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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

Debido a que en la época actual el crecimiento demográfico nacional y mundial no 
está en razón directa a la producción de alimentos, es necesario además de 
incrementar la producción agrícola, estudiar los mecanismos para lograr una mayor 
productividad de los cultivos y buscar métodos para eliminar las plagas que los 
amenazan. Una de ellas es el crecimiento de las malezas que compiten con los 
cultivos por el sol, el agua y los nutrientes del suelo. Para el control de las malezas, 
actualmente se ha extendido el uso de herbicidas orgánicos sintéticos, sin embargo, 
estos compuestos son tóxicos a diversas formas de vida. 

Por todo esto, resulta de fundamental importancia estudiar productos naturales 
y/o sintéticos que presenten actividad herbicida y que a diferencia de los herbicidas 
utilizados en la actualidad no causen contaminación en suelos y plantas y que sean 
biodegradables y con baja toxicidad a las diferentes formas de vida en la escala 
biológica. 

Previamente, se había encontrado que el cacalol actúa como herbicida inhibiendo 
el proceso de la fotosíntesis a nivel de la enzima que fotolisa al agua en la reacción de 
1E11. No obstante, sus derivados metilcacalol, acetato de cacalol y 2-acetilacetato de 
cacalol inhiben parcialmente el flujo de electrones en el tramo de la cadena rédox 
comprendido entre P680 a QA. Estos resultados sugerían que el OH fenólico en el 
cacalol es importante para la inhibición de la enzima que cataliza el desprendimiento 
de 02, ya que cuando se bloquea metoxilando o acetilando este efecto inhibitorio se 
pierde. 



1.- Introducción 

Para elucidar lo anterior en este trabajó se investigó el efecto en la fotosíntesis de 
un nuevo derivado fenólico del cacalol, el 2-acetilcacalol . Los resultados indicaron 
que este compuesto muestra el mismo sitio de acción en la reacción de Hill que el 
cacalol. 

Debido a que hay una serie definida de similitudes, con respecto a la transferencia 
de electrones, entre las reacciones electroquímicas y las reacciones rédox en vías 
metabólicas biológicas, esto nos condujo a estudiar los potenciales rédox del cacalol 
y sus derivados por voltametría cíclica, para correlacionarlos con los potenciales 
rédox de las enzimas de la cadena transportadora de electrones en la reacción de Hall 
del cloroplasto y así comprobar la localización del sitio de inhibición que estos 
compuestos presentan en el aparato fotosintético de cloroplastos obtenidos de 
Spinacea nlerarea L. Se empleó la voltametría cíclica debido a su capacidad para 
distinguir entre los diversos estados de oxidación que afectan la reactividad y 
actividad biológica de una sustancia. 

Se encontró que los potenciales de oxidación de los compuestos que presentan el 
grupo OH fenólico libre están cercanos al potencial de la enzima rédox que fotolisa al 
agua, por lo que postulamos que la especie que inhibe esta enzima es el producto 
proveniente de la oxidación de la molécula, en tanto que los altos potenciales de 

oxidación mostrados por los otros derivados sugieren que estos últimos compuestos 
no experimentan una reacción rédox en la reacción de Hill, sin embargo, debido a 
que se encontró que inhiben el tramo de P680 a QA se propone que su modo de 
acción pueda deberse a que actúan por inactivación, desplazamiento o interacción 
de uno o más intermediarios transportadores de electrones en la reacción de Hill. En 
estos compuestos los grupos metilo o acetato confieren la solubilidad necesaria para 
que puedan introducirse en la membrana y llegar al sitio blanco de ataque para la 
inhibición. 

Los resultados mostraron que los compuestos que inhibieron a nivel de la fotólisis 
del agua fueron los más activos. 
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CAPITULO 2 

ANTECEDENTES 

Et cacalol [9-hidroxi-3,1,5-trimetil-5,6,7,84etrahidronafto(2,3-b)furanol (figura 2.1). 

es un sesquiterpeno derivado de la furotetralina, el cual fue aislado en 1964 por Romo 
y col (12) de las raíces de Cacalia decomposita A.Gray, un arbusto nativo del norte de 
México (figura 2.2) popularmente conocido como "matarique". Otras especies donde 
también se ha encontrado el cacalol es en Cacalia adenostiloides, 131 Cacalia 
dilfinifolia, (al  Cacalia hastata,15] y Cacalia ampullacea [63. 

OH 

12 
	

11 

Figura 2.1 Estructura del cacalol 

El té de raíces de Cacalia decompositae se emplea como remedio para el 
reumatismo 17.8,9,10,111, resfriados('21, dolor de espalda, ictericia, colicos en bebés, 
tónico y diurético 17,131, contra la diabetes 114,15), para enfermedades del riñón17,16 ) 
contra la malaria y la fiebre (101. Los efectos de la infusión se deben probablemente al 
cacalol ya que es el más abundante de los compuestos cuantificados aunque no se ha 
demostrado directamente su efecto. Se ha encontrado también que el cacalol 



2. Antecedentes 

Fig. 2.2 Cacaleu clecomposita A. Gray 
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2.-Antecedentes 

muestra actividad antimicrobiana contra algunas especies de hongos, bacterias y 
levadurastm. 

Clasificación botánica: 

División: fanerogárnas 
Subdivisión: angiospermas 

Clase: dicotiledoneas 
Subclase: simpétalas 
Orden: campánula 
Familia: compuestas 
Subfamilia: tribu de las senecionides 
Genero: Cacalia 
Especie: decomposita 
Sinomía cienh'fica: 

Senecio grayanus, Hemsley 
Cacalea decomposita, A. Gray 
Mesadenia decomposita, A. Gray 

El papel biológico del cacalol en las plantas no es conocido, pero probablemente 
actúa como un agente aleloquímico. Los aleloquímicos son metabolitos secundarios 
sintetizados por las plantas en forma natural como respuesta al ataque de 
depredadores tales como hongos, bacterias e insectos, así como para tratar de 
mantener libre de otras plantas su medio ambiente vital. 

