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RESUMEN 

 

El ciclo redox de Fenton es uno de los principales sistemas utilizados para la generación de 

radicales libres; hidroxilo, perhidroxilo, oxigeno singlete. La reactividad de este sistema es 

dependiente del pH y puede ser promovido con el uso de ligandos de hierro del tipo 1,2-

dihidroxibencenos, los cuales aumentan la cantidad de especies radicalarias generadas por su 

capacidad de reciclaje de Fe(II). El índice de Hammet del sustituyente del 1,2-DHB influye 

directamente en el mecanismo de reacción por el cual el Fe(III) es reducido. Sin embargo, se 

desconoce el efecto del índice de Hammet del sustituyente del 1,2-DHB y el pH en la 

generación preferencial de las especies radicalarias. En este trabajo se evaluó sistemáticamente 

la variación de las especies radicalarias generadas en el ciclo de Fenton en función de la 

característica electrónica del ligando y el pH. 

Los resultados muestran que tanto el radical hidroxilo como perhidroxilo son producidos en el 

ciclo redox de Fenton, sin embargo, la generación de radical hidroxilo es más sensible a la 

estabilidad de la semiquinona. Por otro lado, el radical perhidroxilo, se encuentra involucrado 

en un mecanismo secundario de amplificación del ciclo redox de Fenton mediante la 

reducción de la semiquinona, permitiendo el reciclaje de Fe(II) de forma indirecta. Se detectó 

oxígeno singlete a valores de pH sobre 7,00, donde la reacción de Fenton esta desfavorecida 

por la precipitación de hidróxidos y óxidos de Fe(III). 

La estabilidad de la semiquinona de 1,2-dihidroxibencenos con sustituciones donadoras de 

densidad electrónica en conjunto con valores de pH bajo 5,00 permite la generación preferente 

de radical hidroxilo. Contrariamente, el radical perhidroxilo presenta una generación 

preferente en sistemas tipo-Fenton en ausencia de 1,2-dihidroxiencenos a valores de pH bajo 

5,00. En el mismo rango de pH el uso de catecol y 1,2-dihidroxibencenos con substituciones 

sustractoras de densidad electrónica, muestran una producción similar de ambas especies 

radicalarias, donde el radical hidroxilo está ligeramente favorecido.   
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SUMMARY 

 

The Fenton redox cycle is one of the most used systems for free radical generation, such as 

hydroxyl, hydroperoxyl and singlet oxygen. The reactivity of this system is pH-dependent and 

is enhanced by the addition of 1,2-hydroxybenzene -like iron-ligands, which increase the 

amount of radical species due their Fe(II) recycling ability. The mechanism by which Fe(III) is 

reduced depends on the Hammet value of substitution of each 1,2-dihydroxibenzene. 

However, the effect on the generation of radicals species by the difference in the mechanism 

of Fe(III) reduction and pH is not known. In this work, the variation in the radical species that 

are generated within the Fenton redox cycle and their dependence on the  electronic 

characteristics of the ligand and pH was systematically evaluated. 

The results indicate that hydroxyl and hydroperoxyl radicals were produced within the Fenton 

redox cycle, however, compared to the hydroperxyl radical, the generation of hydroxyl radical 

appeared to be more sensitive to the stability of semiquinone. The Hydroperoxyl radicals were 

found to be involved in a secondary mechanism of Fenton cycle amplification through the 

reduction of the semiquinone, leading to an indirect recycling of Fe(II). Singlet oxygen was 

detected at pH values above 7.00 where Fenton reaction is not favorable, due precipitation of 

iron hydroxides and oxides.  

The stability of electron donor-substituted semiquinone derived from 1,2- dihydroxybenzene 

below pH 5.0 allowed for   the preferential generation of hydroxyl radicals. In contrast, , 

hydroperoxyl  radicals lead to the  preferential generation of  1,2-dihydroxibenzene-free 

Fenton-like systems at pH values below 5.00. In this pH range, the use of catechol and 

electron withdrawing- substituted 1,2-dihydroxybenzenes demonstrated  a similar generation 

of both types of radical species, though the generation of hydroxyl radicals was slightly more 

favored.  
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CAPITULO 1. INTRODUCCIÓN  

 
1.1. Especies reactivas de oxigeno 

 

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son especies químicas que se caracterizan por 

contener oxígeno  en su estructura y un elevado potencial de oxidación. Los ROS se 

pueden clasificar como especies radicalarias y no radicalarias. Dentro del primer grupo 

encontramos al (a) Radical Hidroxilo (·OH), (b) Anión Superóxido (O2
·-
), (c) Perhidroxilo 

(·O2H) y (d) Peroxilo (·O2R);  siendo ·O2H el ácido conjugado de O2
·-
 (ec. 1). En el 

presente trabajo se utilizara radical perhidroxilo para nombrar a ambos radicales 

indistintamente ya que en general se utilizan valores de pH inferiores a 4.00. En el 

segundo grupo encontramos al (a) Peróxido de Hidrogeno (H2O2) y (b) Oxígeno Singlete 

(
1
O2) [1,2]. Todas las especies mencionadas pueden ser generadas por transferencia 

electrónica entre ellas, pudiendo comenzar desde oxígeno triplete (Figura 1). 

 

          
                                                                                              

 

Figura 1. Generación de ROS a partir de oxígeno triplete por reducción secuencial con 

un electrón. Adaptado de [3]. 

Entre los ROS, uno de los más estudiado es el ·OH debido a que su potencial de oxidación 

es uno de los mayores conocidos (tabla 1) [4], y se ha reportado como principal 
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participante en una gran cantidad de reacciones en sistemas tanto químicos como 

biológicos, donde puede ser generado por  mecanismos enzimáticos o no enzimáticos[5]. 

Su participación ha sido registrada en mecanismos de degradación de madera por hongos 

[6,7], procesos fisiológicos de detoxificación celular en el sistema inmunológico o 

envejecimiento [8,9] y en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 

Parkinson o Alzheimer [8,10]. En otro ámbito, los sistemas químicos que producen ·OH, 

se denominan en conjunto, procesos de oxidación avanzada y han sido utilizados 

principalmente para la degradación de contaminantes recalcitrantes en aguas y otros fines 

tecnológicos [4,11].  

 

Los procesos avanzados de oxidación (AOP por su sigla en inglés Advanced Oxidation 

Processes) son un conjunto de sistemas que tienen involucran la generación y uso de 

especies transitorias de gran poder oxidante, principalmente ·OH [12]. Los AOP se pueden 

clasificar en procesos fotoquímicos y no fotoquímicos. En el primer grupo se encuentran 

procesos como fotolisis de agua, H2O2 y ozono (O3), también procesos de fotocatálisis 

heterogénea o foto-Fenton. Por otro lado procesos no fotoquímicos incluyen ozonización 

en medio alcalino o con H2O2, oxidación electroquímica y procesos Fenton y derivados 

[13]. 

 

Tabla 1. Potenciales estándar (V) de oxidación para algunas de las especies más oxidantes 

reportadas. Adaptado de [4]. 

Reacción E
o
 (V) 

              + 2.87 

                    + 2.70 

                         + 2.07 

                        + 1.77 

                      + 1.23 

 

 

 



3 
 

1.2. Ciclo redox de Fenton 

 

La reacción de Fenton, fue descrita por primera vez por H.H  Fenton en 1894, quien 

describió la oxidación de ácido tartárico por una solución de Fe(II) y H2O2 [14]. Casi 40 

años más tarde, Haber y Weiss postularon el mecanismo de esta reacción sugiriendo que la 

principal especie oxidante es ·OH generado in-situ [15]. Actualmente se reconoce la 

reacción de Fe(II) y H2O2 como la “reacción de Fenton” (ec. 2) y sus variantes como la 

“reacción tipo-Fenton” (ec. 3), donde se ha cambiado el Fe(II) por otra especie como 

Fe(III) u otro ion metálico de transición[16,17]. 

 

                                                                                               

 

                                                                                              

 

En general, la reacción de Fenton consiste en  la oxidación de un sustrato por H2O2 que se 

reduce hasta H2O. Esta reacción es catalizada por Fe(II), generando intermediarios 

oxidantes como ·OH, ·O2H, 
1
O2 y especies de alta valencia como ion ferril [Fe(IV)=O]

2+
 

(figura 2).  En la reacción de Fenton, se establece un  ciclo redox por la reducción 

consecutiva de Fe(III) (ec. 3) a Fe(II) el que a su vez cataliza la generación de ·OH  (ec. 2, 

figura 2) [18–22]. Este ciclo es descrito por salgado et al 2013 [22] . La reducción de Fe 

(III) a Fe(II) es la etapa limitante al ser  tres órdenes de magnitud más lenta, por lo tanto 

variados estudios se centran en estrategias para aumentar el reciclaje de Fe(II)  [22–26]. 
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Figura 2. Ciclo redox postulado para la reacción de Fenton [22]. 

 

1.3. Modificaciones a la reacción tipo-Fenton 

Las estrategias para aumentar el reciclaje de Fe(II) en el ciclo redox de Fenton se centran en 

modificar la etapa limitante de la velocidad de reacción, aumentando la eficiencia del sistema, 

medida como la cantidad de especies oxidantes generadas. Desde este punto de vista, dos 

principales estrategias se han utilizado, las primera introduce el uso de una fuente energética 

externa, la cual aumenta la producción de ·OH   en forma directa o por aumenta la reducción 

de Fe(III)), las cuales se encuentran resumidas en la tabla 2. 
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Tabla 2. Principales estrategias metodologías que involucran el uso de fuentes energéticas 

externas para aumentar la eficiencia del ciclo redox de Fenton. 

