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RESUMEN

Se ha estudiado la reaccion fotoquimica entre la riboflavina y el
4cido etilenodiaminotetraacético {en ausencia de oxigeno) con la finali-
dad de desarrollar un método cinético para la determinacién de ioduro.
La reaccion es de primer orden con respecto a la riboflavina, AEDT e
intensidad de la radiacién absorbida. La velocidad del proceso fotoqui-
mico depende del pH y es méxima a pH 7,2. La fotorreduccion tiens
lugar a través de estados excitados de larga vida de la vitamina B; y
estd muy afectada por la presencia de pequefias cantidades de ioduro.
Se propone un posible mecanismo y se han estudiado todas las varia-
bles con la finalidad de optimizar las condiciones del método analitico.

Se ha empleado =l procedimiento del tiempo variable como el mas
apropiado para la determinacién de ioduro. La sensibilidad es de 8 pg/ml
y el coeficiente de variacion del 3 %. Los iones bromuro y cloruro son
compatibles hasta la relacién 100/1. La interferencia de los iones meta-
licos se elimina afiadiendo un exceso de AEDT.
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SUMMARY

A kinetic study of the photochemical reaction of riboflavin and EDTA
(in the absence of oxygen) has been made in connection with develop-
ment of a new kinetic method for iodide. The reaction is first-order with
respect to riboflavin, EDTA and absorbed light-intensity. The rate of
photoreduction is strongly pH-dependent, and maximal at about pH 7,5.
The photoreduction involves a long-lived excited state of the vitamin
B; and is dramatically retarded by small amounts of iodide. A tentative
mechanism is proposed, and the experimental conditions have bizen
optimized. The variable time method appears to be the most suitable
for determination of iodide. A detection limit of 8 ug/ml and a coefficient
of variation about 3 % can be achieved. Chloride and bromide do not
interfere at levels below 100-fold mole ratio to iodide. Metal ions do
not interfere if enough excess of EDTA is used.

INTRODUCCION

La foto-oxidacion del 4cido etilenodiaminotetraacético (AEDT) por
la riboflavina ha sido objeto de numerosas investigaciones (1-7). Estu-
dios polarograficos han permitido determinar inequivocamente que el pro-
ducte de reduccién de la riboflavina es la 1,5-dihidrorriboflavina (1,5, 8).

Por lo que respecta al AEDT, no se conocen con certeza todos los
compuestos formados en su oxidacidén, se han identificado CQ,, formal-
dehido y acido glioxilico (5-10).

El mecanismo de este proceso fotoquimico ha sido objeto de algu-
nas controversias. Asi, Straus y Nickerson (11) consideran que el AEDT
actia como un activador y forma un compuesto intermedio con la ribo-
flavina y el agua, que disminuye la energia requerida para romper el
enlace 0—H de la molécula de agua. De los estudios realizados por
Moore (12) en agua y en 6xido de deuterio se ha podido establzcer que
el agua no debe de estar implicada en la etapa determinante de la ve-
locidad.

Holmstron (13) ha demostrado la formacién ds semiquinonas como
intermediarios, y considera que el proceso primario es la transferencia
de un electron desde €l AEDT a la riboflavina produciendo la semiqui-
nona. Sin embargo, estudios por fotolisis de flash han permitido esta-
blecer que la cantidad de riboflavina que se decolora por flash excede
en mucho a la del radical formado, lo que evidencia que este camino
no pusde ser la reaccién predominante.
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Teniendo en cuenta la existencia de aductos (4a) entre el AEDT y
varias flavinas (14), se ha considerado que la reaccién fotoquimica trans-
curre a través del aducto (4a) intermediario no estable, con la consi-
guientz descarboxilacién y liberacién de CO,. Posteriormente, el inter-
mediario se descompondria dando 1,5-dihidrorriboflavina, formaldehide
vy posiblemente etilenodiaminotriacético (15).

El estado excitado de la riboflavina a través del cual tiene lugar la
fotooxidacién del AEDT es el triplete (T;). Esto ha sido demostrado em-
pleando como sustratos no sélo el acido etilenodiaminotetraacético,
sino también otras aminas como la N-bencil-N,N’-dimetiletilencdiamina
y la N,N’-dibenciletilenodiamina (13, 16-19).

En este trabajo presentamos los iestudios cinéticos de la foto-reduc-
cion de la riboflavina por el AEDT, y se ha encontrado que esta reaccién
es fuertemente inhibida por los iones ioduro. Hecho que nos ha permi-
tido establecer un método analitico muy selectivo y sensible para la
determinacién de este anion.