Las malas hierbas son nocivas para las plantas agrícolas debido a que crecen en 
zonas de cultivo, provocando reducción en la producción y calidad de éstos, ya que 
compiten por la biodisponibilidad de la luz solar, el agua y los nutrientes del suelo► rs), 

Debido a esto es necesario contar con formas eficientes para controlar las malezas. 
Desde la antiguedad se utilizaban agentes químicos tales como el cloruro de sodio 

y el ácido sulfúrico para el control de las malezas . Posteriormente, se utilizaron otros 
compuestos como el arsenito de sodio, el disttlfuro de carbono, algunos aceites de 
petróleo, clorato de sodio, dinitrofenol, y sulfamato de amonio. Más recientemente se 
empezaron a usar compuestos orgánicos, como el dinitrocresol (4,6 dinitro-0-cresol), 
carbamatos, dinitroanilinas,acetanilidas, triacinas, uracilos, urcas, sales cuaternarias 
de piridinio, compuestos haloalifáticosugi, etc. 

5 



2.-Antecedentes 

En 1940 se descubrió que los ácidos fenoxiacéticos en altas concentraciones 
actuaban como herbicidas, en cambio a bajas concentraciones actúan como 
reguladores del crecimiento de tipo auxínico, se aprovechó esta propiedad promotora 
de elongación celular para hacer estudios de síntesis y estructura-actividad de estos 
compuestos con el objeto de encontrar mayor potencia en la actividad atodnica y 
herbicida. 

Los herbicidas orgánicos son los más utilizados para exterminar la malezatzl, sin 
embargo estos compuestos han estado causando contaminación en suelos, agua, 
plantas y a los organismos de la escala evolutiva, debido a que la mayoría presentan 
baja biodegradabilidad y diferentes grados de toxicidad 118). 

Se conoce que las plantas producen y liberan al medio ambiente que las rodea uno 
o varios compuestos químicos llamados aleloquímicos, los cuales pueden interferir 
con el crecimiento y desarrollo de otras plantas, actuando de esta manera como 
herbicidas. Estos aleloquímicos pueden influir directamente en las asociaciones de 
plantas naturales o pueden actuar de una manera más sutil por inhibición de las 
simbiosis benéficas de microorganismos y plantas. Recientemente algunos científicos 
están probando los agentes alelopáticos ( aleloquhnicos) para su uso en agricultura. 
Los aleloquitnicos son atractivos porque ellos son productos naturales sintetizados 
por plantas o microorganismos, los cuales son ambientalmente más seguros debido 
a que presentan biodegradabilidad 121). 

Los agentes alelopáticos pueden ser liberados de las plantas de diferentes 
maneras: a) volatilización de las hojas, b) disolución de las hojas y tallos por lluvias, 
niebla o por el rocío, c) exudación de compuestos de las raíces, d) liberación en los 
procesos de descomposición de las plantas muertas. Tutti:den los microorganismos 
del suelo ( actinomicetos, hongos y algas) juegan un papel importante en la síntesis y 
liberación de agentes tóxicos. 

El nivel en que los aleloquímicos se producen está regulado genéticamente pero 
hay marcadas influencias del medio ambiente en la calidad y cantidad de los 
compuestos producidos por la planta y hay una gran variación en la capacidad de las 
plantas para producirlos. Los factores que afectan la producción de los aleloquímicos 
son principalmente las condiciones extremas entre las que podemos considerar, al 
estress. Las plantas pueden estar sometidas a un gran nátnero de condiciones de 
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stress, tales como cambios en: pH, presión atmosférica, iluminación, temperatura, 
salinidad, cantidad de agua y estado nutricional. El tipo y la edad de los tejidos de las 
plantas son extremadamente importantes para la producción de metabolitos 
secundarios, porque estos compuestos pueden ser almacenados en ciertos tejidos o 
producidos en un punto específico en el ciclo de vida de la planta, así como la 
capacidad de la planta para responder al estress a diferentes edades. 

Los alelopáticos juegan un papel importante en la eliminación de la maleza que 
invade el campo abonado. Sin embargo, a la fecha no solo se han patentado dos 
compuestos producidos biotecnológicamente los cuales se utilizan comercialmente 
como plaguicidas, pero ninguno como herbicida. 

Los compuestos aleloquímicos pueden actuar en varios sitios dentro de la célula 
para efectuar su acción alelopática (figura 2.3). 

De la misma forma los herbicidas sínteticos pueden exterminar a las plantas de 
diferentes maneras, los sitios de ataque o interferencia de estos herbicidas pueden 
ser en cualquier paso enzimático de todas las vías bioquímicas y fisiológicas que 
poseen los diferentes tejidos, sin embargo, no están bien estudiados los sitios de 
ataque y los mecanismos de acción de todos los herbicidas existentes. 

Varios autores han clasificado a los herbicidas orgánicos de acuerdo con sus 
efectos bioquímicos más importantes en las plantas. A continuación se dan algunos 
ejemplos. 

Morelandwz, clasifica las respuestas bioquímicas de los herbicidas bajo tres 
encabezados 1) respiración y transporte electrónico mitocondrial 2) fotosíntesis y 
reacción de Hill y 3) metabolismo de ácidos nucléicos y síntesis de proteínas. 

ICng(z, clasifica la respuesta de los herbicidas como: inhibidores del crecimiento 
celular, reguladores del crecimiento e inhibidores de la fotosíntesis. 

Percival y Bakerum concideran que la mayoría de los herbicidas utilizados actúan 
específicamente en la fotosíntesis, otros procesos metabólicos han sido identificados 
como blanco primario para la acción herbicida, estos son: división celular, elongación 
celular, metabolismo regulador del crecimiento de plantas y biosíntesis de lípidos. 

Como podemos observar solamente el efecto de la inhibición de la fotosíntesis 
figura en todas las clasificaciones. Se sabe que aproximadamente el 50% de los 
herbicidas comerciales interfieren con algún paso de la fotosíntesis(241. Los 
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Inhibición de la respiración 
en la mitocondria 

Nudeolo 
Retículo 

encloplásrnico 

Ritos citoesqueleto 

Inhibición de la expanción celular 

Inhibición de la fotosíntesis 
en el clomplasto 

Tilacoides 

Membrana interna — 

Pared de celular 

Tonoplasto(membrana vacuolar) 

Aparato 
de Golgi 

2.- Antecedentes 

Inhibición de la auividad 
enzimátira en tala la célula. 

Inhibición de la división 
celular en la cromatina 

Alteración de la captación de 
nutrientes en la membrana plamática. 