Nombre Principio Referencia 

Sono-

Fenton 

Uso de ultrasonido para generar cavitaciones en la solución, el 

colapso de las burbujas formadas genera condiciones extremas de 

presión y temperatura (5.000 K, 50 atm aproximadamente) a estas 

condiciones ocurre la ruptura homolítica del H2O2 formando 2 

·OH. se ha reportado una mejora en la degradación de algunos 

compuestos utilizando este método 

 

[27–29]  

Foto-

Fenton 

El uso de luz UV o solar (foto-Fenton solar) aumenta la eficiencia 

en la generación de ·OH por 2 vías, permite la ruptura homolítica 

del H2O2 generando 2 ·OH y la regeneración del Fe(II) 

promoviendo la reacción de Fenton 

 

[30–32]  

Electro-

Fenton 

El uso de electricidad promueve la formación de ·OH  

directamente desde agua en el ánodo, además la formación de 

H2O2 en el cátodo, además la reducción de Fe(III) a Fe(II) en el 

cátodo promueve la reacción de Fenton 

[33,34] 

 

 

Las metodologías mencionadas también se han utilizado en combinaciones, llegando a 

procesos de sono-electro-Fenton, foto-electro-Fenton, sono-foto-Fenton, etc. [24,26,35]. 

La segunda estrategia que ha sido utilizada es la adición de ligandos que solubilicen el Fe(III) 

y favorezcan su reducción para promover la reacción de Fenton mediante el reciclaje directo 

de Fe(II). Entre los disponibles, algunos como EDTA,  acido oxálico o bipiridina se han 

utilizado para mantener el Fe(III) en soluciones cercanas a pH neutro promoviendo así la 

reacción de Fenton únicamente al mantener el Fe(III) solubilizado, sin estos ligandos el Fe(III) 

comienza a precipitar sobre pH 5.00[36]. Sin embargo, estos ligandos carecen de actividad 
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reductora de hierro que poseen, por ejemplo, los ligandos derivados del 1,2-dihidroxibenceno 

o catecol (1,2-DHB) [37,38]. 

Los sistemas Fenton conducidos por ligandos (CMF por su sigla en inglés Chelator-Mediated 

Fenton reaction) utilizan ligandos de Fe(III) que tienen como característica principal el 

reciclaje de Fe(II) por la reducción  de Fe(III). Este ciclo catalítico le permite mantener una 

producción sostenida de ROS, siempre que exista H2O2 en el medio de reacción. Estos 

sistemas han sido particularmente estudiados con 1,2-DHB ya que estos se encuentran 

presentes en  diferentes sistemas biológicos, en seres humanos como catecolaminas 

(epinefrina, norepinefrina, dopamina), en plantas como lignina, en bacterias como 

enterobactinas, en suelo como ácidos húmicos etc., además todos estos organismos se 

encuentran en contacto con Fe(III) como parte de su metabolismo.  Por esta razón, se han 

utilizado  1,2-DHB como modelos de vías de oxidación en sistemas biológicos [19,39–42].  

Mentasti et al.[43] determinó que los  1,2-DHB se oxidan a quinona en una reacción de 2 

etapas, primero la oxidación de la 1,2-DHB con la reducción Fe(III) a Fe(II), seguido de la 

oxidación de la semiquinona a quinona con la reducción de un segundo Fe(III) (ec. 4) [25,44]. 

Sumado a lo anterior, Deiana et al. en 1992 [45], Pracht et al. En 2001 [46], Xu et al. en 2001 

[7] y Tamaru et al. en 2019 [47]han demostrado que la reducción de Fe(III) puede continuar 

con la posterior oxidación de derivados de catecol como guiacol, ácido cafeico y acido-2,3-

dihidroxibenzoico hasta CO2, reportándose relaciones estequeométricas de hasta 12 moles de 

Fe(III) reducidos por cada mol de los compuestos mencionados . Estas reducciones no 

estequeométricas son atribuidas a las oxidaciones sucesivas durante la mineralización del 

mismo 1,2-DHB (ec. 5 y 6), potenciando de esta manera la producción de ·OH   a través de la 

reacción de Fenton [46]. 
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1.4. Chelator-Mediated Fenton reaction  

Salgado et al [48]estudio el efecto de un sustituyente en  los 1,2-DHB según el índice de 

Hammet [49,50], de la sustitución en posición 4 en el anillo, considerando  sustituyentes 

donadores de densidad electrónica (EDG – Electron Donating Group) y sustituyentes 

sustractores de densidad electrónica (EWG – Electron Withdrawing Group). En este trabajo se 

demostró que la capacidad del sistema para generar ·OH responde a la característica 

electrónica del ligando, lo que además involucraría una diferencia el mecanismo de reducción 

de Fe(III) [51]. Así se ha postulado que los ligandos EDG liberan la semiquinona y el  Fe(II) 

reducido al medio de la reacción (reaccionando más tarde con H2O2), por su parte los ligandos 

EWG retendrían el Fe(II) en la esfera de coordinación y el H2O2 debe reaccionar con el 

monocomplejo de Fe(II) (figura 3). Sumado a lo anterior, la capacidad de reducir Fe(III) y 

generar especies de alta valencia de hierro también se reportaron que respondían a la 

característica electrónica del ligando [48]. Sin embargo, estos mecanismos aún se encuentran 

en estudio, ya que solo se pudo detectar ·OH  e ion ferril. 

 

(ec. 4) 

(ec. 5) 

(ec. 6) 
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Figura 3. Mecanismo propuesto para los sistemas CMF con ligandos (A) donadores de 

densidad electrónica (EDG) y (B) sustractores de densidad electrónica (EWG) [51]. 

 

El ·OH  generado durante el ciclo redox de Fenton ha sido extensamente estudiado ya que 

debido a su alto poder oxidante su principal aplicación es en el campo del tratamiento de aguas 

residuales en la remoción de compuestos químicos recalcitrantes y micro contaminantes 

[4,52–55]. El efecto que tiene el ·OH  sobre el ciclo redox en los sistemas estudiados en la 

presenta investigación es, no obstante, limitado, ya que por su alta reactividad se desactiva en 

reacciones de condensación con otros radicales (·OH, ·O2H, semiquinona), con H2O2 

(generando ·O2H) o mineralizando las quinonas procedentes de los 1,2-DHB [25,56]. Por otro 

lado, en tratamiento de aguas por ejemplo, el ·OH  lleva a cabo reacciones de oxidación y 

mineralización de los compuestos presentes en la. La oxidación de compuestos que den origen 

a reductores de Fe(III), se ha propuesto como un mecanismo secundario en el aumento del 

rendimiento de la reacción de la Fenton, ya que se han reportado reducciones no 

estequeométricas de hasta 12:1 Fe(III):2,3-DHBA en donde se propone a los intermediarios de 

la oxidación como los responsable de continuar con reducción de Fe(III) manteniendo así el 

Fe(II) y consecuentemente la reacción de Fenton activa mientras el sistema tenga H2O2 

disponible [7,46].  

Por otro lado, Barb y colaboradores [57], postulo por primera vez la participación de ·O2H en 

la reducción de Fe(III), esta hipótesis fue estudiada más tarde por otros autores sugiriendo este 

mecanismo como la potencial fuente de Fe(II) en agua de mar.  
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Sin embargo, para estudiar la participación de ·O2H en el ciclo de Fenton, este es generado por 

métodos externos (xantina/xantina oxidasa o radiólisis) [58,59]. En estos sistemas llamados 

“sistemas generadores de ·O2H” es estudiada la reducción de Fe(III) en presencia de 

atrapadores de ·O2H (superóxido dismutasa/catalasa), demostrando la participación activa de 

este radical en la reducción de Fe(III). El uso de enzimas obliga a usar pH cercanos al neutro, 

estabilizando el Fe(III) con ligandos no reductores como EDTA [38,60,61]. 

La participación del ·O2H generado en el ciclo redox de Fenton, no ha sido determinada 

directamente [48]. A pesar de que existe evidencia cinética y termodinámica de su generación 

[22,62], existe poca evidencia  espectroscópica de la participación de  ·O2H [48]. Uno de los 

principales inconvenientes es la utilización de H2O2 en exceso que puede  reaccionar con el 

·O2H e interferir con la detección [30]. Por lo tanto, la participación de ·O2H en sistemas CMF 

se aborda en el presente trabajo de investigación utilizando concentraciones de H2O2 menores. 

1.5. Efecto del pH en el ciclo redox de Fenton 

El pH es uno de los factores más importantes a considerar al llevar a cabo estudios sobre la 

capacidad del ciclo redox de Fenton de generar ROS [63–65].  

La disponibilidad y estabilidad de las diferentes especies Fe(III) en una solución acuosa varía 

según el pH, y con ello la capacidad del sistema para generar ROS. A pH 3.00, se registra el 

máximo de la reacción de Fenton el cual coincide con el monohidroxocomplejo de Fe(III) 

(figura 4-(A)) y con el monoperoxocomplejo de Fe(III) [22], de la misma forma, el índice de 

coordinación de los complejos de 1,2-DHB con Fe(III) dependen estrechamente del pH (figura 

4-(B)), de manera general encontramos los monocomplejos bajo pH 5.00; biscomplejos entre 

pH 5.00 y 8.00 y triscomplejos sobre pH 8.00 (figura 5) [48]. 
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Figura 4. Especiación de (A) Fe(NO3)3 0,15 mmol L-1, (B) Fe(NO3)3 1,5 mmol L
-1

 y catecol 

1,5 mmol L
-1

 

 

Figura 5. Dependencia del pH en el índice de coordinación de complejos de Fe(III) con 1,2-

DHB [48] 

 

Los efectos directos en el cambio del índice de coordinación se observan, como fue 

mencionado, en la capacidad del sistema para generar radicales; de esta forma, con 

monocomplejos se ve favorecido el ·OH  y en los biscomplejos posiblemente la formación de 
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especies hipervalentes de hierro (Fe(IV)) ya que los 2 ligandos aportarían estabilidad extra al 

metal central, este efecto estabilizador se ha reportado con la utilización de otros ligandos y en 

presencia de triscomplejos no se han detectado de ROS [48,66]. Otro efecto directo es la 

perdida en la reducción de Fe(III) con el pH donde no observa reducción sobre pH 7.00 [48]. 

