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Vs. OXIDACION

Sustrato

[Antioxidante]J{ <RETRASA

EVITA

Antioxidantes sintéticos/

(Posibles Efectos Toxicos) \ o
\ Antioxidantes naturales

Especial interés de los Antioxidantes Alimentarios, implicados en prevencion de:
-Lesiones inflamatorias
-Deficiencias nutricionales

Enfermedades autoinmunes —> Reguladores
- Parkinson Reacciones
‘Infartos de miocardio Fisiologicas :
5 & —> Transmisores

Neurodegeneracion
Envejecimiento
‘Neoplasias . Oxidantes
- Aterosclerosis Compuestos

. é ~ e
Diabetes Daiinos Citotéxicos

SO relacionadas directamente con los|Radicales Libres




Tipos de |
Antioxidantes
) ) )
u Primarios ‘| Secundarios ‘| Terciarios
Radicales
S Libres ROS
ROS

] L. » Captura de Radicales Libres
La Capacidad Antioxidante
* Captura de ROS
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Mantiene sus Caracteristicas
Sustrato posibilitando su medida

Oxidante

Antioxidante
(Capacidad Antioxidante)

* Rapida
* Buena correlacion Ensayo DPPH®-
(reduccion de dicho radical)

n
a

Voltame
s _1° /
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* Evaluar la metodologia electroquimica para medir capacidad antioxidante
mediante la simulaciéon de ADN (con bases ptricas) sobre electrodos de carbono:

(0]

NH;,
Mo ~NH
N
HQ érN]fL'jJ (’E \ N"/’\\NHz
Adenosina— 1\/17 h Guanosina— How
OH OH OHOH

e Establecer:

- Los mecanismos y productos de la oxidacion electroquimica del SESAMOL, como
explicacion a su capacidad antioxidante

- Los mecanismos y productos de la oxidacion electroquimica de sus analogos en
relacion con su potencial capacidad antioxidante

* Explorar la oxidacién de DIHIDROXIBENZALDEHIDOS como posibles aditivos
antioxidantes alimentarios

H-N O
W
s 9
(0]

3 4-MpDO»




Instrumental

Electrodos

Reactivos

H Condiciones

v

e BALANZA Sartorius de
precision £0.00001 g

e BALANZA ANALITICA de
precision Mettler Toledo
AB104, de sensibilidad 0.1 mg
e PH METRO Crison GLP 21,
con precision de £0.01
unidades de pH, calibrado
previamente con disoluciones
tampo6n de pH's 7.00 y 4.00

e SISTEMA DE REGISTRO
VOLTAMETRICO IJ] Cambria,
CH Instruments,
Electrochemical Workstation
¢ ESPECTROFOTOMETRO UV
Crison GLP, Perkin-Elmer
Lambda 750S con cubetas de
cuarzo Hellma, de 1.00 cm de
paso

¢ CROMATOGRAFO DE GASES
Shimadzu GC-2010 con
columna capilar HP-5MS de
30 m de longitud y 0.25 mm
de diametro, ACOPLADO A UN
ESPECTROMETRO DE MASAS
Shimadzu, operando en
modo EI a 70 eV

¢ DE TRABAJO:

GCE de CH

Instruments

CPE de gran

superficie (lab.) de
Metrohm

Barra de Grafito de

gran superficie
(6mm de &) de
Sigma-Aldrich

e DE REFERENCIA:
Ag/AgCl/3M KCl
de Metrohm

e AUXILIAR:
Pt de Metrohm

e DISOLUCIONES TAMPON:
*(HCI)

- (H;PO,)

*(NaOH)

“(H;BO3)

-(NaCl)

e MEDIDA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

MEDIANTE SIMULACION DE ADN:

-Guanina

-Guanosina

-Adenina

-Adenosina

- (FeCl,)

-(EDTA)

) (}-1202)

-Acido Ascérbico

o ANTIOXIDANTES:

-Sesamol

‘Piperonil Alcohol

-3, 4-Metilendioxianilina

-2, 5-Dihidroxibenzaldehido

-2, 4-Dihidroxibenzaldehido

TODOS LOS REACTIVOS SON DE
CALIDAD ANALITICA

e TEMPERATURA:
25°C£0.1°C

e LIMPIEZA ELECTRODO:
1) Pulido Mecanico con
papel abrasivo de
Carburo de Silicio

2) Pasta de Diamante
3) Alamina A

4) Alamina B

5) Baiio Ultrasonidos

e ACTIVACION
ELECTRODO:

Celda de trabajo con
disolucién Tampo6n

E=17V
t = 300 segundos

VCde0.2al1l5V
5 ciclos
Vbarrido= 0'1V/ S




Procedimiento de Trabajo para medir la
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
por simulacion de ADN sobre electrodos de carbono

Celda A Celda B
H;PO, Tampoén z> H:PO,; Tampén
pH de trabajo pH de trabajo

+

Nucleasido

Poster: “SENSORS FOR ANTIOXIDANT ACTIVITY BASED ON THE IMMOBILIZATION OF
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Procedimiento de Trabajo para medir la
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
por simulacion de ADN sobre electrodos de carbon

Celda A Celda B Celda C Reaccidm
HyPO, Tampon Z> H;PO, Tampén z:> H;PO, Tampén
pH de trabajo pH de trabajo pH de trabajo
+ +

Nucledsido Reactive Fenton

Poster: “SENSORS FOR ANTIOXIDANT ACTIVITY BASED ON THE IMMOBILIZATION OF




Procedimiento de Trabajo para medir la

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

por simulacion de ADN sobre electrodos de carbon

Celda A

HsPO4 Tampon
pH de trabajo

=>

Celda B

H;PO; Tampon
pH de trabajo
_l_

Nucledsido

=>

Celda C

H;PO; Tampon
pH de trabajo
+
Reactivo Fenton
+

Antioxidante

Reaccidn

Poster: “SENSORS FOR ANTIOXIDANT ACTIVITY BASED ON THE IMMOBILIZATION OF




Optimizacion de Variables para la inmovilizacion de
Adenosina y Guanosina sobre GCE

— Adenosine Opbimal Corditons
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Optimizacion de Variables para la inmovilizacion de
Adenosina y Guanosina sobre GCE
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Optimizacion de Variables para la inmovilizacion de
Adenosina y Guanosina sobre CPE

N X
y

HO o<” |N,)
OH OH

200+

200

| LA

F

100 -

*E

opH

* [Als

optlmo

6ptimo

Optimaen B ™

6ptimo =12V

=5.0
=180 segundos

=(0.8 mM

*E

opH

6ptimo

6ptimo =04V

=5.0

toptimo = 150 segundos

y [G]c’)ptima enB ™~ 1.0 mM
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Codeposicion en GCE de las dos |

bases ptricas SIMULTANEAMENTE

HO

o. N N HO—l N
+ 0
OH OH OHOH

CODEPOSICION:

-La superficie del electrodo se ocupa por igual por ambos componentes.

-No se dan efectos sinérgicos ni tampoco inhibicién de un nucleésido a otro.

-El electrodo alcanza antes la saturacion originando que la cantidad de material depositado
para cada nucledsido sea algo menor que en ausencia del otro adsorbato.

Poéster: “SENSORS FOR ANTIOXIDANT ACTIVITY BASED ON THE IMMOBILIZATION OF




Validaciéon como sensor de Capacidad Antioxidante en GCE (VC)

Guanosina 220 1 — Fe”'=1.0mM
+ 200 1 Fe*'=1.5mM
180 — F&®'=2.0mM
Reactivo de Fenton 150 ] Fe®'=2 5mM
(FECIZ + EDTA + HZOZ) — OH*- 1401  pHA4.15.
[Guanosina]=0.1 mM. [EDTA]=1.0

1204 M
1004 [HyO,]=20 mM.
Edeposicién: 0.4V.

Ip, pA

80 o

1 Tiempo de deposicién: 180 s.
g0 | Tiempo de reaccion: 3 minutos.
40 4
20 ]
0
-20 — T T T — 1 r T T 1T T T - 1
0.0 0.2 04 a6 0.8 1.0 1.2 14 "B 18




Guanosina
+

Reactivo de Fenton
(FeCl, + EDTA + H,0,) > OH"*-
+

Acido Ascérbico (antioxidante)

HO

Ip/uA

40 -

20 4

——AA=0.00 mM
——AA=2.84-10" mM
——AA=1.70-10" mM
——AA=2.84-10° mM

AA= 3.97-10° mM

[FeZ*]=0.25 mM.