Los efectos en las membranas pueden incluir cloropla.sto núcleo 
mitocandria y plamalema. 

fig.2.3 Sitios de acción de los aleloquímicos dentro de las células vegetales para su 
acción alelopática, 
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investigadores que diseñan, sintetizan y caracterizan nuevos herbicidas utilizan al 
cloroplasto como modelo biológico para lograr su objetivo, ya que la vía de la 
fotosíntesis en cloroplastos. es característica de algas y plantas, y los herbicidas que 
actúan a este nivel son los menos tóxicos para los mamíferos. 

Los medios por los cuales los herbicidas pueden inhibir el proceso de la 
fotosíntesis incluyen: a) reproducción, desarrollo, estructura e integridad de los 
cloroplastos b) capacidad de síntesis de productos c) intervención en los caminos 
involucrados en la conversión de energía luminosa en energía química (reacción de 
Hill). 

A continuación se describe brevemente el proceso de la fotosíntesis con objeto de 
entender mejor los sitios que bloquean los herbicidas al inhibir la fotosíntesis. 

Fotosíntesis 

La fotosíntesis es el proceso mediante el cual las algas y plantas superiores 
elaboran materia orgánica y producen 02 a partir de CO2 atmosférico, agua y energía 
solar. 

6CO2 + 6H20 	> C6}11206 + 602 

El proceso de la fotosínteis se divide en dos fases. La primera fase ( reacciones 
luminosas) consiste en la captación de energía luminosa por los pigmentos que 
absorben luz convirtiéndola en energía química de ATP y reductores como el 
NADPH. 

H20 +NADP+ + Pi + ADP 	> 1/202 + NADPH + H++ ATP + H2O 

En la segunda fase ( reacciónes obscuras) los productos ricos en energía de la 
primera fase, el NADPH y el ATP, se emplean para la reducción de CO2 a 
carbohidratos (figura 2.4), esta segunda fase puede representarse en términos 
generales por la siguiente reacción: 
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DNA 
Tilacoldes 
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Carbohidratos co, 

Fig 2.4 Las reacciones luminosas generan energía rica en NADPH y ATP a expensas 
de la energía solar. Estos productos son usados en las reacciones de fijación del 
carbono, para reducir el CO2 a carbohidratos. 

Membrana externa 
Membrana interna 

Ribosomas 

Grana (tilacoides) 

10 gin 

Estroma 

Fig. 2.5 a) Representación esquemática de la estructura de un cloroplasto b) 
micrografía electrónica de un cloroplasto. 
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CO2 + NADPH + H+ +ATP—>(CH20)n + ADP + Pi + NADP+ 

Estas reacciones fotosintéticas se llevan a cabo en los cloroplastos. 

Los cloroplastos tienen forma esférica elíptica o discoidal, tienen un diámetro de 4 
a 10pm y un grosor de 1 a 3 pm. Cada célula vegetal contiene de 20 a 40 cloroplastos. 
Un cloroplasto consta de una doble membrana externa llamada envoltura y una 
interna separadas por un espacio intermembranal. La membrana interna de la 
envoltura es una barrera permeable que regula el paso de los sustratos y productos 
de la fotosíntesis hacia dentro y fuera del cloroplasto. La membrana externa de la 
envoltura es permeable a todo tipo de moléculas y macromoléculas como las 
proteínas La membrana interna del cloroplasto que se encuentra en el estroma es 
contínua y está dispuesta en plieges pareados llamados laminillas, las cuales se 
ensanchan a intervalos regulares para formar sacos membranosos aplanados o 
vesículas llamadas tilacoides que aparecen dispuestos en apilamientos llamados 
grana. El sistema del interior del organelo se llama estroma y contiene todas las 
ervimas involucradas en las reacciones obscuras (fijación del CO2) (figura 2.5). 

Las membranas tilacoidales están formadas por una hicapa lipídica en la que se 
encuentran integrados los diferentes complejos multiprotéicos (figura 2.6) 
requeridos para la reducción del NADP+  y la síntesis de ATP, necesarios para la 
fijación del CO2c251. 

Lis reacciones dependientes de luz son las que corresponden a la "reacción de 
Hill" o cadena transportadora de electrones, cuya función es generar un gradiente 
electroquímico de protones, que es usado en la fotofosforilación (figura 2.7). 

La absorción de energía luminosa causa un flujo de electrones de un donador 
(agua) a un aceptor de electrones (NADP+), el flujo de electrones del agua al NADP+  
se efectúa através de una serie de enzimas rédox transportadoras de electrones con 
potenciales redox que van de +0.82V a -0.32V con respecto al ENH, este flujo 
electrónico se efectua en contra de un gradiente electroquímico, por lo que se 
requiere de dos eventos fotoquímicos, proporcionados por los fotosistemas I (P700) y 
II (P680). 

El proceso de la fotosíntesis comienza cuando la luz llega a la superficie de los 
tilacoides y es absorbida por los pigmentos antena de la unidad fotosintética, la cual 

• 
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Membrana tilacoidal 
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Flg 2,6 Distribución de los fotosistemas I y II, el complejo del citocromo bf y la ATP 
sintetasa en la membrana tilacoidal. El bombeo de protones inducido por la luz hace 
que el espacio Interno sea 'ácido. El flujo de protones a través del CFO al lado del 
estroma origina la síntesis de ATP por la subunidad CFi 
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FOTOSLSTEMA I 
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Mg 2.7 Diagrama energético del transporte electrónico fotosintético por la vía de los 
fotosistemas 1 y 11, representado en función de los potenciales estándar de 
oxidorreducción de los pares interactuantes. Este esquema "Z" muestra el camino 
de la transferencia de electrones no cíclica desde el H2O hasta el NADA+. La linea 
punteada representa la transferencia de electrones cíclica, la cual involucra 
únicamente al FSI; los electrones proyectados al aceptor primaro del FS1 pueden 
retornar al 1,700+ mediante el citocromo bf. 
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está formada por proteínas, clorofilas, carotenoides y otros pigmentos accesorios, 
estos compuestos absorben la energía luminosa transfiriendola en forma de fotones 
hasta el centro de reacción de la unidad fotosintética, en donde la energía de un fotón 
se convierte en una separación de carga iniciando el flujo de electrones (figura 2.8) 
C. . La absorción de un cuanto de luz por el fotosistema II ( FSII ) provoca la 
transferencia de un electrón a la feofitina Ph, como resultado el P680 ha quedado 
como un oxidante fuerte ( P680+) por lo que debe volver a su estado reducido, los 
electrones necesarios para su reducción provienen de la fotólisis del agua. En este 
proceso 2 moléculas de agua son fotolisadas con 4 fotones o cuantos de luz 

produciendo 4 electrones, 4 protones y una rnolecula de 02 

hv 
2H20 	 

 