 

1.6. Propuesta de investigación 

A pesar de la evidencia que existe de la producción de ·OH y su relación con el pH en los 

sistemas CMF, no existen estudios que profundicen en la generación de otros productos 

radicalarios, la relación entre ellos, ni el impacto que pueden tener ellos sobre el ciclo redox de 

Fenton, considerando que podrían potencialmente tener una participación activa en el reciclaje 

de hierro. La sistematización de esta información utilizando 1,2-Dihidroxibencenos aporta las 

condiciones en las cuales son generados los distintos ROS en los sistemas Fenton mediados 

por ligandos y de esta manera a la construcción de sistemas predictivos para la construcción de 

sistemas Fenton optimizados en la producción de ROS selectivamente.  
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HIPÓTESIS 

 

Debido a la diferencia de mecanismo involucrada en la reducción de Fe(III) por parte de los 

1,2-DHB sustractores y dadores de densidad electrónica, existirán condiciones óptimas que 

permitan la generación selectiva de cada una de las especies reactivas del oxígeno.  
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OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer las condiciones de reacción del sistema tipo-Fenton ferroso conducido por ligandos 

tipo 1,2-DHB para la generación selectiva de especies reactivas de oxígeno. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar los perfiles de producción de ·OH en sistemas tipo-Fenton ferroso conducido 

por 1,2-DHB 

2. Determinar los perfiles de producción de radical perhidroxilo en sistemas tipo-Fenton 

ferroso conducido por 1,2-DHB 

3. Determinar los perfiles de producción de oxigeno singlete en sistemas tipo-Fenton ferroso 

conducido por 1,2-DHB 

4. Identificar las condiciones óptimas para la generación selectiva de las diferentes especies 

reactivas según el 1,2-DHB utilizado 

 

  



 
 

CAPITULO 2. METODOLOGÍA 
 

2.1. Reactivos y procedimientos generales 

Nitrato ferroso (Fe(NO3)3), ferrozina, fluoruro de potasio (KF), 1,2-dihiroxibenceno, 4-t-Butil-

1,2-dihidroxibeno, 4-metil-1,2-dihidroxibenceno, ácido-2,3-dihiroxibenzoico, 4-nitro-1,2-

dihiroxibenceno y p-nitrosodimetilanilina (RNO) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich 

(Estados Unidos); sulfato férrico (Fe(SO4)), peróxido de hidrogeno (H2O2, 30% w/w), nitrato 

de potasio (KNO3), ácido clorhídrico (HCl), hidróxido de sodio (NaOH), azida sódica (NaN3), 

EDTA, bisulfito de sodio fueron adquiridos en Merck. Los spin-trap 5,5-dimethyl-1-pyrroline-

N-oxide (DMPO), α-4-pyridyl-1-oxide-N-t-butyl nitrona (POBN) y 2,2,6,6-tetramethyl-4-

piperidone hydrochloride (TEMPD) fueron adquiridos en Enzo LifeScience (Estados Unidos).  

Los sistemas analizados serán entre pH 3,00 y 11,00 cada una unidad; entre pH 3,00 y 5,00 se 

ajustó agua utilizando HCl y NaOH en un pH-metro 3 Start Thermo Orion previo a cada 

experimento. Para los pH 6,00 a 11,00, la acidez se ajustó con soluciones amortiguadores no 

coordinantes de aminas terciarias tales como ácido 4-morfolinetanosulfonico (MES, pKa=6,1), 

ácido 1,4-piperazinadietanosulfonico (PIPES, pKa= 6,8), ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazinapropanosulfonico (EPPS, pKa= 8,0), ácido 2-(ciclohexilamino)etanosulfónico 

(CHES, pKa= 9,3) y ácido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfonico (CAPS, pKa= 10,4), las 

sales de las soluciones amortiguadoras fueron adquiridas en Sigma-Aldrich (Estados Unidos). 

Todos los compuestos fueron utilizados sin purificación adicional. 

Todas las soluciones fueros preparadas el día del experimento en agua calidad nanopura 

(conductividad de 0.055 µS cm-1) previamente hervida y burbujeada con Ar para eliminar 

dióxido de carbono (CO2) y oxígeno (O2) disuelto respectivamente. La tabla 3 muestra la lista 

y abreviación de los 1,2-DHB utilizados. 
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Tabla 3. 1,2-DHB utilizados en el presente trabajo  

Nombre Formula Abreviación Característica 

electrónica 

4-t-Butil-1,2-

dihidroxibeno 

 t-B-CAT Dador de densidad 

electrónica 

4-metil-1,2-

dihidroxibenceno 

 CH3-CAT Dador de densidad 

electrónica 

1,2-dihiroxibenceno   CAT  

ácido-2,3-

dihiroxibenzoico 

 COOH-CAT Sustractor de 

densidad electrónica 

4-nitro-1,2-

dihiroxibenceno 

 NO2-CAT Sustractor de 

densidad electrónica 

 

 

Las concentraciones finales utilizadas (a menos que se indique otro valor) son H2O2 0.15 

mmol L
-1

, 1,2-DHB 1.5 mmol L
-1

 y Fe(III) o Fe(II) 0.15 mmol L
-1

. Para los experimentos en 

EPR, se utilizó una concentración de  spin-trap de 40 mmol L
-1

. El Fe(III) o Fe(II) siempre fue 

agregado al último para iniciar la reacción. La tabla 4 resume la composición de los sistemas 

utilizados 
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Tabla 4. Composición de los sistemas ensayados. 

Sistema H2O2 Hierro 1,2-DHB 

Fenton  Fe(II)  

Tipo-Fenton  Fe(III)  

CMF-t-But-CAT  Fe(III) t-But-CAT 

CMF-CH3-CAT  Fe(III) CH3-CAT 

CMF-CAT  Fe(III) CAT 

CMF-COOH-CAT  Fe(III) COOH-CAT 

CMF-NO2-CAT  Fe(III) NO2-CAT 

 

 

2.2. Detección de especies reactivas del oxígeno (ROS) por EPR 

A fin de verificar la presencia de los diferentes ROS generados por los sistemas de la tabla 4, 

la detección de estos se realizó mediante espectroscopia paramagnética de spin (EPR) en un 

espectrómetro EMX micro con una cavidad ER 4119HS y una celda de flujo de cuarzo de 4 

capilares (AquaX4) (Bruker). 

Los parámetros fueron fijados a una potencia de microondas de 2,000 mW, modulación de 

frecuencia de 100kHz, atenuación de señal de 20 dB (previo “tuning” a 33 dB para activación 

de “Q-value” (parámetro de cuantificación)). Con un campo central a 3515 G se realizó un 

barrido de 80 G con velocidad de lectura de 10 s y 100 ms entre lecturas, de esta forma fueron 

tomados los espectros durante 10 minutos.  

La cuantificación se llevó a cabo utilizando el algoritmo de “spin count” incluido en el 

software “Xenon” del proveedor (Bruker).El algoritmo convierte el área de la doble integral de 

la señal obtenida a cantidad absoluta de spin (ec. 7) [67], relacionándolo luego con el volumen 

de la celda. Para el cálculo de volumen se utilizó 18 µL cm
-1

 y una longitud de 4 cm.  
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NS: Cantidad de spin en la muestra; DI: doble integral; V: volumen; P: potencia de 

microondas; Bm: modulación de amplitud; Q: “Q-value”; c: factor de calibración del 

resonador; S; spin electrónico; nB: Factor de Boltzmann; f(B1,Bm): perfil de campo del 

resonador 

 

2.2.1. Detección de ·OH   

Reactores de 5 mL de los sistemas de la tabla 4 fueron preparados utilizando DMPO como 

spin-trap. La alícuota de Hierro fue añadida al último para iniciar la reacción, inmediatamente 

fue aspirado en una jeringa e inyectada a la celda de flujo del equipo para comenzar la 

medición. 

Para la construcción de los perfiles de producción de ·OH en función del tiempo y pH, se 

consideró el máximo de intensidad del espectro obtenido del pico central izquierdo de la señal 

del aducto DMPO-OH (figura 6-(A)) 

 

2.2.2. Detección de ·O2H  

Reactores de 5 mL de los sistemas de la tabla 4 fueron preparados utilizando POBN como 

“spin-trap”. La alícuota de Hierro fue añadida al último para iniciar la reacción, 

inmediatamente fue aspirado en una jeringa e inyectada a la celda de flujo del equipo para 

comenzar la medición. 

Para la construcción de los perfiles de producción de ·O2H  en función del tiempo y pH, se 

consideró el máximo de intensidad del espectro obtenido del pico izquierdo del doblete central 

del aducto DMPO-O2H (figura 6-(B)) 

2.2.3. Detección de 
1
O2 

Reactores de 5 mL de los sistemas de la tabla 4 fueron preparados utilizando TEMPD como 

“spin-trap”. La alícuota de Hierro fue añadida al último para iniciar la reacción, 
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inmediatamente fue aspirado en una jeringa e inyectada a la celda de flujo del equipo para 

comenzar la medición. 

Se utilizaron concentraciones finales 10 veces mayores que los otros ROS para lograr la 

detección del aducto TEMPD-
1
O2. Debido a la alta relación señal/ruido, se realizaron 30 

lecturas para la obtención de cada espectro durante 45 minutos.  

El análisis de 
1
O2 en función del pH se realizó con el área integrada del último espectro 

obtenido. 

 

2.3. Detección de 
1
O2 por degradación de alcohol furfurilico (FFA)  

Un cromatografo Waters compuesto por un desgasificador (Waters 1500), bomba binaria 

(Waters 1525), autosampler (Waters 2707), horno (Waters 1500) y detector PDA (Waters 

2998) fue utilizado para analizar todas las muestras. Se utilizó una columna Supelcogel 8H de 

intercambio catiónico (Sigma-Aldrich) fue utilizada con una fase móvil H2SO4 0.005 mol L
-1

 

con un flujo isocrático de 0.5 ml min
-1

.  

Reactores de 50 mL fueron preparados y mantenidos en agitación constante durante 1 hora, 

alícuotas de 0.500 mL fueron tomadas a los 0, 10, 20,30, 60 s, luego cada 5 minutos hasta los 

30 minutos de reacción y cada 10 minutos hasta completar la hora. La alícuota fue colocada en 

un tubo eppendorf que contenía 1.5 mL de EDTA o bisulfito de sodio. Las muestran fueron 

filtradas con filtro de jeringa de 0.22 µm e inyectadas al HPLC.  

