sensibilidad al oxigeno singulete.
1.6. Desactivacion del oxigeno singulete
La desactivacién del 'O, puede darse por dos rutas principales:

1) Desactivacion fisica

102 kE’ 302

A

En esta interaccidon A recibe una transferencia de energia.
2) Desactivacion quimica:

o,+A & p
En este tipo de desactivacién, el oxigeno singulete al decaer a su estado basal
reacciona con un sustrato, generando productos.
Los estudios cinéticos realizados sobre la desactivacion de esta especie activa del

oxigeno via fosforesencia reportan una cinética de primer orden®(Figura 13).

19MOSINGER, J.; OLDRICH, J. Bactericidal Nanofabrics Based On Photoproduction Of Singlet Oxygen. En: J.
Mater. Chem. Vol. 17(2007); p. 164-166.

AUBRY J. and BOUTTEMY S. Preparative oxidation of organic Compounds in Microemulsions with Singlet
Oxygen Generated Chemically by the Sodium Molibdate/hydrogen Peroxide System. En: J. Am. Chem. Soc.
Vol. 119(1997); p.5286.

-16 -



Formacionde 10, Fuentede 0, ——10,

Apagamiento por la microemulsion 10, + Solvente 10,
Apagamiento quimico 10, + S —*s0,
Apagamiento fisico 10, > 10,
fosforescencia — >

10, 30, + hv

Figura 13. Vias de desactivacion del oxigeno singulete.

Las moléculas inhibidores del 'O, poseeen una mayor capacidad de capturar esta
especie excitada y desactivarla mediante vias fisica y quimica. Entre estas se
encuentra el B-caroteno®* y la vitamina Bg (una piridoxina utilizada por hongos

fototéxicos como la Cercospora keidi)*.
1.7. Peroxidacion lipidica

La degradacion de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) se denomina
peroxidacion lipidica.

Esta peroxidacion es el efecto mas importante de las especies reactivas del
oxigeno sobre la célula, ya que la destruccion de los PUFA de la membrana junto
con la formacion de puentes disulfuro en las cadenas de las proteinas y la ruptura
de estas, conduce a una pérdida de su permeabilidad y a la muerte celular. Figura
14 . La susceptibilidad de las membranas biolégicas a la peroxidacién depende,

en gran medida del grado de insaturacion y de la posicion de los dobles enlaces,

ZISTRATTON, S. and LIEBLER, D. Determination of Singlet Oxygen-Specific versus Radical-Mediated Lipid
Peroxidation in Photosensitized Oxidation of Lipid Bilayers: effect of B-Carotene and a-Tocophorol.
En:Biochemistry. Vol. 108(1997); p. 17675.

ZOTHA, B. and FOOTE, C. Characterization of Endoperoxide and Hydroperoxide Intermediates in the
Reaction of Pyridoxine with Singlet Oxygen. En: J. Am. Chem. Soc. Vol. 124(2002); p.12064.

BOGUS, A.; ATALAY, A.; BATEMAN, O.; SLINGSBY, C. Vitamin C Induced Oxidation of Eye lens Gamma
Crystallins. En: Biochimie Vol. 80(1998); p. 283-288.
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asi como de la existencia de iones hierro %, ya que son estos los que catalizan en
su mayoria las reacciones de oxidacion, ademas de activar el oxigeno en la

formacion de las especies reactivas del oxigeno (EROs).

El proceso de peroxidacion lipidica consta de una serie de reacciones en cadena,

que demuestran la capacidad de las EROs para producir dafios en la célula®® %°.

E‘QIM ruptura de
o cadenas proteicas

Figura 14. Modelo del dafio oxidativo provocado por las especies reactivas del oxigeno (EROs),

formacién de :;e:es disulfuro
i
gOHH OHH

liniliE

2 peroxidacion
formacion de MDA 4 lipidica S-CHs

sobre las membranas.”

Los PUFA son mas labiles a la oxidacion que los &cidos grasos saturados y los
monoinsaturados porque los metilenos entre dos dobles enlaces pueden perder
facilmente un hidrégeno (hidrogeno bisalilico). Las especies de oxigeno reactivas
gue pueden abstraer estos hidrogenos son: el oxigeno singulete, el radical
hidroxilo HO" y el radical perhidroxilo HO, .

#URSINI, F.;: VUGMAN, M.; FERNANDEZ, L. Metabolic changes of several adipose depots as caused by
aging. En: Physiology & Behavior. Vol.50(1991); p. 317-321.

% VIARENGO, A.; CANESI, L.; PERTICA M.; LIVINGSTONE D. R. Seasonal variations in the antioxidant
defence systems and lipid peroxidation of the digestive gland of mussels. En: Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Comparative Pharmacology. Vol.100(1991); p. 187-190.

% TORRES. Biologia de las Especies de Oxigeno Reactivas. En: Mensaje Bioquimico, Vol. 26, (2002); p. 28,
29.
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Una vez generado el radical en un acido graso, éste reacciona con el O, para
formar un radical peroxilo. El radical peroxilo puede retirar un hidroégeno alilico a
otro metileno y de nuevo se forma otro radical, desarrollando una reaccion en

cadena (figura 15.) %.

N PPN / COOH (a)
H
/\/\/\/C'\/\/\/\/\/\/COOH (b)
e NN LA NN CO0H (o)
T
(@]
NN ~ = COOH ()
Cl’H +RH
(e}
X N F COOH
+ R’

Figura 15. Oxidacion de lipidos. Se ejemplifica una posible modificaciéon del acido araquidénico: a)
la abstraccion de un hidrégeno alilico, genera un radical en un carbono, b) éste radical puede
migrar, con lo cual hay un reacomodo de los dobles enlaces y c¢) en presencia del dioxigeno se
genera un radical peroxilo que d) propagacién de la reaccién, mediante el retiro de un hidrégeno de

otro lipido.