> 4H+ +4e-  +02 

 

Los cuatro electrones sustraidos del agua no pasan directamente a P680+, ya que 
este es aceptor de un solo electrón. El donador inmediato a P680+ es un residuo de 
tirosina ( representado por el símbolo Z o Y) de una proteína Di del centro de 
reacción del FUI, el cual pasa los electrones de Uno en uno al centro P681+. 

hv 
P680+ + 4Z 	> 4P680 +4Z+ 

Este residuo de tirosina (Tyr) recobra su electrón pérdido por oxidación de un 
grupo de 4 iones Mn del complejo enzimático de la fotólisis del agua. Este complejo 
con Mn es oxidado en una secuencia de 5 estados de oxidación representados por 
So, Si, S2, S3, 54. Después de 4 transferencias de electrones simples, cada una 
correspondiente a un fotón se produce una carga 4+ en el complejo de Mn (figura 
2.9). Los electrones perdidos del centro de Mn pasan de uno en uno al residuo de 
Tyr(Z+) en la proteína del centro de reacción del FSII. 
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CENIRO DE RJACQON 
La MUCión fatoquímic:a 
conviene la energía de un 
fotón en una separación de 
carga, iniciando el flujo de 
electrones 

Fig.2.8 Organización de los componentes de la fotosíntesis en la membrana 
tilacoidal a) distribución de los fotosistemas I y 11, ATP stritetasa y el complejo del 
citocromo bf. 1)) amplificación de un fotosistema mostrando el centro de reacción, 
clorofilas antena y pigmentos accesorios. 
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15 



(S3) 

+02+411+  

I' 	t'A' 

hr 

(aa  
H2O H2O 
NA114 	Mii 

(S4) 

hr 

<lms 

2.-Antecedentes 

Flg 2.9 Modelo del proceso de oxidación de los iones Mn en el complejo enzimatico 
de la fotólLsis del agua. 

En este estado (Mn+4) el complejo de Mn puede tomar 4 electrones de un par de 
moléculas de agua, liberando 4 protones y 02 

[complejo Mn Pi* + 1120 -> [complejoMnl° + 4H++02 

En el lado reducido del FSII la Pb reducida transfiere un electrón a una molécula 
de plastoquinona unida a un centro de proteína denominado QA reduciéndola a 
semiquinona 	QA" transfiere su electron a una segunda molécula de 
plastoquinona unida al sitio QB, cuando esta quinona es reducida a semiquinona 
presenta una mayor afinidad por el sitio QB , esta semiquinona formada permanece 
en el sitio QB hasta que QA es reducida por un segundo electrón del centro de 
reacción, la oxidación de QA provoca la reducción de Q13-  a QB2-  la cual se protona 
para formar Q13112 . Cuando QB está completamente reducido puede dejar libre el 
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sitio QB para que otra molécula de plastoquinona pueda unirse y aceptar los 
siguientes pares de electrones«). 

La plastoquinona reducida QBH2 o plastoquinol viaja através de la membrana 
hacia la superficie interna del tilacoide, donde libera los protones dentro del tilacoide 
y transfiere los electrones al complejo del citocromo bf. El siguiente acarreador de 
electrones es la plastocianina (PC), esta dona los electrones al fotosistema I ( FSI). El 
FSI oxidado P700+ se produce al ser excitado simultáneamente con P680, el P700 
excitado dona electrones de uno en uno al aceptor primario del FSI, que se ha 
identificado como Ao, Az, FAFH que contiene clorofila A, quinona y dos proteínas con 
centro Fe-S. Los electrones son transportados a la ferrodoxina (Fd) la cual se 
encuentra en la cara externa de la membrana tilacoidal. La Fd es tina proteína que 
contiene dos centros Fe-S, de aquí los electrones son transferidos a la ferrodoxina 
NADP+ oxido-reductasa (FP), la cual contiene flavinadenina dinucleótido (FAD+) 
como cofactor, este último se reduce con dos electrones de la cadena y con dos 
protones que toma del medio externo para formar el FADH2. Finalmente el NADP+ 
adquiere los electrones y un protón del FADH2 para formar NADPH + H. El 
transporte de electrones de la proteína con centro Fe-S al NADP+ se efectúa en favor 
de un gradiente eleetroquítnico. 

Podemos resumir que en la reacción de Hill se transportan electrones desde el 
agua hasta el NADP+ por cada molécula de agua oxidada, lo cual se puede 
representar mediante la siguiente reacción. 

2H20 + 2NADP+ —> 02 + 2NADPH +2H+ 

Flujo electrónico en la fosforilación cíclica. 

En el transporte electrónico cíclico, los electrones son transferidos desde el P700+, el 
centro de reacción excitado del FSI, a la Fd, y luego al complejo del citocromo bf. Los 
protones son bombeados por este complejo a la vez que los electrones regresan al 
centro de reacción através de la PC, este flujo cíclico de electrones origina un 
gradiente de protones que contiene la energía libre para la síntesis de ATP. En este 
proceso se genera ATP sin la formación de NADPH y 02 (figura 2.7). 
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Biosíntesis de ATP o fotofosforilación. 