 

2.4. Detección de 
1
O2 por decoloración de p-nitrosoanilina (RNO) 

Se utilizó un protocolo previamente reportado sin cambios [68,69], donde se sigue 

espectrofotométricamente (Agilent DAD 8453) a 440 nm la decoloración de RNO. El oxígeno 

singlete producido reacciona con L-histidina para formar un peroxocomplejo transanular y 

este reacciona más tarde con RNO, la estequeometría de la reacción es 1:1 y por lo tanto puede 

ser cuantificado según la decoloración de RNO.  
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2.5. Detección de semiquinonas por EPR 

La obtención del espectro de EPR de las semiquinonas fue realizado con los mismos 

parámetros utilizados en la detección de los ROS. Sin embargo, para las semiquinonas  no 

necesario el uso de “spin trap” debido a que el decaimiento de la señal fue más lento, 

permitiendo una detección directa. 5 mL de buffer CAPS a pH 11,00 con 0,200 mL de 1,2-

DHB fueron mezclados e inyectados inmediatamente a la celda de flujo de EPR, se registró el 

decaimiento de la señal por 10 min. 

 

2.6. Reducción de Fe(III) por método ferrozina 

La reducción de Fe(III) conducida por los diferentes 1,2-DHB por si solos, sistemas tipo-

Fenton y CMF fue realizado mediante el método de ferrozina. 

Reactores de 50 mL fueron preparados y mantenidos en agitación constante, alícuotas de 

0,500 mL fueron tomadas a 0,5, 1, 2, 5 y 10 minutos y colocadas en tubos eppendorf que 

contenían 1.5 mL de una mezcla de ferrozina/KF (3 mmol L
-1 

/ 1 mol L
-1

) en buffer acetato 

0,050 mmol L
-1

 a pH 4,00. La reacción entre el Fe(II) (reducido desde Fe(III) por los 

diferentes sistemas) y la ferrozina forma un complejo coloreado el cual fue seguido 

espectrofométricamente a 562 nm. Para la cuantificación de Fe(II) reducido por lo sistemas, se 

realizó una curva de calibración del complejo de ferrozina con Fe(II) en buffer acetato 0,050 

mmol L
-1

 pH 4,00.  

Para verificar la reducción de Fe(III) en ausencia de ·O2H, se utilizó el mismo procedimiento 

descrito, pero a  los sistemas se añadió POBN 40 mmol L
-1

 previo a la adición de Fe(III) 
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2.7. Determinación de la concentración de 1,2-DHB en sistemas CMF 

A fin de determinar la variación en la concentración de 1,2-DHB en los sistemas CMF, se 

realizó un seguimiento cinético de cada 1,2-DHB en el máximo de absorción de la 1,2-DHB; 

t-But-CAT (λmax= 281 nm), CH3-CAT (λmax= 283 nm), CAT (λmax= 278 nm), COOH-CAT 

(λmax= 284 nm) y NO2-CAT (λmax= 345 nm). Para la cuantificación de la 1,2-DHB, se 

realizaron curvas de calibración para todos los 1,2-DHB a pH 3,00 

  



 
 

CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 

3.1. Perfiles de producción de ROS en sistemas Fenton y CMF 

Las principales especies radicalarias producidas en la reacción de Fenton y los sistemas 

relacionados son, ·OH  ; ·O2H y 
1
O2 [2]. Para comprender los mecanismos que dirigen el ciclo 

redox de Fenton es importante conocer la variación en la producción de estas especies tanto en 

función  del pH, como en función de la adición de 1,2-DHB reductores de Fe(III). Otra especie 

radicalaria originada en los sistemas CMF son las semiquinonas de los respectivos DHB, a 

pesar que estas quedan fuera del objetivo del presente trabajo de investigación, su detección 

será revisada en esta sección. 

La detección de ·OH, ·O2H y 
1
O2 fue realizada con atrapadores de spin (spin-trap) DMPO, 

POBN y TEMPD respectivamente. Los aductos formados de la reacción de cada spin-trap con 

su radical (DMPO/OH, POBN/O2H, TEMPD/
1
O2) son paramagnéticos y es posible detectarlo 

utilizando EPR, cada uno posee una señal única para cada radical (figura 6) [70–72]. 

El rango de pH estudiado fue de 3,00 a 11,00 para todos los ROS, para el caso de ·OH  y ·O2H  

no se detectó señal sobre pH 6,00. Para 
1
O2 se detectó la señal del aducto sobre pH 7.00, sin 

embargo, para la detección de este radical se debió aumentar 10 veces las concentraciones 

finales de Fe(III), catecol y H2O2. 

Es importante mencionar, que los aductos formados (spin-trap/radical) son reactivos  y pueden 

reaccionar con Fe(III) y H2O2 en reacciones de desactivación que derivan en compuestos 

diamagnéticos los cuales son inactivos en EPR [73,74]. A pesar de que en el presente trabajo 

se utilizan concentraciones de Fe(III) y H2O2 que minimizan este efecto, no se puede descartar 

la desactivación de los aductos por estos mecanismos. Además se asume que la velocidad de 

desactivación es la misma para todos los sistemas. 
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Figura 6. Espectros de EPR de los aductos (A) DMPO/OH, (B) POBN/O2H y (C) 

TEMPD/
1
O2. La flecha indica el pico considerado para construir perfiles de producción 

(construcción propia). 
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3.2. Perfiles de producción de ·OH  

Los perfiles de ·OH  (figura 7) se expresan como la variación en el tiempo de la intensidad 

relativa del respectivo espectro EPR del pico central izquierdo del aducto DMPO/OH (figura 

6-(A)).  La señal fue confirmada comparando las constantes de acoplamiento a
N
 y a

H
 con bases 

de datos [75]. En la mayoría de los sistemas estudiados, se detectó la señal del aducto 

DMPO/OH, sin embargo, en los sistemas tipo-Fenton, CMF-CAT, CMF-COOH-CAT y CMF- 

NO2-CAT a pH 6,00, no se detectó señal del aducto en las condiciones utilizadas (Anexo 1). 

 

Figura 7. Perfiles de producción de ·OH en función del tiempo y pH en sistemas (A) Fenton, 

(B) Tipo Fenton, (C) CMF- NO2-CAT, (D) CMF – COOH-CAT, (E) CMF - CAT, (F) CMF – 

CH3-CAT, (G) CMF- t-But-CAT. Para una mejor visualización, los gráficos A al E se 

encuentran en la misma escala de intensidad (a la derecha) y los gráficos F y G tienen una 

escala propia. 
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Los perfiles de producción de ·OH  para todos los sistemas se resume en la figura 7. Debido a 

que los sistemas CMF- CH3-CAT y CMF- t-But-CAT presentan intensidades relativas 10 

veces mayor que el resto de los sistemas y a fin de mejorar la visualización de los resultados, 

esta figura se encuentra divida en 2 grupos, el primero consiste en los gráficos del (A) al (E) y 

el segundo corresponde a los gráficos (F) y (G), cada grupo con su propia escala de intensidad.  

Para el sistema Fenton entre pH 3,00 y 6,00 (figura 7-(A)), desde la primeras medición 

(realizada a los 10 segundos) se observa la señal del aducto disminuyendo, sugiriendo que el 

máximo es previo al primer punto de medición, lo cual es consistente con el mecanismo 

descrito, ya que el producto principal de la reacción de Fenton es el ·OH  y el pH optimo se 

encuentran entre 3,00-4,00 [17,76]. Al aumentar el pH, la generación de radical disminuye 

progresivamente hasta pH 6,00.  

A pH 7,00 ya no es detectable el aducto a pesar que según la especiación de Fe(II) (figura 8) 

las especies que participan en la reacción de Fenton (Fe(II) y el hidroxocomplejo [Fe(OH)]
+
) 

se encuentran disponibles hasta pH 9,00, más aun la constante de velocidad de [Fe(OH)]
+
 en la 

reacción de Fenton es 9.2 x 10
4
 veces mayor que el Fe(II), pero su concentración 2.8 x 10

6
 

menor (figura 8-inserto). Lo anterior ha sido explicado anteriormente por varios autores, 

donde la disponibilidad de estas especies se ve afectada sobre pH 6,00. Según el diagrama de 

Pourbaix, sobre pH 4,00 el Fe(II) se encuentra en equilibrio con Fe2O3, sin embargo este 

equilibrio se encuentra desplazado hacia el Fe(II) hasta pH 6,00. A pH 7,00, el potencial entre 

ambos es 0 y el equilibrio se desplaza hacia el Fe2O3, el óxido precipita y no ocurre reacción 

de Fenton. En consecuencia la reacción de Fenton no es posible sobre pH 7,00 [22,77,78]. 
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Figura 8. Especiación de Fe(SO4) 0,15 mmol L
-1

. Inserto; se observa la presencia de Fe(OH)
+
 

desde pH 4,00 

 

Contrariamente a lo anterior, en el sistema tipo-Fenton (figura 7-(B)) se observa un aumento 

progresivo de la señal del aducto durante los 10 minutos de seguimiento de la reacción en el 

rango de pH de 3,00 a 5,00, sin un máximo observado. El Fe(II) generado como producto de la 

reacción tipo-Fenton debería reaccionar con H2O2 para producir ·OH, sin embargo, los 

sistemas contenían una relación 1:1 con H2O2, el cual a luego de los dos minutos se encuentra 

bajo el límite de detección de la técnica utilizada (20 nmol L
-1

) y es utilizado en la reacción 

tipo-Fenton (generando ·O2H, figura 10-(B)), por tanto la generación de ·OH  se ve 

disminuida 

En los sistemas CMF, los ligandos de hierro intervienen en forma directa promoviendo la 

reducción de Fe(III), permitiendo que el Fe(II) generado reacciones con H2O2 para llevar a 

cabo la reacción de Fenton, a continuación se discute el uso de ligandos tipo DHB y su efecto 

en la producción de ·OH   

La figura 7 (C-G) muestra el efecto del ligando sobre la producción de ·OH  en el rango de pH 

de 3,00 a 7,00. Es posible observar que al utilizar ligandos EWG (Nitrocatecol y Acido-2,3-
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dihiroxibenzoico) la señal aumenta progresivamente similar a lo observado en el sistema tipo-

Fenton. El uso de catecol en sistemas CMF muestra un máximo de cercano a los 2 minutos de 

reacción, seguido de una disminución de la señal. Finalmente los ligandos EDG (Metilcatecol 

y t-Butilcatecol) (figura 7 (F) y (G)) muestran un rápido aumento en la generación de ·OH   

con un máximo cercano a los 2 minutos, al igual que el catecol, es seguido de una disminución 

de la señal, el máximo de estos sistemas, sin embargo, corresponde a aumento entre 15 y 30 

veces mayor comparado con los otros DHB y 60 veces mayor comparado con el sistema tipo-

Fenton (ver escala). 