PARTE EXPERIMENTAL

APARATOS UTILIZADOS
Fuente de radiacion

Limpara de halégeno Sylvania de 24 V y 150 W con un filtro de paso de banda
con el que se obtiene una radiacidn con suficiente intensidad entre 415 y 475 nm.
Dispositive de iluminacion

En el dispositivo de iluminacidon la luz de la lampara atraviesa una pegqueiia
cdmara por donde circula agua y en la que se colocan los diversos filtros neutros
para obtener las distintas intensidades luminosas. E! voltaje de entrada de la
lampara se mantiene fijo por medio de un estabilizador de tensidn de alta pre-
cisidn. La intensidad luminosa incidente sobre la célula se mide con un acting-
metro de ferrioxalato potdsico.

Espectrofotometro Beckman DK2A, para el registro de la distribucién espectral
de la fuente de radiacién.

Espectrofotdmetro Philips SP-100, para el registro de los espectros.

Unidad para valoraciones fotométricas EEL.

DISOLUCIONES EMPLEADAS

Disoluciones acuosas de riboflavina 104 M,

Disoluciones de AEDT-HxNaz 10-' M y 1002 M,

Disolucion contrastada de todurc potdsice 18- M.

Disoluciones reguladoras Britton-Robinson de diferentes pH, preparadas a partir
de una disolucién que es 0,2 M en los icidos bdrico, acético vy fosférico, a la que
se le afiaden la cantidad adecuada de disolucion 1 M de NaOH. Los valores de pH
se comprueban potenciométricamente con electrodo de vidrio.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las muestras contienen los reactivos siguientes: 10 ml de riboflavina 10 M,
5 ml de disolucién reguladora Britton-Robinson de pH 3,5 (también se han reali-
zado graficas de calibrado a pH 5), § ml de AEDT M/10 y diferentes volimenes
de disolucién contrastada de ioduro potasico M/1000, de forma que la concentracién
de ioduro esté comprendida entre 8 y 80 ppm y se completa a 30 ml con agua
bidestilada.

Para eliminar ¢l oxigeno de la disolucién se hace burbujear nitrégeno a través
de la misma durante 10-15 minutes. Esto es imprescindible ya que la 1,5-dihidro-
rriboflavina que se va formando se oxida con facilidad por el oxigeno del aire.

Sepuidamente, se conecta la lampara de halégeno y se mide, con ¢l equipo de
valoraciones fotométricas EEL, el tiempo necesario para que la absorbancia de la
disolucion se reduzca a 1/10 de su valor inicial.

Las lineas de calibrado se construyen representando la concentracidn de ioduro
- frente a la relacidn t./t., siendo t: e! tiempo requeride para la fotorreduccién de
las muestras con distintas concentraciones de I- v t, el tiempo correspondiente
para una muestra exenta de ioduro.

La iluminacion adecuada debe de ser escogida de forma que se obtengan va-
lores de t. en un rango de 80-13¢ segundos.

La determinacién de-I- en muestiras desconocidas se realiza de la misma forma,
como es obvio, para obtener resultados exactos y reproducibles la concentracidn
de los reactivos y la intensidad de la radiacion deben ser los mismos que se han
utilizado en la obtencién de las curvas de calibrado.

En la Tabla V quedan resefiados los resultados numéricos obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La fuente de excitaciéon empleada ha sido una lampara de halégeno
a la que se acopla un filtro de paso de banda con el que se consigue
que la radicacién emitida esté comprendida entre 415 y 475 nm., fre-
cuencias que corresponden al maximo de longitud de onda més larga
del izspectro de absorcion de la riboflavina (figura 1).

Cuando una disolucién conteniendo riboflavina (RE} v acido etileno-
diaminotetraacético (AEDT), en ausencia de oxigeno, se somete a [a ac-
cion de esta fuente de radiacién, se produce la rapida desaparicién del
color amarillo al reducirse la vitamina B; a 1,5-dihidrorriboflavina (RfH).
La reaccién es:

“hv Productos de
Rf + AEDT — RfH: + oxidacién (11
(amarillo) fincelere) del AEDT

Si ahora se pasa una corriente de aire o se afiade peréxido de hidrégeno
a la disolucidén decolorada inmediatamente se recupera el color ama-
rillo. La figura 2 muestra que los espectros de absorcién de la ribofla-
vina antes de la reduccidén y los correspondientes a la oxidacién de la
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disolucién fotodecolorada son coincidentes, poniendo de manifiesto que
la vitamina B: no sufre ninguna degradacién en la reaccion fotoquimica

con el AEDT.
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Fig. 1.—Curva 1: Distribucién espectiral de la fuente empleada. Curva 2: Espectro
de absorcién de la Riboflavina,