Con el paso de dos electrones através de la membrana fotosintética, se genera un 
gradiente de pH al fotolisarse la molécula de agua y reducirse la plastoquinona en el 
exterior (estmma) y oxidarse en el interior (lumen) del tilacoide, a esta diferencia es 
a lo que se denomina "gradiente electroquímico de protones", además del gradiente 
de pH, se forma un gradiente químico de cationes Mg+1  y 

1.1 transferencia de H+ inducida por la luz va acompañada por la transferencia en 
sentido contrario de los iones 1{4.  y Mg21., en consecuencia se mantiene la neutralidad 
eléctrica y no se genera un potencial de membrana. ha suma de los dos componentes 
posee la energía necesaria para la síntesis de ATP. Cuando los protones son 
conducidos através de la membrana tilacoidal por el CFo o bomba de protones, se 
genera energía que es utilizada por el factor de acoplamiento 1 (CFi) para catalizar la 
formación de ATP aparar de la fosforilación del ADP por el Pi (figura 2.6) 

Tipos de acción inhibitoria a nivel de la fotosíntesis 

Los herbicidas e inhibidores no herbicidas que afectan las reacciones fotoquímicas 
en cloroplastos aislados se dividen en:1291 

I. Inhibidores del transporte de electrones 

Este tipo de compuestos actúan por interacción o desplazamiento de uno o más 
intermediarios transportadores de electrones en la reacción de Hill. Estos 
compuestos inhiben el transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplado, así 
como la síntesis de ATP. 

Algunos de los compuestos que actúan por este camino incluyen: hidroxilamina, 
tris 130,31), DCMU1321, DBM1B1291, KCW331, etc. 

Un gran número de diferentes clases de compuestos químicos inhiben el 
transporte electrónico fotosintético por unión a un sitio localizado en el lado reductor 
del F511. 
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Los inhibidores fotosintéticos de mayor importancia pertenecen a los grupos 
químicos de las ureas, triazinas, anudas, triazinonas, piridazinonas, bencimidazoles, 
carbamatos , cianoacrilatos, pironas, naftoquinonas, nitrofenoles, etc. La inhibición 
de la transferencia de electrones en el lado reducido del FSII ocurre através de un 
aceptor primario QA (una plastoquinona asociada a un centro de clorofila) y un 
aceptor secundario QB unido a una apoproteína de 3311Da. La acción inhibitoria se 
debe a la unión no covalente y reversible del herbicida a la proteína de 33KDa. La 
unión del herbicida puede provocar impedimento estérico (figura 2.10) o un cambio 
conformacional en el sitio QB, previniendo la unión y reducción del herbicida 
modificando las constantes cinéticas y termodinámicas de la enzima QB. 

DCMU 

ATRAZINA 

 

   

PLASTOQU1NONA 

O 

    

Fig 2.10 Visualización del sitio de unión de los herbicidas ( DCMU y atrazina) a 
la proteína de 33Kd "Modelo de impedimento estérico` 

La unión del herbicida al PSII y la inhibición de la reducción de QB probablemente 
promueven fitotoxicidad por suprimir la formación de ATP y NADPH. También 
provocan inhabilidad de la clorofila para disipar la energía luminosa, el exceso de 
energía luminosa ocasiona que la molécula de clorofila singulete se transforme a 
clorofila triplete, la cual introduce daños celulares através de reacciones por radicales 
libres a partir de ácidos grasos no saturados. En presencia de oxígeno, se forman los 
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peróxidos de los lípidos destruyéndose la membrana y obteniéndose productos 
secundarios como el etano. 

El resultado de la inhibición del flujo electrónico es que la fijación del CO2 cesa y 
la planta muere por inanición In 

11.1nhibidores de la transferencia de energía. 

Este tipo de compuestos actuán directamente en el proceso de fosforilación, 
afectando directamente la actividad catalítica del CFt o CFo de la encima de la 
fosforilación, por tanto, la velocidad de transporte de electrones en ausencia de ADP 
y Pi no se ve afectada. Algunos ejemplos son: Dio-9135) y N,N-diciclohexil-
carbodiimida 1361, piquero1137) , etc. 

III. Desacoplantes. 

Los desacoplantes son compuestos que desacoplan el transporte de electrones de la 
síntesis de ATP, por lo tanto , inhiben la velocidad de fosforilación sin inhibir la 
velocidad del flujo de electrones, mas bien su efecto es activarla. No obstante, en 
ausencia de uno o más de los componentes necesarios para la fosforilación ( ADP, Pi 
o Mg) un desacoplador puede estimular la velocidad de flujo de electrones. 

Los inhibidores desacoplantes son ácidos débiles lipofilicos los cuales en su forma 
aniónica atraviesan la membrana tilacoidal, tomando protones del medio interno, una 
vez protonado, viaja através de la membrana regresando a la superficie externa del 
tilacoide, donde libera el protón, dando como resultado la disipación del "gradiente 
de pH", el cual es la fuerza necesaria para la síntesis del ATP( 8). 

IV. Aceptores de electrones 

Son sustancias con potenciales rédox muy similares a los de alguna enzima rédox de 
la cadena transportadora de electrones, por lo que pueden competir con alguna de 
las enámas rédox desviando el transporte de electrones de su camino natural. 

Algunos de estos compuestos se usan para el estudio de reacciones parciales de la 
cadena red«, por ejemplo: MV (39), fenicianuro de potasio, fenacinametosulfato 
(PMS) 1401, etc. 
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CAPITULO 3 

PARTE EXPERIMENTAL 

aparatos y reactivos. 

La evaporación de las fracciones se realizó en un rotavapor RE 120 Buchi®. Los puntos 
de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Jones y se reportan sin corregir. Las 
determinaciones electroquímicas se determinaron en un potenciostato galvanostato 
Princeton Applied Research (PAR)® modelo 173 acoplado a un programador 
universal PAR modelo 175. Los voltagramas cíclicos se graficaron en un registrador 
X-Y Hewlett-Packard® modelo 7004B. Se utilizó un aparato de ultrasonido Cole-
Panner® 8851 para el lavado de los electrodos. Se utilizaron electrodos de Pt y Au de 
Bioanalytical Systems Inc. ( bas )® para voltametría cíclica. 

La homogenización de las hojas de espinaca se hizo mediante una licuadora 
Osterizer®. Los cloroplastos se centrifugaron en una centrífuga Sorval® RG5B 
Refrigerated Superspeed Centrifuge Du Pont Instruments. Para sedimentar las 
proteínas y residuos de los cloroplastos se utilizó una centrífuga clínica modelo CL, 

Hoffman-Pinther & Bosworth S.A. Las mediciones espectrofotométricas se realizaron 
en un espectrofotómetro Beckman® DU 650. Para la determinación de la velocidad 
de transporte de electrones se utilizó un electrodo de Clark conectado a un oxímetro 
YSI 5300 Biological Oxigen Monitor y a un registrador Beckman®. Todas las mezclas 
de reacción se iluminaron con una lámpara de proyector ( Gaf 2660 ). La medición de 
la síntesis de ATP se realizó en un potenciómetro Corning® modelo 12 con escala 
expandida, utilizando un microelectrodo combinado marca Orion®. Los cambios de 
pH se registraron en un registrador Gilson®. 