En 2017 fue propuesto un mecanismo de la reducción de Fe(III) por ligandos EWG y EDG, en 

los primeros, el Fe(III) es reducido en una reacción no favorecida, y es mantenido en la esfera 

de coordinación hasta que reacciona con H2O2, liberando el ·OH, el Fe(III) y la semiquinona. 

En contraste, los ligandos EDG liberan a la solución el Fe(II) reducido para reaccionar con 

H2O2 [51]. Esta diferencia en el mecanismo podría explicar la diferencia que se observa en la 

generación del ·OH. En ligandos EWG, la reducción no favorecida y el hecho que el ligando 

se mantenga en la esfera de coordinación de Fe(II) entorpeciendo la entrada de H2O2, estaría 

ralentizando la generación del radical lo cual se evidencia en el aumento progresivo durante 

los 10 minutos de reacción. En contraste los ligandos EDG al liberar el Fe(II) a la solución 

permite una reacción más rápida con el H2O2 y en consecuencia se observa la rápida 

generación del ·OH. 

 

3.3. Perfiles de producción de ·O2H 

El spin trap utilizado para la detección de ·O2H (POBN) puede reaccionar en menor 

proporción con ·OH, mostrando un espectro característico para cada especie radicalaria. La 

confirmación de ·O2H en los sistemas se realizó por la comparación de constantes de 

acoplamiento obtenidas con las de literatura, el aducto POBN-OH (figura 9-(A)) tiene una 

constante de acoplamiento con nitrógeno ligeramente más grande y una constante de 

acoplamiento con un segundo hidrogeno. Por otro lado el aducto POBN-O2H solo posee un 

acoplamiento con nitrógeno y un hidrogeno (figura 9-(B)) [71,79]. Por otro lado, se puede 

observar que la producción de radicales ·OH y ·O2H en sistema tipo-Fenton (figura 7 (B) y 10 
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(B)) es diferente sugiriendo que la cantidad de ·OH atrapada por el POBN es mínima. 

Finalmente las constantes de acoplamiento del aducto obtenido experimentalmente se 

coinciden con el POBN-O2H (figura 9-(C)). A pesar de todo, no se pudo descartar la posible 

captura de ·OH por POBN. Para evitar este efecto totalmente, se puede utilizar BMPO en 

lugar de POBN, el cual reacciona selectivamente con ·O2H, sin embargo el costo hizo 

prohibitivo su uso. 

 

Figura 9. Espectros de EPR teóricos para los aductos (A) POBN-O2H, (B) POBN/O2H y 

experimental para el aducto (C) POBN-O2H. (A) a
N
=15,1, a

H
β=1,66, a

H
ϒ=0,34; (B) a

N
=14,1, 

a
H

β=1,72; (C) a
N
=14,0, a

H
β=1,69. 

Los perfiles de ·O2H se expresan como la variación en el tiempo de la intensidad relativa del 

pico central izquierdo del aducto POBN-O2H  (figura 6-(B)). En ninguno de los sistemas fue 

detectada la señal del aducto a pH 6,00, a todos los otros pH la señal fue detectada excepto a 

pH 5,00 para tipo-Fenton y CMF- NO2-CAT (anexo 2).  
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Figura 10. Perfiles de producción de ·O2H  en función del tiempo y pH en sistemas (A) 

Fenton, (B) Tipo Fenton, (CCMF- NO2-CAT, (D) CMF – COOH-CAT, (E)  CMF - CAT, (F) 

CMF – CH3-CAT, (G) CMF- t-But-CAT. 

 

Los perfiles de producción del ·O2H para todos los sistemas se resume en la figura 10. A 

diferencia de los perfiles de ·OH, los de ·O2H se presentan todos en la misma escala de 

intensidad ya que no se observaron diferencias importantes en su intensidad.  

En la figura 10-(A), se puede observar al sistema Fenton con un máximo a pH 3,00 en la 

intensidad del aducto entre los 2 y 3 minutos de reacción, el cual se mantiene hasta pH 5,00, 

siendo la reacción de ·OH con H2O2 (ec. 8) la principal fuente de ·O2H en este sistema, el 

radical es luego detectado con POBN. La reacción del ·OH con H2O2 (ec. 8) produce ·O2H 

rápidamente, esta reacción es una de la fuentes de ·O2H en la reacción de Fenton entre pH 
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3,00 y 5,00, el ·O2H es luego detectado con POBN [80]. A pH 6,00, sin embargo, no se 

observa la señal del aducto POBN-O2H a pesar de detectarse ·OH sugiriendo mecanismos más 

rápidos de desactivación del radical.   

 

En los sistemas tipo-Fenton (Fe(III) / H2O2), es reconocida la producción de ·O2H y Fe(II) 

directamente (ec. 3) [16], y por tanto es esperado un máximo en la intensidad del ·O2H  (figura 

10-(B)) sin una producción de ·OH (figura 7-(B)), ya que el H2O2 es utilizado por Fe(III) 

principalmente (figura 2). Por otro lado, el máximo de intensidad a los 2 minutos es observado 

únicamente a pH 3,00 y 4,00, lo cual coincide, según la especiación, a los máximos del 

monohidroxocomplejo [Fe(OH)]
2+

 y monoperhidroxocomplejo [Fe(OOH)]
2+

, ambos con una 

alta reactividad en esta reacción. A pH 5,00 la concentración de ambos es mínima y la especie 

principal encontrada a este valor es el dihidroxocomplejo [Fe(OH)2]
+
, cuya reactividad en la 

reacción de Fenton es baja (figura 4) [22,81,82]. 

El efecto del ligando en los sistemas CMF (figura 10-(C-G)) es similar a lo obtenido con ·OH. 

Los máximos de intensidad se observan solo hasta pH 5,00. Además, no se observa una 

diferencia tan aguda entre los ligandos EDG, EWG y catecol, sugiriendo que la formación de 

·O2H no tiene una relación directa con la formación de ·OH. Las potenciales fuentes de ·O2H 

en los sistemas CMF son: 

 

                                                                                                 

                                                                                                      

                                                                                                             

 

La ec. 3 es lenta y al tener 1,2-DHB en el sistema, no se verá favorecida, por otro lado el H2O2 

se consumirá principalmente en la reacción con el Fe(II) reducido por los 1,2-DHB; por lo 

tanto, la principal fuente de ·O2H  provendrá de la reacción de la SQ con oxígeno. Desde este 
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punto de vista la producción de ·O2H no dependería de ·OH como ocurre en la reacción de 

Fenton. 

 

3.4. Relación ·OH /·O2H 

A fin de conocer la capacidad de los sistemas estudiados para generar selectivamente un 

radical sobre otro, se calculó la relación en la producción de ·OH y ·O2H (r·OH/·O2H), sin 

embargo, los tiempos en los cuales se alcanza el máximo para cada radical no coinciden 

totalmente, por lo tanto se presentan a continuación los resultados de dos análisis realizados, 

por un lado la relación entre ·OH y ·O2H de todos los sistemas dependiendo del pH (tabla 3), 

donde los sistemas fueron clasificados en 3 grupos según la ·OH/·O2H, y a continuación los 

máximos según el pH y tiempo que son detectados (figura 11). 

 

Tabla 5. Intensidad relativa máxima de ·OH y ·O2H y r·OH/·O2H para todos los sistemas a los pH 

estudiados. * Solo detección de ·OH. N.D. No detectado. 
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Figura 11. Perfiles de producción de ·OH (rojo) y ·O2H (verde) con dependencia de tiempo y 

pH en los sistemas (A) Fenton, (B) Tipo-Fenton, (C) CMF-t-But-CAT, (D) CMF- CH3-CAT, 

(E) CMF-CAT, (F) CMF-COOH-CAT, (G) CMF- NO2-CAT. Para una mejor visualización, 

los gráficos A al E poseen una escala de intensidad diferente a los gráficos F y G. 

 

De la tabla 3 se desprende que en la mayoría los sistemas estudiados se la producción de ·OH 

es mayor que el ·O2H (r·OH/·O2H  > 1) excepto la reacción tipo-Fenton (verde), más aun, el 

máximo de ·O2H se encuentra al inicio de la reacción (figura 11), lo cual se esperaba de 

acuerdo al mecanismo de esta reacción genera ·O2H directamente (ec. 3) [16].  
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El siguiente grupo (tabla 3 (azul)) corresponde a los sistemas que muestran una leve 

preferencia por ·OH sobre ·O2H (1.1 < r·OH/·O2H > 3.77) en rangos de tiempo cercanos, entre 

los cuales destaca la reacción de Fenton ya que esta reacción es conocida por la generación de 

grandes cantidad de ·OH (ec. 2) [62], sin embargo, debido a la alta velocidad de la reacción 

(k=76 M
-1 

s
-1

) no fue posible observar el máximo real [17]. En la primera medición realizada a 

los 10 segundos, la señal del aducto se encontraba disminuyendo, sugiriendo que el máximo 

real de la reacción ocurre previo a los 10 segundos y  por limitaciones de la técnica no fue 

posible obtener mediciones en este rango de tiempos. Por lo tanto se espera que la r·OH/·O2H real 

de la reacción de Fenton sea mayor. 

Como fue comentado, el uso de ligandos EWG muestran un aumento progresivo en la señal de 

ambos aductos durante los 10 minutos de reacción, con tal motivo es que las mayores 

intensidades para los aductos de los productos radicalarios de ambos ligandos de este grupo se 

observan pasado los 5 minutos de reacción, mostrando una ligera preferencia por ·OH r·OH/·O2H 

≈ 2.  