Asi en la iniciacién se puede generar muchos lipoperéxidos. El 'O, genera
endoperéxidos con los acidos grasos poliinsaturados, los cuales se descomponen
en presencia de hierro formando radicales alcoxilo y contribuyen a la propagacion
de la lipoperoxidacion. Los lipoperoxidos se pueden reducir mediante la glutation
peroxidasa de fosfolipidos 6 son eliminados a través de las fosfolipasas como la

fosfolipasa A2, que aumenta durante la estres oxidativa 2.
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Por otra parte el 'O, ataca directamente, mediante una reaccioén “eno”, donde el
doble enlace cambia su lugar. Por ejemplo, el 'O, se adiciona como —OOH a
grupos linoleicos en las posiciones 9’, 10°, 12’, y 13’ (figura 16.), por otro parte si
atacara un radical solo los hidroperdxidos 9’ y 13’ se obtendrian, por lo tanto el
factor de distribucidbn puede usarse para distinguir entre la lipoperoxidacién
mediada por 'O, o por un radical °.

'0, Radical
Tipo Il Tipo |
0] OOH 0] OOH
ROJJ\/\/WL/\/\/\/\ ROJL/\/\/\J\/\M/\
9-OOH 9'-O0H
o] HOO o] OOH
ROJJ\/\/\/\/\]/\/\/\/\ ROJI\/\/\/\/WL/\/\
10'-O0OH 13'-O0H
0] HOO
ROJL/\/\/\/\/\]/\/\/\
12'-O0H
O OOH
ROJ']\/\/\/\/\/\/L/\/\
13'-O0H

Figura 16. Esquema: Peroxidacion lipidica con *O,, mecanismo tipo II.

1.8. El 1,4-ciclohexadieno

El 1,4-ciclohexadieno es una molécula simétrica con un sistema dieno no
conjugado e hidrégenos bis-alilicos, (figura 17.). Cuando esta molécula es atacada
por una especie electrofilica como el '0,, no presenta formacién de isomeria
geomeétrica y facilita un seguimiento mas detallado de la reaccion. Al utilizar el

1,4-ciclohexadieno no so6lo se facilita el andlisis de la reaccién, sino que puede
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utilizarse como un analogo de los lipidos, debido a que presenta los hidrégenos
bisalilicos. Esto puede facilitar la comprension del proceso de oxidacion de los

lipidos por el oxigeno singulete.

H H

Figura 17. Estructura del 1,4-Ciclohexadieno.
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2. ESTADO DEL ARTE

La oxidacién de 1,4 dienos por 'O, como modelo de oxidacion lipidica, ha sido
estudiada tedricamente y se ha postulado la formacibn de moléculas
intermediarias como los dioxetanos, que al parecer podrian estar presentes en
ésta oxidacion?’. Por otra parte, la inestabilidad de los hidroperéxidos del linoleato
de metilo, no permite obtener expresiones cinéticas de la iniciacion de oxidacion
con 'O, debido a la formacion de radicales libres. Si se estudia
experimentalmente la oxidacién con 'O, se determinaria si existe o no la
formacién de dioxetanos, asi como la eficiencia del 'O, para iniciar la oxidacion de

1,4-dienos, en el caso especifico del 1,4-ciclohexadieno.

Samadi® y colaboradores estudiaron el hidroperéxido del &cido linoléico (LOOH),
a partir de la peroxidacion del &cido linoléico, fotosintetizado por acido tiaprofénico
(TPA) y cetonas anéalogas, con el fin de diferenciar los mecanismos por
fotoperoxidacion tipo | y tipo Il. Se seleccioné el 1,4-ciclohexadieno como
molécula modelo, por sus hidrogenos bisalilicos y simetria.

El 1,4-ciclohexadieno coirradiado con benzofenona (BZP), generé como producto
principal el benceno (Figura 18), indicando la oxidacion del radical ciclohexadienil
(6), vy la posterior eliminacién del grupo peréxido (H.O,), en la mezcla de
fotooxidacion se observaron productos en  cantidades apreciables de la
dimerizacion y reduccion del fotosensibilizador (BZP), como el piancol(7) y el
bensidrol(8) respectivamente y el entrecruzamiento sensibilizador-dieno-dimero?.
Los diferentes productos faltantes que se indican en la figura 18, se dieron en
cantidades menores. La mezcla de dimeros no es tan representativa con el acido

decarboxitiaprofénico (DTPA) como sensibilizador y también se indica como mayor

%" TEJERO, |.; GONZALES, L.; LLUCH, J. Photo-Oxidation of Lipids by Singlet Oxygen, a Theoretical Study
En: Chem. Phys. Lett. Vol. 398 (2004); p. 336.

% SAMADI, A., MARTINEZ, L., MIRANDA, M., MORERA, I. Mechanism of Lipid Peroxidation
Photosensitized by Tiaprofenic Acid: Product Studies Using Linoleic Acid and 1,4-Cyclohexadienes as Model
Substrates. En: Photochem. Photobiol. Vol. 73(4)(2001); p. 359—-365.
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producto de la oxidacion del 1,4-ciclohexadieno con oxigeno singulete el benceno
28

En contraparte, Yardimci, Kaya y Balci?® encontraron que para la fotooxigenacion
del 1,4-ciclohexadieno con 'O, en un sistema de tetrafenilporfirina (TPP), el
producto obtenido es un endoperdxido biciclico (16), en el cual el primer paso es
una ene-reaccion del oxigeno singulete, para obtener el hidroperoxido (15)
intermediario (Figura 19). El sistema dieno conjugado en el hidroperoxido (15), es
susceptible a un nuevo ataque por parte del oxigeno singulete, para obtener el

dioxetano isomérico(16).