3.- Parte Experimental 

Todas las mezclas de reacción se iluminaron con una lámpara proyector de 250 

watts através de una lente de Izawa, la cual consta de una solución de sulfato de 
cobre al 1%. 

Para la extracción del cacalol del material vegetal se utilizó hexano grado técnico, 
el cual fué destilado antes de ser utilizado. El acetato de etilo, metanol y acetona 
utilizados fueron marca J.T. Baker®. Para la cromatográfia se utilizaron placas de 
aluminio recubiertas con gel de sílice 60 F254 de Merck®. 

El pulido del electrodo de Pt requirió alumina con un tamaño de partícula de 
0.05p marca Buehler® Ltd. En tanto que para el pulido del electrodo de Au se utilizó 
pasta de diamante de 6.0 µ marca Leco®. Para la formación de la amalgama de Hg se 
utilizó mercurio marca J.T. Baker®, el cual fue previamente tridestilado. El pentóxido 
de fósforo (P2O5), metavanadato de amonio (NHIVO3), Cloruro de calcio granulado 
(desecante) y el Zn metálico granulado utilizados para la purificación del acetonitrilo 
fueron marca Merck® y se utilizaron tal cual vienen del frasco. El acetonitrilo 
utilizado para las determinaciones electroquímicas fue marca Merck® el cual se secó 
y destiló sobre P205 antes de ser utilizado. El tetrafluoroborato de tetrabutilamonio 
(nBuiNBFi) y el perclorato de litio (LiC104) utilizados como electrolítos fueron 
marca Aldrich. Para burbujear las soluciones, se utilizó nitrógeno gas marca Infra® 
El furano y fenol utilizados para la voltatnetría cíclica fueron marca Aldrich®, previo a 
su utilización el furano se purificó por destilación. 

La sacarosa, cloruro de potasio (KCl), cloruro de magnesio (MgC12), cloruro de 
amonio (NH4C1), ferricianuro de potasio (KIFe(CN)s) utilizados para las 
determinaciones bioquímicas fueron marca Merck®. El metilviológeno (MV), 
adenosina difosfato (ADP), Silicomolibdato de sodio, 1,5 difenilcabazida (DPC), 2,6 
diclorofenol•indofenol (DCPIP), dibromo-rnetWisopropil-p-benzoquinona (DBMIB), 
3-(3,4-diclorofeni1)-1,1-ditnetilurea (DCMU) y ácido ascórbico utilizados como 
inhibidores donadores y/o aceptores de electrones fueron marca Sigma®. 
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A. OBTENCION DEL CACALOL Y SUS DERIVADOS 

I. Aislamiento del cacalol. 

El cacalol se aisló de las raíces de Cacalia decomposita A.Gray "matarique" como se 
describe en W. 

750 g de raíz de matarique se extrajeron 3 veces con 800 mL de hexano, dejando 
entre cada extracción un período de 12 hr, al término de éstas se filtró y concentró a 
sequedad, obteniéndose un aceite café-rojizo con olor característico. De éste extracto 
se pesaron 10 g con los cuales se procedió a realizar la separación de los 
constituyentes por cromatografía en columna. Para la cromatografía en columna se 

utilizó una columna de vidrio de GO cm de altura por 15 cm de diámetro 
empaquetada con 300 g de alúmina como adsorbente. La elución se llevó a cabo con 
hexano previamente destilado, se colectaron fracciones de 400 ml., las cuales se 
analizaron por cromatografía en capa fina, combinándose aquellas fracciones que 
presentaron características cromatográficas similares. 
Las fracciones combinadas fueron las siguientes: 

De las fracciones 1-40 se obtuvo un aceite café-rojizo, el cual no se identificó; de las 
fracciones 41-132 se obtuvieron unos cristales ligeramente amarillos los que se 
lavaron con pentano, obteniéndose 0.72 g de cacalol puro con un p.f 87-90°C y un 
Rf= 0.6 en el sistema ( Hexano/AcOEt 8:2) ; de las fracciones 133-484 se obtuvieron 
0.35 g de cacalol menos puro p.f 83-88 °C; el análisis por cromatografía en capa fina 
de las fracciones 485-576 mostró la presencia de cacalol, además de otros compuestos 
más polares, sin embargo, en estas fracciones el cacalol ya no cristalizó. 

II. Obtención de los derivados del encalo'. 

Los derivados del cacalol, 2-acetilcacalol, acetato de cacalol, acetilacetato de cacalol y 
metilcacalol, (figura 3.1) se prepararon y caracterizaron de acuerdo al método 
descrito por Romo y etal tu). 
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12 
	

11 
	10 

Cacalol 
(9-hidroxi-3,4,5 trimetil-5,6,7,8-tetrahiciro(2,3-b) furano) 

OH 

2-acetilcacalol 

9 
Acetato de 2-acetilcacalol 

OC H3 

Acetato de cacalol 
	 Metilcacalol 

Figura 3.1 Estructuras del cacalol y sus derivados 
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B. PARTE ELECTROQUIMICA. 

L Preparación del medio bomba pH•7 (medio acuoso) 

Reactivo Concentración PM g/mol g/L 
KCI 40mM 74.5 2.9800 

MgC12 5mM 203.3 1.0160 

tricina ltuM 1722 0.1722 

Se mezclaron los reactivos anteriormente especificados y se ajustó el pH a 7.0 
utilinndo KOH y/o HCI. 

Dado que los compuestos ensayados son insolubles en medio acuoso se utilizó una 
solución compuesta de 30% CH3CN(v/v)/70% medio bomba pH 7. 

II. Purificación del acetonitrilo. 

Como disolvente no acuoso aprótico polar se utilizó acetonitrilo, y se purificó de la 
siguiente manera [411: 

Dos litros de acetonitrilo se secaron sobre 200 g de domo de calcio, 
eliminándose así parte de la humedad, posteriormente, se destiló sobre 35 g de 
pentóxido de fósforo, usando un equipo de destilación fraccionada. El punto de 
ebullición obtenido a presión normal fue de 71-72 °C; una vez obtenido el cuerpo de 
la destilación se guardó inmediatamente en frascos sellados a los cuales se les 
agregaron 100 g de malla molecular #3 ,previamente secada a 100°C, para eliminar la 
humedad que pudiera tomar del ambiente. El acetonitrilo anhidro se utilizó 
inmediatamente después de destilarlo. 
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111. Preparación de la solución purificadora de nitrógeno. 