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE LOS REACCIONANTES

El orden de reaccién con respecto a la riboflavina se ha determinado
en presencia de un gran exceso de AEDT, empleando el método de inte-
gracién. La propiedad escogida para seguir la variacion que experimenta
la concentracidn de riboflavina es la corriente de difusion medida con
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Fig. 2.—Espectro de absorcién de la Riboflavina. Curva 1: Antes del proceso foto-
quimico. Curvas 2 y 3: Después del proceso fotoguimico y reoxidada con oxigeno
¥y perdxido de hidrégeno respectivamente.

un electrodo de gotas de mercurio (potencial aplicado—0,70 v ve ECS)(21).
Los datos obtenidos (tabla I) demuestran una dependencia de primer
orden con respecto a la riboflavina.

El orden global se ha determinado con el método de integracion,
sigiiendo polarograficamente el curso de la reaccidn. Los resultados de
la tabla IT muestran una cinética de szgundo orden, por lo tanto, con
respecto al AEDT es también la unidad.
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Tabra I

VALORES DE LA PSEUDO CONSTANTE DE PRIMER ORDEN PARA DISTINTA
CONCENTRACION INICIAL RIBOFLAVINA

|Riboflavina)
M K, s
30 1,6
46 15
60 1,7
66 16
80 18

|AEDT| = 3,3 x 102 M, reguladora acetato pH= 50, T =25C.

Tasra 11
VALORES DE LA CONSTANTE DE SEGUNDO ORDEN
Tiempo Corriente  |Riboflaving,a|

fotolisis (s} K, 1 mol!-s?

0 1,15 0 49,4

15 0.88 7.6 52,1

45 0,55 17,3 45,2

75 0,39 220 58,6

105 0,26 25,8 533

|Riboflavina ,,| = 3.3 X 10-* M, [AEDT| = 3,0 X 10* M.

INFLUENCIA DEL PH

La figura 3 representa la variacién de la velocidad relativa de foto-
rreduccién en funcidn del pH. Como puede apreciarse, la velocidad del
proceso fotoquimico es méxima a pH 7,2 y disminuye en medios 4cidos
y basicos.

EFECTO DE LA TEMPERATURA

La velocidad de la reaccion fotoquimica no estd afectada por la tem-

peratura, como refleja la tabla III, que corresponde a los tiempos de
decoloracién para una serie de muestras iguales.

TasLa III
EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL PROCESO FOTOQUIMICO
Temperatura °C 20 25 30 35 40 50
Tiempo de fotorreduccidén (s) ... ... 135 134 132 126 124 120

|[AEDT| = 1,6 x 102 M, |Riboflavina| = 3,3 x 10-* M, reguladora acetato pH = 50.
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Fig. 3—Velocidad de fotorreduccién en funcién del pH.

INFLUENCIA DE LA INTENSIDAD LUMINOSA Y RENDIMIENTQ CUANTICO

El ef=cto de la intensidad de la radiacion sobre la velocidad de la
reaccién fotoquimica viene dado por

Ve_ dC

=K I [2]

donde n es el orden de reaccién con respecto a la intensidad luminosa
absorbida I. {expresada en Einstein X1 X s7!), C la molaridad de la
especie absorbente, la riboflavina y K la constante de proporcionalidad.
Teniendo en cuenta la ley de Lambert -Beer la ecuacién [2] se puede
escribir en la forma
dC
. dt
donde I, es la intensidad Juminosa incidente y ¢ la absortividad molar
de la riboflavina. La ecuacién integrada es:

SKI(1—e2ictep 3]
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e dC [t .
- =K I*| dt [4]
JCO (1_8—2-3 Elc) °Ju .
Si se representan graficamente la integral en funcién de los tiempos
para diferentes valores d= n (por ejemplo, 1/2, 1, 3/2 y 2), la linea recta
que satisface la ecuacion [4] da el valor de n.
Como la radiacién empleada no es monocromaética (ver figura 1) es

necesario calcular una absortividad molar media ¢, integrando sobre
todas las longitudes de onda incidentes

(‘AE g, I2 dA

_Jx
£ = [s]
,f ~ I° di
J A
donde ¢, es la absortividad molar y I° la intensidad incidente a la lon-
gitud de onda 2.
La curva de &» no se puede expresar en forma analitica, por lo que
es necesario efectuar una integracién numérica de los datos de la figu-

ra 1. Se obtiene un valor para ¢ de 13.276 | X mol™ x cm™.
La decoloracién de la riboflavina por el AEDT en ausencia de oxigeno
y a diferentes valores de I, se seguia polarograficamente, midiendo la
corriente de reduccién de la vitamina B, La resolucién de la ecua-
cién [4] muestra que la velocidad de la reaccién fotoquimica es una
funcién lineal de la intznsidad luminosa, v al sustituir en [1] se obtiene:
— dc/dt

K:———ia—— 16]

luego K es el rendimiento cudntico @, pues representa el numero de
moléculas transformadas por fotén absorbide durante un tiempo dado.
En la tabla IV se incluyen los rendimientos cuanticos a tres valornes
de pH vy para diferentes concentraciones de AEDT.