29 YARDIMCI, S.; KAYA, N.; BALCI, M. Regioselectivity in the ene-reaction of singlet oxygen with cyclic
alkenes: photooxygenation of methyl-substituted 1,4-cyclohexadiene derivatives. En: Tetrahedron, Vol. 62
(2006); p. 10633—-10638.
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Ph Ph
AN hv N
C=—0 + —_— C—OH/| +
/ O / ‘

R
CHD R 5 6
R=Ph: BZP
R= 2-ethyltiophene: DTPA
OH OH

|
5+5 — = Ph—C—C—Ph

R R

7

Ph
NH
5+CHD —> 6 + /C—OH

R 8
CI)H C')H
R R
9 10

6 +6 — CgH;-CgH; ——» Ph—CgH; —» Ph—Ph
11 12 13

6+0; — > —

OOH

}

Figura 18. Estructuras quimicas y rutas de reaccién propuestos para los productos formados de la

oxidacion del 1,4-ciclohexadieno con oxigeno singulete.?®

102, hv 102 >
TPP, CH,Cl,
OOH OOH

14 15 16
Figura 19. fotooxidacién del 1,4-ciclohexadieno con oxigeno singulete, en un sistema

tetrafenilporfirina y diclorometano.?

En cuanto a los procesos fotoquimicos de la oxidacién del linoleato de metilo por
accion de sensibilizadores como el rosa de bengala, el azul de metileno y las
tetrametilporfirinas, se puede llevar cabo via radicales libres o via 'O.. Los

hidroperéxidos obtenidos en la fotooxidacion via radicales libres se encuentran en
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las posiciones C-9 y C-13 de linoleato de metilo, mientras que los obtenidos por la
via 'O, se encuentran en las posiciones C-9, C-10, C-12 y C-13 del mismo lipido.
(Figura 20)*° .

I 9 10 12 13

Rioic\/\W:\/:\M

RADICAflliAS LIBRES via ‘o,
(T1P0 I (TIPO 1)

HOO HOO
TN N AU
9-00H Son - OOH
13-00H
12-00H OOH
TVS\Y\/: /
13-00H

Figura 20. Productos de fotooxidacion del linoleato de metilo via radicales libres y oxigeno

singulete.*

Se ha encontrado que la oxidacién via *O. no inicia una peroxidacién en cadena,
pero sus productos hidroperéxidos del linoleato de metilo obtenidos en la reaccion
de oxidacién pueden iniciar una reaccion en cadena en presencia de un metal de
transicion o hasta con el mismo sensibilizador por medio de la pérdida de un

hidrégeno de los productos hidroperoxidados. (Figura 21)*

STRATTON S. and LIEBLER D. Determination of Singlet Oxigen- Specific versus Radical-Mediated Lipid
Peroxidation in Photosensitized Oxidation of Lipid Bilayers: effect of p-Carotene and a-Tocophorol. En:
Biochemistry. Vol. 108 (1997); p. 17675.
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Inicio de la fotooxidacion S Después de los primeros

segundos de fotooxidacion
hv hv
*
_ s* - S _
Tipo Il loz Tipo |¢02 Tipo Il loz Tipo | loz
‘o, Oxiradicales ‘0, Oxiradicales
LH LH lLH LH
LO*
C-9-, C-10-, C-12- y C-13-O0H C-9-y C-13-O0OH § C-9-, C-10-, C-12- y C-13-O0OH o0
LOO*
|l » — » C-9-yC-13-00F
LH 0,

Figura 21. Oxidacion fotosensibilizada del linoleato de metilo via radicales libres y *0,.%°

La generacion del 'O, mediante sensibilizadores, es un método versatil y
conveniente que puede llevarse a cabo en una gran variedad de solventes polares
y apolares, en un amplio rango de temperatura (-100 a 100 °C), particularmente es
mas ventajoso a bajas temperaturas debido a la labilidad de los productos de
oxidacion'?. Ademas los fotosensibilizadores poseen la ventaja de absorber en el

rango de visible, brindando grandes lapsos de tiempo para generar 0.

En la generacion fotoquimica del oxigeno singulete influye el solvente utilizado,
incrementando o disminuyendo su tiempo de vida media. Los solventes organicos
como medio de reaccion proporcionan mayor tiempo de vida media al oxigeno
singulete, encontrando que el diclorometano es el solvente que se menciona con
mayor rendimiento para esta especie oxidante.** Aprovechando la poca solubilidad
del catalizador TcPPH, en medio apolar, la reaccién se realiz6 en fase
heterogénea, brindando una facil separacion del catalizador del medio de reaccion

y la aplicacién de las distintas técnicas de analisis quimico.

En este trabajo se estudio la reaccién entre el 1,4-ciclohexadieno y el 'Oy,
generado fotoquimicamente por tetracarboxifenilporfirina. Se determind la
constante 'y el orden de reaccidbn global de la reaccion a 273K.

%1 BOHME, K.; BRAUER, H. Generation of Singlet Oxygen from Hydrogen Peroxide Disproportionation
Catalyzed by Molybdate lons. En: Inorg. Chem. Vol. 31 (1992); p. 3468.
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3. METODOLOGIA

Se gener6 oxigeno singulete (*O,) fotoquimicamente mediante el
fotosensibilizador tetracarboxifenilporfirina TcPPH, en presencia de luz visible.
La reaccion se llevd a cabo en fase heterogénea usando como solvente

diclorometano.

La deteccién del 'O, se realiz6 indirectamente por la fotooxidacién del yodo para
formar el producto especifico triyoduro el cual se determiné por UV-Vis. Para
inactivar el 'O, y verificar que la especie oxidante es el 'O, se uso la azida de
sodio (NaNs).