El último grupo (rojo) en sistemas CMF con ligandos EDG muestran una r·OH/·O2H > 20, con 

una cantidad de ·O2H similar a los otros sistemas, lo cual da cuenta de una amplificación 

preferente de la generación de ·OH. Al comparar la r·OH/·O2H de ligandos EDG y EWG, sumado 

a la reducción de Fe(III), sugiere que la diferencia el mecanismo donde el Fe(II) es liberado 

(figura 3) [51] tiene un impacto directo sobre la generación de ·OH, no así en la de ·O2H, 

apoyando la hipótesis que este último es producido en una etapa independiente del ciclo redox 

de hierro, por ejemplo en la oxidación de la semiquinona una vez que sale de la esfera de 

coordinación (ec. 9), esta idea ha sido considerada previamente en literatura [44,83,84]. 

Se realizó también la cuantificación de las especies radicalarias utilizando el software de 

Bruker, únicamente se obtuvieron valores para ·OH debido a que la relación señal/ruido de 

·O2H era muy alta y afectaba el cálculo de la doble integral, por lo tanto la cuantificación de 

spin no era replicable. La tabla 6 muestra la concentración de ·OH a pH 3,00, donde se obtuvo 

la mayor generación. 
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Tabla 6. Concentración de ·OH por método "spincount" 

Sistema Concentración de ·OH a pH 3,00 (mmol L
-1

)   

(promedio ± SD) 

Fenton 0.22 ± 0.02 

Tipo-Fenton 0.07 ± 0.01 

CMF-t-But-CAT 0,62 ± 0,01 

CMF-CH3-CAT 0,59 ± 0,02 

CMF-CAT 0,16 ± 0,06 

CMF-COOH-CAT 0,05 ± 0,01 

CMF-NO2-CAT No cuantificable 

 

 

A lo anterior, se suma que en determinadas condiciones se detecta selectivamente la 

generación de ·OH debido a que la señal del ·O2H queda fuera de los límites de detección 

(tabla 3 (*)), sin embargo la cantidad de ·OH es baja. 

 

3.5. Detección y producción de 
1
O2 

El 
1
O2 es una especie activa de corta vida media (3.5 µs) y existen varias formas de detectarlo 

entre las que destacan métodos radiactivos, no radioactivos, espectrofotométricos y EPR 

[85,86]. En nuestros sistemas, la generación de oxigeno singlete fue estudiado por medio de 

tres metodologías distintas, degradación de alcohol furfurilico (FFA) por HPLC, detección de 

sonda coloreada RNO y detección por spin trapping a través de la formación de un aducto 

activo en EPR. En este trabajo, se implementaron las tres técnicas mencionadas, sin embargo 

las dos primeras presentaron problemas de reproducibilidad y validación por lo tanto la 

detección de oxigeno singlete en los sistemas estudiados fue realizada por EPR.  
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3.5.1. Detección por RNO 

Esta técnica de detección de oxigeno singlete se basa en la reacción de este con p-

nitrosodimetilanilina (RNO), el cual actúa como atrapador selectivo de 
1
O2. La reacción entre 

ambos se puede seguir espectrofotométricamente a 440 nm en la decoloración del RNO 

[68,69]. 

Con esta técnica no  fue posible detectar 
1
O2 en ninguno de los sistemas estudiados. Esto fue 

atribuido a los límites de detección de los métodos fotométricos y la baja concentración de 

oxigeno singlete. 

 

3.5.2. Detección por degradación de alcohol furfurilico 

El alcohol furfurilico (FFA) se ha reportado por ser un atrapador de oxigeno singlete y ha sido 

utilizado para confirmar la presencia de este ROS [87]. Sin embargo, también se ha reportado 

la reacción del FFA con ·OH  dando origen a diferentes productos según el mecanismo de 

reacción [88]. El objetivo de utilizar FFA en nuestros sistemas era conocer si existía 

preferencia en la generación de un radical sobre otro al realizando un seguimiento de los 

productos de degradación del FFA, utilizando ligandos de diferente espectro EDG o EWG.  

Se desarrolló el método de separación de productos de reacción y se utilizó UHPLC-MS para 

la identificación de los productos de oxidación. Se identificaron los productos de la oxidación 

por el mecanismo de endoperoxido propio de oxigeno singlete según el mecanismo de Haag  

(figura 12) [89], pero con discrepancia entre los productos reportados por Richard [88]. A 

pesar de lo anterior se buscó una relación entre los productos de degradación de FFA y los 

sistemas utilizados.  
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Figura 12. Cromatograma e identificación de productos de oxidación de FFA por UHPLC-MS 

 

Se realizaron cinéticas de oxidación del FFA y se observaron diferencia del porcentaje de FFA 

degradado en función del pH, sin embargo la relación de los productos de oxidación era 

similar en todos los sistemas (figura 13). Más aun, debido al tiempo de inyección en HPLC 

entre muestras, la reacción debía ser detenida para evitar la oxidación de mas FFA en el vial, 

para lo anterior se agregó EDTA para secuestrar el Fe(III) y detener la reacción, sin embargo 

el tiempo de elución de EDTA evitaba la visualización de los productos de oxidación. Se 

eliminó el EDTA para visualizar todos los productos, pero el pico cromatografico de uno de 

los productos de oxidación eluia junto con el H2O2 remanente, nuevamente se evaluó el uso de 

dos estrategias para eliminar el H2O2 remanente y detener la reacción; catalasa y bisulfito de 

sodio, la primera no era viable debido a que en el rango de pH ensayado la enzima se 

desactiva, y por otro lado el bisulfito genera  un problema similar al EDTA, el tiempo de 

elución evitaba visualizar otros productos de oxidación 



36 
 

 

Figura 13. (A) %de degradación de FFA en los diferentes sistemas a los pH estudiados. (B) % 

de producción de cada uno de los productos de oxidación de FFA a pH 3,00, en rojo, verde y 

azul los productos (a), (b) y (c) de la figura 12 respectivamente 

 

Considerando la poca estabilidad de los productos y las dificultades analíticas en su 

determinación,  se evaluaron los mismos sistemas mediante la técnica de spin trapping y 

medición con EPR como técnica patrón para la determinación de 
1
O2.  En estas condiciones, la 

señal del oxígeno singlete no fue visible en las condiciones donde sí se observaba degradación 

de FFA. Por lo tanto y, se optó por no continuar la determinación de oxigeno singlete por 

métodos cromatograficos. 

 

3.5.3.  Detección por EPR 

La producción de  oxigeno singlete (
1
O2) en los sistemas estudiados fue expresada en función 

del área de las 3 señales obtenidas en el espectro de EPR para el aducto TEMPD/
1
O2 (figura 6-

(C)). A diferencia de los otros radicales, la señal del aducto fue detectada sobre pH 7,00 para 

sistemas CMF-CAT, sobre pH 9,00 para Fenton y solo a pH 11,00 para tipo-Fenton (anexo 3). 
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El oxígeno singlete ha es una especie reactiva del oxígeno no radicalaria que ha sido 

determinada en diversos sistemas s oxidantes  [22,48,70]. Sin embargo, en las condiciones 

experimentales utilizadas en los sistemas oxidantes ensayados en el presente trabajo de tesis y 

en las condiciones de reacción  para la generación de ·OH y ·O2H, no se detectó la señal del 

aducto TEMPD/
1
O2. Cabe mencionar que Lin et al, reporto la producción de 

1
O2 en sistemas 

Fenton por un método basado en quimioluminescencia y por la formación del aducto 

TEMPD/
1
O2, determinado por EPR [70]. Sin embargo, utilizaron condiciones de reacción 

distintas a las utilizadas en los experimentos descritos en el presente trabajo de tesis. Con el 

objetivo de verificar la correcta implementación de la técnica de cuantificación por EPR del 

aducto TEMPD/
1
O2, se realizaron experimentos adaptando las condiciones de reacción de este 

trabajo a las condiciones descritas por Lin et al [70]. Esto consistió en mantener la relación 

esteoqumétrica de los reactivos pero a concentraciones finales 10 veces mayores. En estas 

condiciones de reacción  se determinó la presencia del aducto  TEMPD/
1
O2 por su señal 

característica en EPR. Esta  señal, solo fue detectada a valores de pH sobre 7,00. Sin embargo, 

las altas concentraciones de hierro, DHB y sus productos de oxidación contaminan la celda de 

flujo (AQUA CELL X) y generan acumulación de precipitados de difícil remoción. Estos 

problemas prácticos dificultan la reproducibilidad  del método. Junto con lo anterior, cabe 

mencionar que para la obtención de  del aducto  TEMPD/
1
O2 cuantificable por EPR,  se 

utilizaron concentraciones de reactivos que no son comparables con los resultados anteriores 

correspondientes a la determinación de ·OH  y ·O2H. Por esta razón, se descartó determinar la 

producción de 
1
O2 en los demás sistemas ensayados (con los otros 1,2-DHBs ensayados). 

Utilizando las concentraciones de reactivos semejantes a las descritas por Lin et al [70], para 

los sistemas Fenton, tipo-Fenton y CMF-CAT se observa la señal del oxígeno singlete, 

detectable desde pH 9,00, 11,00 y 7,00 respectivamente, la señal fue confirmada comparando 

las constantes de acoplamiento a
N
 y a

H
 utilizando hipoclorito/ H2O2 como control positivo y 

con la adición de NaN3 (atrapador de 
1
O2) verificando la desaparición de la señal (anexo 3) 

[90]. El 
1
O2 es uno de los ROS menos estudiados en los sistemas Fenton por su baja vida 

media y dificultad de determinar por medio espectroscópicos. En la tabla 4  se resumen los 

principales mecanismos propuestos para la formación de 
1
O2 en sistemas oxidantes semejantes 

a los estudiados en este trabajo de tesis. También se ha postulado la participación de  especies 

hipervalentes de hierro (Fe(IV)=O) en etapas previas a la formación de 
1
O2  [91].  
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Tabla 7. Principales mecanismos de generación de 
1
O2 que involucran reacciones posibles en 

sistemas Fenton 

Reacción k Referencia 

 

  
                        

1 x 10
10

 [22,77] 

 

  
         

 

 
      

 

 
     

1 x 10
10

 [77] 

 

                        

8.3 x 10
5
 [22,77] 

                
 

 
     

5.5 x 10
9
 [22] 

 

        
                

N.R. [91] 

 

 

Los resultados obtenidos (figura 14), muestran la producción de 
1
O2 a valores de pH 

superiores a 7, esto ha sido reportado anteriormente en el rango de pH de 6 a 8 [70,91,92]. En 

contraste, en nuestro conocimiento no se ha reportado en literatura la producción de 
1
O2 en 

todo el rango de pH (1 a 11)  [48].  Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo de 

investigación discrepan con  los mecanismos propuestos en la tabla 4, ya que no fueron 

detectados ·O2H u ·OH a los valores de pH donde se obtuvo señal del aducto TEMPD/
1
O2. Si 

bien estos resultados muestran que los sistemas CMF son capaces de aumentar la generación 

de 
1
O2, el estudio de esta vía de reacción escapa del alcance de esta tesis. De esta forma, se 

puede concluir que en las condiciones de reacción ensayadas para la determinación de ·O2H y 

·OH, no se detecta 
1
O2, sin embargo este podría ser generado en concentraciones inferiores al 

límite de detección del método basado en EPR.   
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Figura 14. Perfiles de producción de 
1
O2 en sistemas Fenton (-rojo), tipo-Fenton (-negro) y 

CMF-CAT (-azul) 

 

 

3.6. Reducción de Fe(III) en sistemas CMF 

Se evaluó la reducción de Fe(III) en sistemas tipo Fenton y CMF (figura 15). En los sistemas 

tipo-Fenton no se observó la producción de Fe(II) por reducción de Fe(III) a Fe(II) según ec. 