TapLa IV

VALORES DEL RENDIMIENTO CUANTICO (RIBOFLAVINA 30 % 10° M)
|AEDT|, M pH 4,11 pH 505 pH 6,36
333 x 10 0,267 0,280 0,290

2,66 x 102 0,282 0,313 0,304
2,00 x 10-2 0,334 0,308 0,287
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MECANISMO DE REACCION

De las consideraciones anteriormente expuestas podemos establecer
la hipétesis de que la reaccién fotoquimica entre la riboflavina y €l AEDT
en ausencia de oxigeno tiene lugar a través de colisiones entre moléculas
de la flavina que alcanzan el estado fotoactivo v las especies idnicas del
AEDT susceptibles de ser oxidadas.

La gran influencia del pH sobre la velocidad d= la reacciéon (figura 3)
se puede explicar admitiendo la hipétesis de Haas y Hemmerich (10)
de que los aniones de los aminoacidos reaccionan rapidamente por des-
carboxilacién con preferencia a la deshidrogenacién, mientras que la
forma neutra es inerte en estado dipolar y solamente el tautémetro sin
carga pueds sufrir la ruptura C—H de forma extremadamente lenta.
Si ademads tememos en cuenta lo ya establecido para ciertos colorantes
y 4cidos aminopolicarboxilicos (22-28), queda patente que las especies
del AEDT, que son fotooxidadas con mas facilidad, son aquellas que
poszan al menos un dtomo de nitrégeno no protonado.

Evidentemente, el pH del medio también debe afectar a los centros
activos del nicleo isoaloxacina (1), lo que hace que la relacién velocidad
de reaccion—pH sea bastante compleja.

La riboflavina tiene un nendimiento cuéntico de fluorescencia rela-
tivamente bajo (®; = 0,32 en etanol (29)) v un cruce entre sistemas
S, — T, bastante eficaz (@ > 0,5 (30)). Teniendo en cuenta estos hechos
y que €] AEDT no extingue la fluorescencia de la riboflavina aunque si
que es fotooxidado por ella, es ldgico considerar que el estado fotoac-
tivo debe ser el triplete.

También se ha observado que la presencia de pequefias cantidades
de ioduro o de p-fenilendiamina no afectan a la fluorescencia de la vita-
mina B, pero hacen que disminuya notablemente la velocidad de la
fotorreduccién de la riboflavina por el AEDT. Esto se debe a un pro-
ceso de transferencia de energia entre la riboflavina en el estado triplete
y €l inhibider,

De acuerdo con los resultados experimentales se puede proponer el
siguiente esquema cinético:

Procsso Velocidad
1—RE(S.}+hv —— Rf(S)) K
2—RE(S)) — —>RKS,) KalSi|
3—Rf(S1) ———— Rf(So) + h'U-[ Kf|S]_1

4—RE(S,) ——> RE(T)) Keus/S1]
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5.—RE(Ty) —> Rf(S,) K Ty
6.—RIE(T)) ——— RE(S,) + hv, K| T
7—Rf(T:)+ AEDT ——— productos K:|T:| |AEDT]|
8 —RKT,)+ I_(Su) —> REKS,) + IHT.) KeITll |I‘|

donde S, S; y T, son los estados singletes fundamental y excitado y
triplete, respectivamente. Los sufijos ci, ces, f, p, r y e significan con-
version interna, cruce entre sistemas, fluorescencia, fosforescencia, reac-
cién quimica y transferencia de energia triplete—triplete.