El benceno, producto de oxidacién del 1,4-ciclohexadieno con el 'O, se determiné

por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM).
3.1. Reactivos y equipos

En el presente trabajo se emplearon los siguientes reactivos: azida de sodio (=99
%) (Merck), diclorometano anhidro (99,5 %) (Aldrich), 1,4-ciclohexadieno (297 %)
(Sigma), etanol absoluto (Aldrich), 4-carboxibenzaldehido para sintesis (Sigma),
acido propionico (MERCK ), Sal de Reinecke NH;Cr(NH3)2(NCS)4H,0 del 93 % de
pureza, SIGMA Aldrich. A.C.S. Y los siguientes equipos: espectrometro UV-Vis
HEWLETT-PARKARD 8453 con arreglo de diodos, cromatografo de gases
PERKIN ELMER, auto system XL y cromatografo de gases-espectrometria de
masas (CG-EM).
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3.2.Sintesis y caracterizacion del catalizador

Tetracarboxifenilporfirina sin metal (TCPPH,).

La tetracarboxifenilporfirina sin metal se sintetizd segln el método de ADLER 3%,
El pirrol previamente destilado (0.08 moles) y el 4-carboxibenzaldehido (0.08
moles) se mezclaron con 300 mL de &cido propidnico, y la solucién se colocé en
reflujo. Luego de 30 minutos de reaccion, la solucion se enfrié a temperatura
ambiente y se filtr6. El sélido que se obtuvo se lavé con metanol y luego con agua
caliente.

La tetracarboxifenilporfirina (TcCPPH,) se caracterizd por espectrofotometria UV-Vis

y por espectrometria infrarroja (IR-FT).

3.3. Procedimiento de la reaccion de oxidacion del 1,4-ciclohexadieno con
oxigeno singulete

Los experimentos de oxidacion del 1,4-ciclohexadieno se realizaron un fotorreactor
usando una lampara de halégeno de 125 W (Osram) en un vaso cilindrico pirex
con una solucién de dicromato de potasio para asegurar que los experimentos de

fotooxidacion se realizaran soélo por luz visible.

*ADLER, A.; LONGO, F.; FINARELLI, M.; GOLDMACHER, J.; ASSOUR, J.; KORSAKOFF, L. A Simplified
Sintesis for meso-Tetraphenylporphin. En: J. Chem. Org. Vol. 32 (1967); p. 476.

®¥LONGO, F.; FINARELLI, M., KIM, J. The Synthesis and Some Physical Properties of ms-
Tetra(pentafluorophenyl)-porphin and ms-Tetra(pentachlorophenyl)porphin. En: J. Chem. Heterocyclos, Vol. 6
(1969); p. 927.

-28 -



[

W/Filtro Quimico
»)

/

R

Agua
Refrigerada
/

—1

Termocupla O

Oxigeno

Mezcla de reaccion

Figura 22. Montaje de reaccion para una fotorreaccion por luz visible y filtro quimico.

Los experimentos de irradiacion se realizaron con 10mL de 1,4-ciclohexadieno con
diferentes concentraciones: 0.02M, 0.03M, 0.04M, 0.05M, y 0.06M en
diclorometano; se uso 0.01 g de catalizador tetracarboxifenilporfirina. Todas las
reacciones se llevaron a cabo con burbujeo de oxigeno variando la temperatura
desde 5C a 25T. La disminucion en solucion del 1, 4-ciclohexadieno se

determiné por cromatografia de gases.
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3.4. Determinacion de la intensidad de luz incident e

El flujo fotonico incidente por unidad de volumen (lo) se realizd por actinometria
quimica, que consiste en la determinacion del cambio fotoquimico que sufre una

solucién con rendimiento cuéntico conocido ()3,

La sal de Reinecke de potasio, K[Cr(NH3)2(CNS),], es un actindbmetro quimico que
puede ser utilizado en la regidon UV/Vis del espectro, ya que presenta un
rendimiento cuantico constante en el rango de 316—750 nm. La determinacion del
flujo fotdnico incidente de la lampara Phoenix de 220 [V], l,, se basa en la
liberacion del ion tiocianato, (SCN) a partir de la irradiacion de dicha sal, de
acuerdo a la reaccion (1). Este i6n tiocianato puede medirse facilmente por
métodos espectofotométricos. Se empled el procedimiento recomendado por

Wegner® y Cornet®®.
KCr(NH53)o(NCSY, + H,0 2023100 KGr(NH5)o(NCS)5(H,0) + SCN- (1)

La generacién de los iones SCN (ms™) se determiné por espectroscopia,
midiendo la absorcion del complejo coloreado a 452 nm. El complejo se preparo
tomando una solucion 0,1 mol/L de Fe(NO3)3.9H,0 en una solucion 0,5 mol/L de
HCLO,.

En la tabla 2 se indican las concentraciones que absorben la luz con A < 600 nm.

Por encima de los 600 nm, se necesitan hacer correcciones.

%KUHN, H.; BRASLAVSKY, S.; SCHMIDT, R. Chemical Actinometry. En: Pure Appl. Chem. Vol. 76, No. 12
53004); p. 2105-2146.

WEGNER, E. and ADAMSON, A. Photochemistry of Complex lons. Ill. Absolute Quantum Yields for the
Photolysis of Some Aqueous Chromium(lll) Complexes. Chemical Actinometry in the Long Wavelength Visible
Region. En:J. Am. Chem. Soc. Vol. 88 (1966); p.394-404.