Guanosina
*.

Reactivo de Fenton

(FeCl, + EDTA + H,0,) > OH"*-

ifpA

24 -

22

20

{ pH4.23.
[Guanosina]=0.04 mM.

[EDTA]=1.0 mM.

{ [H,0,]=10 mM.

Edeposici()n: 04V.
tdeposicién: 180s.

1 treaccion: 3 minutos.
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Validaciéon como sensor de Capacidad Antioxidante en CPE (VPD)

— Fondo
——Fe“=0.0mM
Fe“=12.0 mM|
Fe“=31.2mM|
—— Fe“ =45.0 mM|

0.80

0.95

T L}
1.00 1.05 1.10
EN
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Validaciéon como sensor de Capacidad Antioxidante en CPE (VPD)

20 -
L]
GuaHOSIHa 1 3inreactivo de Fenton
Acido Ascarbico = OpM
+ 26 Acido Aschrbico = 14 75uM

Acido Ascarbico = 31.27uM
Acido Ascarbico = 94.4pM
Acido Ascarbico = 0.472mM

Reactivo de Fenton [Fe*']=12.0mM.

(FeCl, + EDTA + H,0,) > OH"- 2]
-+ ]

Acido Ascérbico (antioxidante)

i/ LA

22 —

20 4

HO

: O
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Poster: “ON THE ELECTROCHEMICAL OXIDATION MECHANISM OF SESAMOL ON A GLASSY CARBON ELECTRODE”
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Analogos del Sesamol: Piperonil Alcohol y 3,4-Metilendioxianilina

Electrolisis a E constante

HO O
)
0

1,2 5

250 -

225 GF
1,0 200 -
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0.8 125 - penciente: 2 08
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“4 O
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H Analogos del Sesamol: 2,4y 2,5-DihidroxibenzaldeLido |

—VC Sesamol 1 mM pH tampdn
= = VCp-BQ1 mM pH tampén
40| =---VC 24-DHBA 1 mM pH tampdn
1] —-— VC 25-DHBA 1 mM pH tampdn

ND4+——7——T 7T T T T
-6 -04 -02 00 O02 04 OB 08 10 12 14 186

E (V) vs Ag/AgCl
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‘ Analogos del Sesamol: 2,4y 2, 5-D1h1drox1benzaldeh1do

Electrolisis a E constante

Pruebas con el PH

40- OH
1 ——2.5-DHBA pH 4,00 —— 2 5-DHBA pH 9.61
3,54 ——2,5-DHBA pH 5,01 —— 2,5-DHBA pH 10,01
2.4-DHBA ] ———25DHBA pH 6,00 —— 25-DHBA pH 10,56
304 —— 2 5-DHBA pH 7,00 —— 2,5-DHBA pH 11,00
| 2,5-DHBA pH 7,31 2,5-DHBA pH 11,21
2,5 ‘ —2,5-DHBA pH 7,60 —— 2,5-DHBA pH 11,43
! \ ——25DHBA pH 7,91 —— 25-DHBA pH 11,70
1 1k ——2,5-DHBA pH 8,21 —— 2,5-DHBA pH 12.00
A 2,01 —2,5-DHBA pH 8,52 —— 2,5-DHBA pH 12,35
—2,9-DHBA pH 8,80 —— 2,5-DHBA pH 12,70
15 ——2,5-DHBA pH 9,20 —— 2,5-DHBA pH 13,00
1,0+
0,54
0,0 -4
T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550 600 200 250 300 250 400 450 500 550 800
Anm A/nm
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