DETERMINACION DE IODURQ

Teniendo en cuenta el esquema cinético propuesto y aplicando la
hipétesis del estado estacionario para la concentracién de la riboflavina
en su estado triplete se obtiene:

Kees|S1]
K, + K/ + K:JAEDT| 4 K.|I|

IT.| = (7]

La velocidad de conversion de la riboflavina en su leucoforma esta
controlada por la velocidad de la reaccién quimica. Esta es igual a
K:|T:| |AEDT|, v la expresién del rendimiento cuantico para la reduc-
cién de la riboflavina es:

K.|T:| |]AEDT]
O = 8
K L8]
Sustituyendo |T,| de la ecuacién [7] se obtiene:
1 K K. 1 K. |I_}
= 9
o “Kas] Utk TaEDT T X, TaEDT O
donde Ka es igual a K, + K/ .
En ausencia de ioduro, la ecuacién {9] se reduce a:
1 K K4|AEDT|
= 1 1¢
(Do Kceslsxl ( + Kr ) [ ]

donde ®° es el rendimiento cudntico para la fotorreduccién de la ribo-

flavina en ausencia de ioduro.
Dividiendo las ecuaciones [9] y [10], se obtizne:
P° -1 K. |I'

o — 't Ks + K/JAEDT| [11]

Si la intensidad de la radiacién incidente se mantiene constante en
las medidas realizadas con y sin ioduro, se obtiene:
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vo__@°_1+ Ke I
V. o K + K./AEDT|

siendo Vi y V, las velocidades de la reaccién con y sin ioduro.

Si se emplea un gran exceso de AEDT de tal forma que su concen-
tracién pueda considerarse constante, se tiene:

Vo

Vs
Ecuacién que permite determinar ioduro midiende la velocidad del pro-
ceso fotoquimico en ausencia y presencia de dicho anién. '

Para fijar las condiciones idéneas aplicables al método analitico,
realizamos un estudio de los factores que afectan a la reaccién foto-
quimica entre la riboflavina y el AEDT, cuando se incuentra en el
medio el anién ioduro,

"La figura 4 muestra que la inhibicién de la reaccién fotoquimica
depende del pH. El rango de pH entre 3, y 5,5 es muy adecuado, pues
proporciona no sélo un alto grado de inhibicién, sino qu= ademids la
velocidad de fotorreduccion de la riboflavina por el AEDT todavia es
apreciable (figura 3).

E] tiempo de decoloracién disminuye cuando aumenta la concentracién
de AEDT y no se observan posteriores disminuciones para nzlaciones
entre las concentraciones de AEDT y riboflavina superiores a 200.

[12]

= 1 + constante |I"| [13]

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE TODURO

La ecuacién [13] muestra que el ioduro se puede detsrminar mi-
diendo la velocidad de reduccién de la riboflavina por el AEDT, si se
controlan las variables que afectan al proceso fotoquimico.

El procedimiento sgguido en este método cinético es el de «tiempo
variable» y se mide el tiempo necesario para que la muestra problema
alcance un valor fijo de absorbancia previamente elegido.

METoDo ANALITICO

Con objeto de conszguir una técnica sencilla para determinar iodu-
ro, se realizaron experiencias empleando como fuente de excitacion la
lampara de halégeno sin acoplar el filtro de paso de banda. Los resul-
tados obtenidos son en todo concordantas con los descritos anteriormente.

El método es bastante preciso en las condiciones recomendadas, las
maximas desviaciones son del 3 % como pone de manifiesto la tabla V.

El limite de deteccidn es de 8 pg/ml. Para cantidadies menores de
ioduro, las diferencias entré los tiempos de decoloracién entre el ensayo



Aplicaciones analiticas de la reduccion fotoquimica de la riboflavina 123

60
&

w40
9]
T
£L
ot
=
=

20
w
e

pH

Fig. 4—Efecto inhibidor del ioduro en funcién del pH.
en blanco y la muestra problema son tan pequszfias que el error aumen-
ta. Por otra parte, para concentraciones de I~ superiores a 80 ppm. los
tiempos requeridos para conseguir la fotodecoloracidon de la riboflavina
son demasiado elevados. En estos casos es conveniente diluir la muestra.

TaBLA V
DETERMINACION DE IODURO

Pardmetros estadisticos
Cantidad de I- puesta (mg) 1,142

Valor medic hallado {mg) .. 1,1760
Desviacién tipica ... ... . e s 1,5052
Desviacién media o error t1p1co 05332
Limite de confianza ... ... ... ... ... ... ... ... 1212/1,140
Error relative ... ... ... ..o e e el = 30%
Boxp oo e e e 0,023
tloxp vve cee o e 0072

Los valores de la Tabla han 51do obtemdos a partu' de series de diez determi-
naciones y para una probabilidad del 959%.

INTERFERENCIAS

Los iones cloruro y bromuro no interfieren hasta la relacién molar
IX5 / |I7] de 100/1.

En presencia de iones metdlicos que forman complejos estables con
el anién etilenodiaminotetraacetato es preciso afiadir AEDT en sufi-
ciente cantidad para que aquéllos queden complejados y exista el exceso
conveniente de AEDT libre.
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