%CORNET, J. F.; MARTY, A.; GROS, J.B. Revised Technique for the Determination of Mean Incident Light
Fluxes on Photobioreactors. En: Biotechnol. Prog. Vol.13 (1997); p. 408—415.
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Determinacion de [SCN 7). El flujo fotdnico incidente se determind posteriormente
a la fotdlisis de una solucion de 10 mL de sal potasio de Reinecke,
K[Cr(NH3)2(CNS),], 0,01 [M]. En determinados intervalos de tiempo, se analizd
alicuotas de 100uL por absorcion a 452 nm inmediatamente después de agregar
un volumen de la sal de Reinecke, 3 volumenes del reactivo de hierro y 20
volimenes de agua destilada y desionizada. La produccion de SCN™ se determina
utilizando una curva de calibracion con patrones estandares establecidos.

La fotolisis de una solucion de 10 mL de sal de Reinecke de potasio,
K[Cr(NH3)2(CNS),], 0,01 [M], se realizé en un reactor tipo Batch, con capacidad 12
mL. Se tomaron alicuotas de 100uL a 0, 60, 120, 240, 480, 660, y 900 s, a las
cuales se les adiciond los reactivos respectivos e inmediatamente se analizaron

las absorbancias a 452 nm.
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Tabla 2. Valores de rendimiento cuantico, en la formacion de SCN’, sugeridos por Calvert y Pitts®’

y Wegner y Adamson®.

Longitud Concentracion Rendimiento

de onda cuantico
[nm] KCr(NH3)2(NCS)4/ [mol formado /

[mM] Einstein
absorbido]

350 3,00 0,39
392 5,00 0,32
416 8,00 0,31
452 10,00 0,31
504 5,00 0,30
520 4,00 0,29
545 5,00 0,28
585 10,00 0,27
600 25,00 0,28
676 45,50 0,27
713 46,00 0,28
735 45,00 0,30
750 48,00 0,27

3.5. Identificacion y determinacion del oxigeno sin ~ gulete

La determinacién se realiz6 con el método yodo / yoduro, el cual se escogi6 por su
rapidez y alta sensibilidad ante el oxigeno singulete. EI método consiste en
adicionar el ion yoduro (I) al medio de reaccion. El oxigeno singulete oxida a el idn
triyoduro (I3") (figura 23), el cual se detecta por las bandas de absorcion a 287 y
351nm. La concentracion del I3~ es proporcional a la concentracién del oxigeno

singulete presente en la reaccion®®.

$"CALVERT, J. and PITTS, N. Photochemistry. Willey. New York. (1966); p. 780.
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Figura 23 . Reaccion del idn yoduro con oxigeno singulete.

Por este método es posible detectar de manera cuantitativa la presencia del
oxigeno singulete. Para corroborar que el oxigeno singulete es la Unica especie
reactiva presente en la oxidacion del yoduro, se adicion6 azida de sodio. La azida

de sodio desactiva el oxigeno singulete y por tanto no se producira el ién triyoduro.

3.6. Determinacion de la expresion cinética de lar  eaccion de oxidacion del
1,4-Ciclohexadieno con el 'O

La determinacion de las constantes de velocidad (k") del proceso de oxidacion, se
realiz6 mediante el método de las velocidades iniciales, donde se usan las
diferencias finitas para cada uno de los experimentos a partir de las distintas
concentraciones iniciales, utilizando las pendientes de las curvas de concentracion
contra tiempo®. Se decidié trabajar con las velocidades iniciales porque al inicio
de la reaccion se puede tener la certeza de las especies reaccionantes. Por el
contrario, en etapas posteriores pueden aparecer productos intermedios o
presentarse productos que interfieran en el curso de la reaccion.

Haciendo uso de la ecuacion de Arrhenius (k=Ae E¥RT

), se determind la energia de
activacion, en el rango entre 5C y 25C a presion atmosférica (680 mmHg). La

desaparicion del sustrato se siguié mediante la técnica de cromatografia de gases.

% AIDLER K. Cinética De Las Reacciones. Ed. Alhambra. Madrid. (1971) p.7
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3.7. Determinacion del producto de oxidacién del 1,  4-ciclohexadieno con 'O,
Se determind el producto de oxidacion del 1,4-ciclohexadieno con oxigeno
singulete en un cromatégrafo de gases Agilent, modelo 6890, con un detector
selectivo de masas, modelo 5973, y una columna DB-5MS (60 m x 0.25mm X
025um), se uso una velocidad de flujo del gas de arrastre (He) de 1 mL/min. Una
alicuota de 2 pL de la muestra se inyect6 con division (split) en el puerto de
inyeccion. El programa de temperatura se mantuvo durante 5 min en 45°C, con
una velocidad de 4 °C /min, hasta 150 °C, durante 2 min, con una velocidad de 5
°C /min, hasta 250 durante 5min, y con una velocid ad de 10min, hasta 275°C
durante 15min y el tiempo total de analisis fue de 75.75 min. Las condiciones en el
detector fueron: 70 eV, impacto electronico, rango de masas entre 30 y 450 m/z:

EM voltaje (A-tune 200 V), frecuencia de barrido 20 Hz y temperatura 250 °C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de la tetracarboxifenilporfiri  na (TCPPH))

La tetracarboxifenilporfirina, en el espectro UV-Vis la banda soret en el rango de
400-450 nm y la banda Q entre el rango de 500-700 nm correspondiente a las
transiciones Tt del macrociclo conjugado, (Figura 24). En el espectro infrarrojo se
identificaron las bandas descritas y sus correspondientes enlaces, y por
comparacion con la estructura de la porfirina (Figura 25) se ratificé la identificacion
del fotosensibilizador, principalmente por los enlaces nitrégeno-hidrégeno (N-H)
del macrociclo conjugado y los sustituyentes carboxi con los enlaces oxigeno-
hidrégeno (O-H) y carboxilo (C-0)%*.