3, sin embargo se observó ·O2H por la oxidación del H2O2. La no detección de Fe(II)  se puede 

explicar, en menor proporción,  por su oxidación a través de la ración de Fenton (ec. 2) y 

principalmente por su oxidación a por ·O2H a través de la ec. 10  que es 10^6 veces más 

rápida que la reacción de Fenton[30].  

                                                                                                       

En todos los sistemas CMF con DHB, se observó reducción de Fe(III). La cantidad y 

velocidad de reducción de Fe(III) no vario significativamente entre los ensayos realizados a 

valores de pH=3.00, 4.00 ,5.00 para los DHB  t-But-CAT y CH3-CAT, mientras que CAT, 

COOH-CAT y NO2-CAT disminuyen la capacidad reductora de Fe(III) al aumentar el pH 
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entre 3,00, 4,00 y 5,00. Este efecto, está relacionado con el índice de coordinación de los 

DHB. Se ha descrito que solo los monocomplejos tienen  actividad reductora de Fe(III) 

[42,48]. El rango de pH en los cuales el monocomplejo predominan para  para t-But-CAT y 

CH3-CAT   es de 1,0-5,19; 1,0-5,08, para CAT y 1,0-4,19 para COOH-CAT y NO2-CAT [48]. 

Por lo tanto para estos últimos sobre pH 4 el biscomplejo se encuentra en mayor proporción y 

por lo tanto la reducción de Fe(III) se observa disminuida. 

La cantidad de Fe(III) reducido también presenta variaciones entre los ligandos EDG y EWG, 

donde los primeros muestran la mayor reducción de Fe(III) A pH 3 se presenta la mayor 

reducción de Fe(III) para todos los 1,2-DHB ensayados, lo cual es consistente con el pH de 

formación de monocomplejos [48] y con los resultados de generación de ·OH y ·O2H. A pH 

6,00 la cuantificación de Fe(II) se encuentra bajo el límite de detección de la técnica para 

todos los 1,2-DHB. Cabe mencionar que los complejos de Fe(III) con 1,2- DHB EDG son 

menos estables y más lábiles que los 1,2-DHB EWG[48,51]. Esto ha sido relacionado con las 

diferencias de mecanismos reportados por [51].  
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Figura 15. Perfiles de reducción de Fe(III) por método de ferrozina para los sistemas CMF a 

pH (A) 3,00, (B) 4,00, (C) 5,00 y (D) 6,00. (-rojo) t-But-CAT, (-azul) CH3-CAT, (-

rosado) CAT, (-verde) COOH-CAT, (-naranjo) NO2-CAT, (-negro) Tipo-Fenton. 

 

3.7. Participación de ·O2H en la reducción de Fe(III) 

Para evaluar el efecto del  ·O2H como reductor de Fe(III) [57–59], se utilizó POBN como  

atrapador de ·O2H.  La elección de  POBN sobre otros atrapadores comúnmente utilizados se 

fundamentó en que la SOD no es activa en el rango de pH estudiado y la benzoquinona es 

parte de la familia de los DHB lo cual podía interferir en la , el medición de los sistemas 

[93,94]. 
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Figura 16. Reducción de Fe(III) a pH 3,00 en sistemas (A) CMF-t-But-CAT, (B) CMF- CH3-

CAT, (C) CMF-CAT, (D) CMF-COOH-CAT, (E) CMF- NO2-CAT. (-rojo)  CMF, (-azul) 

DHB/Fe(III), (-negro) CMF-POBN(+).Límite de detección de la técnica (0.02 mmol L-1) 

 

Se ensayó el efecto del POBN a pH 3,00 ya que se los sistemas muestran máxima reducción 

de Fe(III) y máxima producción de ·O2H a este pH. La figura 16 muestra las curvas de 

reducción de Fe(III) en los 10 minutos de reacción para los sistemas; Fe(III) / 1,2-DHB (), 

Fe(III), 1-2-DHB y H2O2 (CMF) (), luego al sistema anterior se hizo reaccionar en presencia 

de POBN (CMF-POBN(+)) () atrapando el ·O2H generado. 
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Tabla 8. Porcentaje del Fe(III) total reducido en  cada uno de los sistemas ensayados. 
a
 p<0,01, 

b
 p<0,05 y 

c
 p<0,1 

1
,2

-D
H

B
 

%
 F

e(
II

I)
 r

ed
u

ci
d

o
 

p
o

r 
el

 1
,2

-D
H

B
 

%
 F

e(
II

I)
 r

ed
u

ci
d

o
 

p
o

r 
si

st
em

a
 C

M
F

 

%
 a

u
m

en
to

 e
n

 e
l 

F
e(

II
I)

 r
ed

u
ci

d
o

 a
l 

a
g

re
g

a
r 

H
2
O

2
 

%
 F

e(
II

I)
 r

ed
u

ci
d

o
 

p
o

r 
si

st
em

a
 C

M
F

-

P
O

B
N

 (
+

) 

%
 d

is
m

in
u

ci
ó

n
 e

n
 e

l 

F
e(

II
I)

 r
ed

u
ci

d
o

 a
l 

a
g

re
g

a
r 

P
O

B
N

 e
n

 e
l 

si
st

em
a

 C
M

F
 

t-But-

CAT 
39,7 55,8 16,0

a
 30,5 25,3

a
 

CH3-

CAT 
33,1 43,0 9,9

b
 10,2 32,8

a
 

CAT 22,5 32,8 10,3
b
 23,7 9,1

b
 

COOH-

CAT 
11,7 13,6 1,9

c
 11,3 2,3

c
 

NO2-

CAT 
2,0 9,7 7,7

a
 1,5 8,2

b
 

 

Todos los sistemas CMF reducen significativamente más Fe(III) que los sistemas donde solo 

participa el 1,2-DHB como reductor de Fe(III) (sin H2O2) (tabla 8) observándose un aumento 

en el Fe(III) reducido entre un 7 y 16%. En todos los casos, los sistemas CMF en presencia de 

POBN como atrapador de HOO reducen significativamente menos Fe(III) que los sistemas sin 

POBN (tabla 8), demostrando el rol del ·O2H en la reducción de Fe(III) en los sistemas CMF. 

El rol del ·O2H En la reducción de Fe(III) varía en función del tipo de ligando en el caso de los 

1,2-DHB con sustituyentes  EDG la disminución en la reducción de Fe(III) es 2 a 3 veces 

mayor que el aumento registrado al agregar H2O2 a los sistemas Fe(III)/1,2-DHB (tabla 8). Por 

otro lado, la reducción de Fe(III) en CMF-POBN(+) para ligandos CAT y COOH-CAT fue 

equivalente al aumento registrado al agregar H2O2 a los sistemas Fe(III)/1,2-DHB. Finalmente, 

con NO2-CAT, solo la medición del sistema CMF-POBN(+) se encuentra sobre el límite de 
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detección de la técnica, sin embargo tiene la misma tendencia que CAT y COOH-CAT (figura 

16).  

Estos resultados sugieren la participación de ·O2H en la reducción de Fe(III). Según las 

principales reacciones en los sistemas CMF reportadas en bibliografía, se propone el 

mecanismo de la figura 17 [30,56,80,95–97]. Las constantes reportadas corresponden a CAT, 

por lo tanto, se espera que las constantes para los otros 1,2-DHB de las reacciones 2, 3, 4 y 6 

cambien ligeramente, disminuyendo para los ligandos EDG (por la estabilidad de la 

semiquinona) y aumentando para los ligandos EWG (por la inestabilidad de la semiquinona) 

(anexo 4). Los valores numéricos de las constantes de velocidad para estos ligandos no se 

encuentran reportados. 

La reacción 2 y 3 de la figura 17, corresponde a la principal fuente de Fe(II) en sistemas sin de 

H2O2 (Fe(III)/1,2-DHB). Al agregar H2O2, el oxígeno generado in-situ por la descomposición 

catalítica normal del H2O2 del ciclo redox Fe(III)/Fe(II) de Fenton (en menor cantidad en 

presencia de sustratos oxidables) [30], puede ser reducido por la semiquinona para producir 

·O2H (reacción 9), esta reacción proporciona otra fuente de Fe(II), explicando el aumento en la 

reducción en sistemas CMF. Sin embargo, esta reacción se encuentra compitiendo con 

reducción de semiquinona a 1,2-DHB (reacción 7) y la regeneración de H2O2 (reacción 8). 
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Figura 17. Mecanismo de reacción propuesto para la formación de ·O2H en sistemas CMF, en 

verde 1,2-DHB; rojo semiquinona; azul quinona y amarillo Fe(II) 

 

Con el objetivo de estudiar la recuperación del 1,2-DHB  por parte de la oxidación de  ·O2H 

(reacción 7), se siguió espectrofotométricamente la banda de absorción de cada uno de los 1,2-

DHB utilizados (figura 18). La figura compara el cambio en la concentración del 1,2-DHB 

(línea roja), con la generación de ·O2H a pH 3,00 (línea azul) y la reducción de Fe(III) 

dependientes de ·O2H. Para poder estimar la cantidad de Fe(III) que es reducido solamente por  

·O2H, a un tiempo determinado, se utilizó  el residuo entre la concentración de Fe(II) reducido 

en sistema CMF y la concentración de Fe(II) proveniente de la reducción por DHB (Fe(II){ 

[CMF-[CMF-POBN(+)]}) (figura 16). Este último valor se obtienen en los sistemas CMF a los cuales 

se les adiciona POBN como atrapador de ·O2H (figura 18- ).  