La solución purificadora de nitrógeno se realizó de acuerdo con lo reportado en la 
literatura 421' 

2 g de metavanadato de amonio (NH4V03), se disolvieron en una solución acuosa 
de ácido clorhídrico (25 mL HCI concentrado/250 mL de 1120) calentándose hasta 
disolución completa. La solución resultante,de color verde, se transfirió a la torre de 
lavado de nitrógeno (figura 3.2), en seguida se añadió Zn amalgamado para reducir 
al vanadio al estado 2', finalmente la solución se burbujeo con nitrógeno durante 
varias horas hasta obtener una coloración violeta. El burbujeo del gas nitrógeno 
proporciona un método muy conveniente para remover el oxígeno por deareación de 
la muestra con gas nitrógeno pre-purificado. 

Preparación de la amalgama de Zn 

10 g de granalla de zinc se colocaron en un vaso de precipitado y se cubrieron con 
agua desionizada, se le añadieron dos gotas de HCI concentrado y se añadió 
mercurio en cantidad suficiente hasta lograr la amalgamación de todas las granallas 
de Zn. 

Tanque de 

nitrógeno 

Nz 	 N2 

 

Figura 3.2. Esquema del equipo utilizado para la purificación del gas nitrógeno. 
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IV. Preparación del medio electrolítico aprótico polar. 

Para las determinaciones electroquímicas en medio aprótico se utilizaron 2 diferentes 
medios electrolíticos, se utilizó una solución de tetrafluoroborato de tetrabutilamonio 
(nEtt4NBF4) 0.1 M en acetonitrilo ( CH3CN) previamente destilado sobre P205, así 
como también una solución de perclorato de litio ( LiC101) 02 M en metanol 
(CHaOH), el metanol fue utilizado tal cual viene del frasco. 

Previo a la preparación de las soluciones, el nBUINBF4 se secó en la estufa a 
86°C durante 120 hr, el LIC104 se seco a 110 °C por 48 hr, ambos medios fueron 
burbujeados durante 20 min con nitrógeno previamente pasado por la solución 
purificadora de nitrógeno. 

V. Preparación del electrodo saturado de calomel ( ESC ). 

Para la elaboración del ESC se requirió de un dispositivo de vidrio en forma de "H", 
con las siguientes especificaciones (figura 3.3)t43I 

En la parte derecha de la "H" (1) se colocó aproximadamente 1 cm de Hg puro 
tridestilado hasta cubrir el alambre de Pt ocluido en el vidrio. Sobre el mercurio se 
depositó una suspensión de 2 g de Hg2Cl2 (calomel) en 5 mL de una solución 
saturada de KCI, una vez que todas las partículas de calomel suspendidas se han 
depositado en la superficie del Hg, se llenan los dos compartimentos (1) y (3) de la 
"H" con una solución saturada de KCI y se tapa para evitar que se evapore la 
solución. 

Una vez preparado el electrodo de calomel se colocó la punta del vidrio poroso 
(vicor) en una solución saturada de KCI por un tiempo de 2 hr con la finalidad de 
estabilizar al electrodo. Cuando no está en uso el electrodo de calomel, la punta del 
vidrio poroso debe estar siempre sumergida en una solución de KCI saturado. 
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-10mm b-imm 

1.- Tubo de vidrio de 5.0 cm de 

largo por 100 mm de diámetro. 

2.- Tubo de vidrio de 1.5 cm de 

largo por 5 mm de diámetro 

3.- Tubo de vidrio de 7.5 cm de 

largo por 5 mi de diámetro 

4.- Vico!. (vidrio poroso de 2 mm 

de diámetro y 2 mm de grosor) 

5.- Alambre de 11/4. 

Figura 3.3 Esquema de la "N" de vidrio requerida para la preparación del electrodo 
saturado de calomel. 

VI. Preparación y pulido de los electrodos. 

preparación y pulido de los electrodos se realizó de acuerdo con lo reportado (43). 

a) Electrodo de mercurio 

El electrodo de mercurio consiste de un electrodo de Au cubierto de una película de 
Hg. 

Para la preparación del electrodo de Hg se utilizó un electrodo de Au el cual se 
pulió primero frotando la superficie del electrodo con un movimiento circular sobre 
pasta de diamante, posteriormente se lavó el electrodo con agua destilada y se pulió 
durante 2 a 3 minutos sobre una pasta de altunina en agua, en seguida el electrodo 
se lavó con suficiente agua destilada y se colocó durante 2 tnin en el aparato de 
ultrasonido para eliminar completamente la alúmina que hubiese quedado. 
Finalmente se enjuagó con acetona y se dejó secar. 
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Una vez pulida y seca la superficie del electrodo de Au, se sumergió en un vaso 
conteniendo una pequeña cantidad de mercurio puro tridestilado, después de 1 
minuto se sacó el electrodo y el exceso de mercurio fue removido con una toalla de 

papel. El resultado es una superficie lisa y brillante y con un terminado tipo espejo. 
La preparación del electrodo de Hg se realizó previa a cada determinación. Para 
aplicar una superficie fresca de Hg la amalgama anterior fue removida por medio de 
pulido del electrodo sobre una lija fina especial para pulido de electrodos. 

b) Electrodo de platino 

Para el pulido del electrodo de platino se preparó una pasta de alúmina (0.05 p) con 
agua destilada, el electrodo se frotó suavemente con movimiento circular durante 1 a 
2 minutos, posteriormente se lavó el electrodo con suficiente agua destilada y se 
colocó durante 2 minutos en el aparato de ultrasonido para eliminar completamente 
cualquier residuo de alúmina. Finalmente se enjuagó con acetona y se dejó secar 
resultando una superficie brillante y con terminado tipo espejo. Este procedimiento 
se repitió antes de registrar cada voltagyarna, para evitar que los voltagramas fueran 
modificados por depósito de material en el electrodo de trabajo. 