3h
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i
3251 l
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£ 151 /
g /|
e ] e — \
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Langitud de Onda [nim]

Figura 24. Espectro UV-Vis de la tetracarboxifenilporfirina.

%LAN, M.; ZHAO, H.; YUAN, H.; JIANG, C.; ZUO, S.; JIANG, Y. Absorption and EPR spectra of some
porphyrins and metalloporphyrins. En: Dyes and Pigments. Vol. 74 (2007); p. 357-362.
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Figura 25. Bandas IR caracteristicas de la tetracarboxifenilporfirina (TcPPH,).

4.2. Determinacion del flujo foténico incidente (I o)

La Figura 26, muestra la concentracion molar de SCN™ generado a partir de la

fotolisis del actindmetro quimico en funcién del tiempo.
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Figura 26. Concentracion de SCN generado a partir de la fotdlisis de una solucién de Sal de
Reinecke de potasio, K[Cr(NH3),(CNS),], 0,01 [M].

De acuerdo a la ecuacién de regresion lineal obtenida en la fotdlisis de la sal de
Reinecke, (ver figura 26), el valor del flujo fotonico es de 3,21 pEinsteins/L*s para
la lampara Phoenix con filtro de K,Cr,0y.

4.3. ldentificacion indirecta del oxigeno singulete
El método de yodo/yoduro permite determinar el oxigeno singulete, determinando
la absorcion del ion triyoduro a 350nm (Figura 27). La absorbancia aumenta a

medida que transcurre la reaccion (Figura 28) y comprueba la generacion del 'O,

por los sistemas quimico y fotoquimico.
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Figura 27. Determinacion Indirecta del 102: cambio de la intensidad de la banda a 350nm del I3,

generacién fotoquimica.

De acuerdo a la figura 27, la generacion del ion triyoduro es proporcional a la
concentracion del oxigeno singulete, el que se encuentra en exceso. El aumento
en la absorbancia en la banda de 350nm es notoria de 0-15min y de 15-30min, sin
embargo en el rango de 30-45min, el aumento no es tan evidente, debido a que el
reactivo de yoduro, es el reactivo limitante y en ese instante se presenta un

equilibrio, deteniendo la formacion del ion triyoduro.
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Figura 28. Determinacion Indirecta del oxigeno singulete por generacién quimica y fotoquimica.
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Como se puede apreciar en la figura 28, en el sistema fotoquimico se observa una
tendencia hacia el equilibrio. Este es alcanzado a los 45 minutos de irradiacion.
Indicando una produccidn maxima de oxigeno singulete a partir del oxigeno
molecular. Por el contrario para el sistema quimico se aprecia que la generacion
del O, es menor y depende de la adicién del peréxido de hidrégeno, de tal forma
gue entre 10 y 15 minutos ocurre la reaccion estequiométrica. Mientras que el
aumento entre los 30 y 60 minutos se debe a un incremento por efecto de una

adicion adicional de peroxido de hidrégeno.

Para corroborar que el 'O, es el agente oxidante generado, se adicioné azida de
sodio (Figura 29), un desactivador eficiente del 'O, a 20, al sistema de reaccién.
En su presencia no se observa la banda de absorcién a 350nm, indicando la no

formacion del ion triyoduro.

W
[S2 N

! N
e L Y

Absorbancia [Au]
[N

250 300 350 400 450 500 550 600
Longitud de Onda [nm]

—— Tcero ——1h+ Azida

Figura 29. Desactivacion del oxigeno singulete con Azida de Sodio,en el sistema fotoquimico.

De acuerdo con la figura 29, se establecié un tiempo cero, en el cual no ocurre
reaccion y no hay sefial a 350nm, pero después de una hora de reaccién se
observa que la absorbancia en esta banda no cambia, lo cual confirma el bloqueo

del oxigeno singulete con la azida de sodio.
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La seflal que se observa entre 400-450nm, corresponde a la

tetracarboxifenilporfirina (TCPPHy).

4.4. Determinacion de la expresion cinética de lar  eaccion de oxidacion del

1,4-Ciclohexadieno con el O,

A partir de los datos de concentracion del 1,4-ciclohexadieno en el medio de
reaccion medidos a diferentes tiempos de reaccion, se calcularon por el método
diferencial las velocidades iniciales de la reaccion, para cada uno de los
experimentos a partir de las distintas concentraciones iniciales, utilizando las

pendientes de las curvas concentracion vs tiempo, de acuerdo a:

I"o:'QIQ
dt l=o

La determinacion de las pendientes se resolvid haciendo uso de métodos
numeéricos. En este trabajo se calcularon por el método de las diferencias finitas.

La derivada de la concentracion con respecto al tiempo esta defina por:

dC _Jlim C(t+h-C(y
dt o h

Como h tiene un valor fijo no nulo, en lugar de aproximarse a cero, entonces:

C(t+h-C(y _ AICIOD
h - h

En la diferencia puede ser considerada un operador diferencial que hace

corresponder la funcion C con AC, segun el teorema de Taylor:
A=hD +11WD? + %h3D3 +..=eMP-]
2
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D es el operador derivada que hace corresponder a C con su derivada C/,

finalmente invirtiendo la exponencial:

hD=log(1+A)=A-;—A2+ %Aﬁ

Los dos primeros términos de la serie llevan a:

dC _ AICIO -1 N[CIO)  C(t+2h) - 4C(t + h) + 3C(0)

dt h 2h

Utilizando los tres primeros puntos (to, Co), (t1, Ci), (t2, C,); cuyas abscisas

equidistan h (h=t,-t;=t;-t;=5 min), en funcioén de sus ordenadas se obtiene que:

C,-4C, +3C,
2h

Velocidad inicial =

Donde, Co: concentracion del 1,4-CH a Omin.
C;: concentracion del 1,4-CH a 5min.
C,: concentracion del 1,4-CH a 10min.

h: es el delta del tiempo transcurrido en cada toma de muestra (5)

Se calcularon las velocidades iniciales mostradas en la tabla 3.