46 
 

Los sistemas CMF-t-But-CAT, CMF- CH3-CAT y CMF-CAT (figura 18 (A), (B) y (C)) 

comparten similares características. La primera fase se distingue un aumento en la producción 

de ·O2H hasta alcanzar el máximo (). Simultáneamente, se registra la disminución en la 

concentración del 1,2-DHB (), consistente con utilización de este en la reducción de Fe(III) 

observado (reacciones 2 y 3 de la figura 17). El aumento inicial de Fe(II){ [CMF-[CMF-POBN(+)]}, en 

el inicio de la reacción, correspondería a la reacción 9 (figura 17) debido a que la semiquinona 

se encuentra aún en bajas concentraciones en la primera etapa de la reacción. Una vez agotado 

el H2O2  (bajo los límites de detección de la técnica) a los 2 minutos de reacción, la 

concentración de semiquinona  aumenta y por tanto la reacción 7 (figura 17) compite por el 

·O2H con la reacción 9, observándose el aumento en la concentración del 1,2-DHB () y que 

no se continua reduciendo Fe(III) por mecanismos dependientes de ·O2H. Al agregar POBN, 

la reacción 9 es inhibida por la eliminación de ·O2H del medio. La dependencia de la reacción 

2  y 3 en ausencia de ·O2H, explica el retorno de los valores de reducción de Fe(III) en los 

sistemas CMF-CAT, CMF-COOH-CAT y CMF-NO2- (figura 18). 

En los sistemas CMF-t-But-CAT y CMF- CH3-CAT, la reducción de Fe(III) al añadir POBN 

es mayor que la obtenida con el 1,2-DHB solo (figura16- A y B). La hipótesis para esta 

diferencia con el resto de los 1,2-DHB y entre ambos 1,2-DHB del grupo EDG se basa en la 

estabilidad de la semiquinona generada. Esta especie deficiente de electrones se estabiliza con 

los grupos donadores de densidad electrónica t-Butilo y metilo, y ambas están siendo liberadas 

al medio de reacción según los mecanismos propuestos [51]. Estos resultados sugieren una 

fuente de ·O2H en ausencia de H2O2 por la reacción 1 o 6 ya que al capturar ·O2H, con la 

adición de POBN, la reducción de Fe(III) es menor a la del 1,2-DHB (figura 16). Más aun, se 

puede observar en la figura 18 (A y B) la recuperación de la 1,2-DHB por parte de t-But-CAT 

y CH3-CAT después del primer minuto de reacción y coincidiendo con el decaimiento de la 

señal de ·O2H. El CH3-CAT presenta una mayor regeneración del 1,2-DHB sugiriendo que la 

reacción 7 (figura 17) está promovida en este 1,2-DHB. Por otro lado, la regeneración de t-

But-CAT es menor sugiriendo que el ·O2H es utilizado en las reacciones 8 y 9 (figura 17) 

preferentemente. 
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Por otro, en los ligandos del grupo EWG (figura 18 (D) y (E)) la producción de ·O2H es baja y 

no presenta un máximo dentro de los 10 minutos como fue mencionado anteriormente (figura 

10). Para el caso de COOH-CAT   se obtuvo una cinética ruidosa y sin una tendencia clara. 

Finalmente, el Fe(III) reducido por mecanismos dependientes de ·O2H se omitió para el 

sistema CMF- NO2-CAT ya que las mediciones de Fe(II) en sistemas CMF-POBN(+) se 

encuentran fuera del límite de detección del método (figura 17 (E)). 
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Figura 18. Comparación de la producción de ·O2H (-azul), con la concentración de 1,2-DHB 

(-roja) y la reducción de Fe(III) por mecanismos dependientes de ·O2H (-negros); para los 

sistemas (A) CMF-t-But-CAT, (B) CMF- CH3-CAT , (C) CMF-CAT, (D) CMF-COOH-CAT, 

(E) CMF- NO2-CAT. Los ejes coinciden con el color de cada parámetro  



49 
 

CONCLUSIÓN 

 

La diferencia del mecanismo involucrada en la reducción de Fe(III) por parte de los 1,2-DHB 

sustractores y dadores de densidad electrónica muestran diferencias significativas en los 

perfiles de producción de especies reactivas del oxígeno tales como ·OH, ·O2H y 
1
O2. De 

acuerdo con los resultados obtenidos si existen condiciones que permitan la generación 

selectiva de ·OH por sobre ·O2H, sin embargo la concentración de este será pequeña, sin 

embargo, el uso de 1,2-DHB con sustituyentes EDG permite la generación preferente de ·OH 

a pH inferiores a 5<.,00. Se determinó la generación selectiva de 
1
O2 a pH sobre 7, estos 

mecanismos deben ser estudiados en detalle. 
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PROYECCIONES 

 

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación surgen nuevas 

interrogantes que se podrían abordar en futuras líneas de investigación para la validación de 

los resultados obtenidos. 

Debido a la importancia de la reacción de Fenton en la degradación de contaminantes 

emergente en sistemas acuosos, muchos de los cuales contienen ligandos de hierro tipo 1,2-

dihidroxibencenos, seria relevante confirmar el rol del radical perhidroxilo como potenciador 

del ciclo de Fenton por mecanismos secundarios, en la degradación de contaminantes 

modelos.  

El ciclo redox de Fenton también se encuentra integrado en mecanismos fisiopatológicos, 

oxidaciones de lípidos, neurodegeneración, etc., sin embargo siempre se ha relacionado este 

daño a los tejidos únicamente con el radical hidroxilo. En este ámbito, seria de utilidad al 

campo clínico investigar los perfiles de especies reactivas de oxígeno en el desarrollo de 

enfermedades, conocimiento que puede aportar al desarrollo de nuevos tratamientos. 

El oxígeno singlete es una especie reactiva del oxígeno que tiene un nicho en fotoquímica y 

fotobiología, el estudio de los mecanismo de generación de esta especie en pH básicos podría 

aportar nuevos mecanismos de reacción a estas áreas.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Espectros de EPR del aducto DMPO/OH para todos los sistemas ensayados en el 

rango de pH entre 3.00 y 6.00 

 

 

Figura A- 1. Espectros de EPR del aducto DMPO/OH entre pH 3,00 y 6,00 para los sistemas 

(a) Fenton, (b) Tipo Fenton; y los 1,2-DHB (c) CMF- t-But-CAT, (d) CMF – CH3-CAT , (e) 

CMF – CAT, (f) CMF – COOH-CAT, (g) CMF- NO2-CAT 
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Anexo 2. Espectros de EPR del aducto DMPO/O2H para todos los sistemas ensayados en el 

rango de pH entre 3,00 y 6,00 

 

Figura A- 2.Espectros de EPR del aducto POBN/O2H entre pH 3,00 y 6,00 para los sistemas 

(a) Fenton, (b) Tipo Fenton; y los 1,2-DHB (c) CMF- t-But-CAT, (d) CMF – CH3-CAT , (e) 

CMF – CAT, (f) CMF – COOH-CAT, (g) CMF- NO2-CAT. 
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Anexo 3. Espectros de EPR del aducto TEMPD/
1
O2 para todos los sistemas ensayados en el 

rango de pH entre 3,00 y 6,00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A- 3. Espectros de EPR del aducto TEMPD/
1
O2 entre pH 6,00 y 11,00 para los 

sistemas (a) Fenton, (b) Tipo Fenton; y (c) CMF – CAT, (d) CMF – CAT en presencia de 

NaN3 120 mmol L
-1

.  

3460 3480 3500 3520 3540 3560
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

3460 3480 3500 3520 3540 3560
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

3460 3480 3500 3520 3540 3560
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

3460 3480 3500 3520 3540 3560
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

3460 3480 3500 3520 3540 3560
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

3460 3480 3500 3520 3540 3560
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

3460 3480 3500 3520 3540 3560
0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a

(a)

(b)

(c)

In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a

pH 11,00

(a)

(b)

(c)

In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a

In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a

(a)

(b)

(c)

In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a

Campo magnetico (G)

In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a

Campo magnetico (G)

pH 6,00

(c)

(d)In
te

n
s
id

a
d
 r

e
la

ti
v
a

Campo magnetico (G)

pH 7,00

pH 9,00pH 8,00

pH 11,00pH 10,00



65 
 

Anexo 4. Auto oxidación de DHB 

La señal de EPR se las semquinonas fue obtenida de manera directa, sin la utilización de spin-

trap a pH 11. 

La figura A-4  muestra los espectros obtenidos para los DHB estudiados con excepción del 

nitrocatecol, el cual no fue posible detectarlo, la hipótesis, es que la auto oxidación de 

nitrocatecol a quinona (no activa en EPR) ocurre antes de los 10 segundos, tiempo en el cual 

se tomó la primera medición, más aun, al agregar el nitrocatecol al buffer pH 11 el cambio de 

color era instantáneo. Para el resto, cada uno posee un espectro característico. Para todos los 

1,2-DHB la señal disminuye rápidamente en un promedio de 3 minutos.  

Este proceso ha sido reportado previamente a pH básicos, y no se encontraría relacionado con 

la formación de oxigeno singlete debido a lo inestable de la semiquinona [98,99]. 
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Figura A- 4. Espectros de EPR de las semiquinonas generadas por auto oxidación en buffer a 

pH 11, se utilizaron  los mismos parámetros instrumentales utilizados para aductos 

radicalarios (A) Bencilamina, (B) Acido hidrocafeico, (C) Acido cafeico, (D) Etilcatecol, (E) 

Clorocatecol, (F) Acido-2,3-Dihidroxibenzoico, (G) Catecol, (H) Metilcatecol, (I) t-

Butilcatecol 

 

 

 