Tabla 3. Velocidades iniciales con oxigeno singulete * 10° (mol.min'l)

[1,4-CH] x 1073
(mol/L) 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
T (K)

283 0,31 0,49 2,65 3,06 4,43
293 0,59 0,93 4,89 6,71 11,72
303 2,18 3,21 4,94 9,02 12,48
313 3,25 4,88 5,07 10,05 13,29
323 5,39 6,88 12,07 12,27 15,29
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Para determinar las constantes y el orden de reaccion se trabajo considerando la

concentracion de la especie oxidante en exceso y utilizando la ecuacion:
v=k’ [1,4-CH]"
Tomando logaritmo a ambos lados de la ecuacion:
Inv=Ink’ + nin[1,4-CH]

Aplicando regresion lineal (y=mx + b), donde el orden de reaccién(n) es la
pendiente y el Ink’ es el punto de interseccién b. Se obtuvo en promedio n=1.99, lo
gue lleva a una aproximacion de orden 2. De acuerdo al punto de interseccion b se
despeja una constante de velocidad para el proceso de oxidacion (k') para cada
una de las temperaturas, para determinar la energia de activacion, utilizando la

ecuacion de Arrhenius y su logaritmo:
k (T) =Ae®RT :  InKk(T) = -Ea/RT + InA

De acuerdo a la figura 30, y despejando la pendiente, la energia de activacion es
de 34,57 kJ/mol.K.

La ecuacion de velocidad para la oxidacion del 1,4-ciclohexadieno con oxigeno

singulete a 25T es:

V = (7,55L/mol*min)*[1,4-CH] 2
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Figura 30. Determinacion de la Energia de Activacion.

Se debe resaltar que no existen datos cinéticos ni termodinamicos para reacciones
de lipoperoxidaciéon o moléculas modelos de este tipo de reacciones, donde se
garantice solo la existencia de O,, ya que en el caso de los &cidos grasos, sus
respectivos hidroperoxidos se descomponen a radicales, y afectan la cinética y el
mecanismo.

El porcentaje de conversion del 1,4-ciclohexadieno se calculo con la siguiente
expresion:

%conversion = ([1,4-CH] - [1,4-CH];) * 100 / [1,4-CH];

Donde [1,4-CH]J; es la concentracion inicial del 1,4-ciclohexadieno y [1,4-CHJs es la

concentracion del 1,4-ciclohexadieno en un tiempo determinado.

-43 -



Tabla.4. porcentaje de conversion del 1,4-ciclohexadieno en su oxidacién con o, generado

fotoquimicamente, en funcién del tiempo.

Tiempo(min) Relacion de [1,4-CH] * 1073 %
Areas (A 1/Ay) (mol/L) Conversion

0 1,43 2,67 0
5 1,39 2,61 2,39
10 1,38 2,59 2,99
20 1,36 2,54 4,68
30 1,30 2,43 8,93
40 1,22 2,28 14,72
50 1,14 2,13 20,29
60 0,89 1,65 38,14

Donde, Al: Area del [1,4-CH] ; A.: Area del n-heptano (patrén interno)

El % de conversion del 1,4-ciclohexadieno después de 60min de su oxidacion con
10, fue del 38.14%.

2.7
2.5
23
2.1 -

1.9 +

Concentracion del 1,4-
ciclohexadieno [mol/L]

1.7

1,5 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo [min]

Figura 31. Disminucion de la concentracién del 1,4-ciclohexadieno en su reaccion de oxidacion

con oxigeno singulete generado fotoquimicamente.
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De acuerdo a la figura 31, se puede observar que la reaccion al transcurrir 60min
alcanza el equilibrio, ya que al observar la curva de generacién del 'O, (figura 27)
se alcanza la maxima produccion tomada a los 60min, segun la sefal de

absorbancia detectada para el I's.

4.5. ldentificacion del producto de reaccion

De acuerdo al espectro de masas (figura 32), se obtuvo como Unico producto de
reaccion el benceno, lo cual indica que no se generaron radicales libres y que el
Unico agente oxidante fue el oxigeno singulete. En la figura 33 se puede observar

la ruta de fragmentacion y en la tabla 5, los correspondientes iones caracteristicos.

IAbundance

Scan 1690 (6.696 min): MSTRA7.D
10000 78

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000

2000 a9 84

32 2

1000
74

3 3‘9414447 63 ‘
‘GH‘\‘ | \‘ ‘

ol i O e A 8 N M
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 o5

m/z--=>

Figura 32. Espectro de masas del benceno con trazas del solvente (tr=6.70).
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Los iones correspondientes a la masa de 84, 86 y 88, corresponden al solvente,

diclorometano (m=84) y los respectivos isotopos del cloro.

Tabla.5. lones caracteristicos de la ruta de fragmentacién del benceno.

I6n Abundancia

relativa[%]

52 14
77 24
78 [M] 100

M- ]

.®_‘ (@@_; @@_‘ ®
— — & SS .
m/z =78
l -

m/z=77 m/z = 52

Figura 33. Ruta de fragmentacion del espectro MS del benceno.

Segun los resultados obtenidos se puede plantear el esquema indicado en la
figura 33, debido a que no se encontraron posibles dimeros como el bifenilo, ni

dioxetanos o endoperoxidos.
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Figura 34. Posible mecanismo de la oxidacion del 1,4-ciclohexadieno con oxigeno singulete °.

En la figura 34 se puede observar como posible ruta la formacion de un
endoperéxido para la oxidacion del 1,4-ciclohexadieno con 'O, , como lo plantean,
Yardimci, Kaya y Balci?®, sin embargo de acuerdo a los resultados de este trabajo

el benceno es el Unico producto, descartando este tipo de reacciones.

De acuerdo a Foote® a partir de la reaccién de oxidacion de fenoles con oxigeno
singulete se obtiene el respectivo hidroperéxido (figurall) y segin Samadi®®,
utilizando el 1,4-ciclohexadieno como molécula modelo para la oxidacion de
lipidos con 'O, (figura 18), se obtiene como producto mayoritario el benceno,
planteando como intermediario el hidroperoxido. Con base en estos estudios se
postula en este trabajo, el hidroperéxido como posible intermediario en medio
organico. El hidroperdxido se genera en un proceso concertado a partir del ataque
del oxigeno singulete al doble enlace del 1,4-ciclohexadieno y la transferencia de
un hidrégeno bisalilico. Seguidamente se da la eliminacion de H,O,, obteniendo el
benceno como producto final.
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El 1,4-ciclohexadieno como molécula modelo para la peroxidacion lipidica,
presenta restriccion por su simetria, lo cual confirma que el 'O, presenta
preferencia por los hidrégenos bisalilicos y en el caso de los acidos grasos esto
también ocurre, sin embargo en estas macromoléculas no hay simetria y
presentan sistemas dienos conjugados, lo cual brinda mayor posibilidad de que el
10, oxide el lipido en distintas posiciones.
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5. CONCLUSIONES

E | método yodo/yoduro permite la identificacién indirecta del 'O, mediante el

seguimiento de nuestros resultados nos permiten afirmar que:

1) El sistema quimico, Na;MoO.H,0,, y el sistema fotoquimico,
tetracarboxifenilporfirina (TcPPH2) generan oxigeno singulete, *0,.

2) El fotosensibilizador, tetracarboxifenilporfirina (TcPPH,), genera 'O, mas

eficientemente que el sistema quimico, Na;MoO4/H,0.

3) E | método yodo/yoduro permite la identificacion indirecta del *O, mediante
el seguimiento de la absorcion del ion 3.

Se determin6 una expresion de velocidad para la oxidacion del 1,4-
ciclohexadieno con el 'O, en medio organico. Se estimo como la constante
global igual a 7,55 L/mol*min, observandose un semiorden de reaccion de dos
(2) con respecto al 1,4-ciclohexadieno, y una energia de activacion igual a
34,57 kJ/mol K.

Se identifico el benceno como Unico producto de la oxidacion del 1,4-
ciclohexadieno con oxigeno singulete en medio organico, por cromatografia de
gases, esto posiblemente por la ausencia de radicales libres, debido a que no
se encontré ningun producto de dimerizacion en los productos.

Se encontré que el 'O, presenta selectividad por los hidrégenos bisalilicos en
la oxidacion del 1,4-ciclohexadieno como molécula modelo de lipoperoxidacion.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar la determinacion directa de oxigeno singulete por EPR 0
fluorescencia, debido a que el método yodo/yoduro no es suficiente para
descartar la presencia de otras especies oxidantes de medio, ya que es una

identificacion indirecta porque se basa solo en la generacion del i6n
triyoduro.
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8. ANEXOS
ANEXO |. ESPECTRO EPR-TcPPH;

El espectro de EPR de la TcPPH, exhibe sélo una linea (figura 35), la cual es
atribuida al radical libre en la porfirina; EI macrociclo de la porfirina tiene un
sistema extenso de electrones n deslocalizados y el centro paramagnético es
protegido por efectos de resonancia y los grupos funcionales. Debido a esto el
radical libre presente en la porfirina es estable y puede ser medido directamente
por EPR. 3%
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Figura 35. Espectro de EPR-TCPPHs>.

“9ZHENG, W.; SHAN, N.; YU, L.; WANG, X. UV-visible, fluorescence and EPR properties of porphyrins and
metalloporphyrins. En: Dyes and Pigments. Vol. 77 (2008); p. 153-157.
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ANEXO Il. CURVA DE CALIBRACION UTILIZADAS EN LA ACT INOMETRIA

La figura 36 muestra la curva de calibracion utilizada para la determinacién de la

concentracion de iones SCN’, mediante soluciones estandar de tiocianato de
potasio, KSCN.
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Figura 36 . (B1) Espectro UV/vis de SCN" a diferentes concentraciones; Amax = 458
nm. (B2) Curva de calibracion de SCN'.
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ANEXO Ill. CURVA DE CALIBRACION DEL 1,4-CICLOHEXADI ENO PARA EL
CROMATOGRAFO DE GASES

La curva de calibracion del 1,4-ciclohexadieno, Ar= 527,43[1,4-CH] + 0,0191, con
un coeficiente de correlacién de 0,9988, se obtuvo determinando la relacién de
areas, en los tiempos de retencion a 2.770 y 2.867, para el n-heptano (patron
interno, 1,5*10°mol/L) y el 1,4-ciclohexadieno, respectivamente, con soluciones
patrones 2,010, 3,0%107, 4,010, 5,010y 6.0*10" mol/L. (ver figura 37)

3,5
3
2} ,
g 2,5
< [ )
o 2
o°
S 15 y =527,43x +0,0191
21, ;
‘T‘: R" =0,9988
£ 1
0,5
0
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0005 0,006 0,007
Concentracion del 1,4-CH

Figura 37. Curva de calibracion del 1,4-ciclohexadieno con n-heptano como

patron interno en el cromatografo de gases.
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