c) Electrodo de carbón vidriado (Glassy carbon) 

El método para el pulido del electrodo de C vidriado es el mismo que el descrito para 
el electrodo de platino. 
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VII. Deteminación de lea potenciales de oxido-reducción por 
voltametría cíclica. 

a) encalo' y sus derivados 

Los potenciales de oxido-reducción del cacalol y sus derivados ( acetato de 
cacalol, 	acetato de 2-acetilcacalol, 2-acetilcacalol y cacalol metileter ) se 
determinaron por voltametría cíclica en medio prótico y en medio aprótico de 
nBut15113F4 0,1 M en CILICN. Previo a esto, los medios electroliticos se estudiaron 
por voltametria cíclica El voltagrama cíclico del medio prótico se corrió tanto en 
dirección positiva como en dirección negativa para obtener los límites anádicos y 
catódicos dentro de los cuales fué posible trabajar. Para el estudio de la zona anódica 
se utilizó electrodo de platino como electrodo de trabajo y electrodo de Hg para el 
estudio de la zona catódica. En todos los casos se utilizó un alambre de Pt como 
electrodo auxiliar y electrodo saturado de calomel (ESC) como electrodo de 
referencia. El límite anódico obtenido en este medio fue de 1.2 V y el límite catódico 
fué de -1.8V. 

El estudio del medio aprótico también se realizó haciendo el barrido tanto en 
dirección positiva corno en dirección negativa. En todos los casos se utilizó un 
electrodo de Pt corno electrodo de trabajo para el medio de nButNBF4 0.1 M en 
CH3CN , para el medio de LiC104 en CH:40H se utilizó un electrodo de C vidriado 
corno electrodo de trabajo; en todos los casos se utilizó como electrodo auxiliar un 
alambre de Pt y ESC como electrodo de referencia. 
El sistema de nBuINBF4 - CI-13CN nos proporcionó un límite catódico de -1.5 V y un 
limite anódico de 2.5 V; para el sistema de LiClOt -CH3OH se obtuvo un limite 
anódico de 1.6 V y un límite catódico de -0.6 V. 

Todas las soluciones se prepararon 31uM en el medio electrolitico, previo a la 
preparación de las soluciones, la pureza de los compuestos se verificó por ccf, 
utilizando placas de aluminio Merck recubiertas con gel de sílice 60, se utilizó una 
mezcla de hexano-acetato de etilo (8:2) para realizar la elución, las placas se 
revelaron con luz UV de onda corta y solución de sulfato cérico. Las soluciones se 
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prepararon inmediatamente antes de cada experimento. Se trabajó a temperatura 

ambiente en una celda de vidrio no dividida (figura 3.4) 

Electrodo de 
referencia ( ESC) 

Electrodo 
auxiliar 

Figura 3.4 Celda electroquímica utilizada para voltametría cíclica 

Los potenciales redox de todos los compuestos se obtuvieron midiendo la 
corriente i en el electrodo de trabajo como una función del potencial E (V) vs ESC y 

se pasaron a los valores correspondiente al potencial estándar de hidrógeno para 
fines comparativos con el medio biológico bajo estudio. 

Los voltagramas cíclicos de los compuestos estudiados tanto en medio prótico 
como aprótico se corrieron a velocidades de 50,100, 150, 200 y 250 mV/s, haciendo 
el barrido tanto en dirección positiva como en dirección negativa. 
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Para el caso particular del cacalol se obtuvieron también los voltagramas cíclicos 
en medio aprótico de LiC104 02 M en CH3OH, iniciándose el barrido en cero volts 
hacia dirección positiva, a velocidades de 50, 100, 150 y 200 mV/s. 

b) Furano y fenol 

Los potenciales rédox del furano y fenol se determinaron en medio prótico pH 7 y en 
medio aprótico de nBuINBF4 0.1 M en CH3CN. Las soluciones de furano fueron 
3 mM en el medio electrolítico, previo a la preparación de la solución el furano se 
purificó por destilación fraccionada p.eb 25°C; las soluciones de fenol fueron 6 mM 
en el medio electrolitico, la pureza de los compuestos se verificó por ccf, las 
soluciones se prepararon y burbujearon con N2 purificado inmediatamente antes de 
cada experimento. 

Los voltagramas cíclicos de furano y fenol en medio prótico se registraron 
iniciando el barrido en cero hacia dirección positiva a una velocidad de 100 mV/s. 
Posteriormente se preparó una solución de furano 3 mM + fenol 6 mM y se 
registraron los voltagramas en medio prótico y en medio aprótico haciendo los 
mismos barridos que para furano y fenol. 

VIII. Electrólisis a potencial controlado del cacalol en medio 
aprótico de LIC1O4 0.2 M en CH3OH. 

electrooxidación del cacalol en medio aprótico se llevó a cabo a un potencial 
controlado de 1.2 V vs ESC. Se trabajó a temperatura ambiente en una celda 
dividida. La celda electrolítica consistió en un vaso de precipitado de 200 mL 
considerándosele como compartimiento anódico, en cuyo interior se colocó un vaso 
de porcelana porosa de 3.3 cm de diámetro interno y 7 cm de altura que hizo las 
veces de compartimento catódico. El vaso de porcelana previno que las soluciones 
del ánodo y del cátodo se mezclaran pero permitió el paso de iones. 

En el compartimento anódico se colocó tina solución de 200 mg de cacalol en 
200 mL de LiC104 0.2 M en CH3OH, allí se introdujeron: una barra de gráfito de 
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20 cm2  como electrodo de trabajo, el ESC y un agitador magnético; en el 
compartimento catódico se colocó la solución de electrólito ( a la misma altura que la 
solución de la celda anódica) y una lámina de Pt como cátodo, se cerró el circuito 
iniciándose la reacción. 

El curso de la reacción se siguió por ccf. Al llegar al término de la corriente 
calculada (671.3 coulombios) se detuvo la reacción, sin embargo, se observó por ccf 
que todavía había materia prima por lo cual se pasó un 10% más de la cantidad total 
de corriente y se tomó una placa, se continuó así aumentando la cantidad de 
corriente gradualmente hasta que se observó por ccf que ya no había materia prima. 
El total de corriente que se paso fué de 820 C. 

La mezcla de reacción se extrajo con 3 porciones de 25 mL de AcOEt, los 
extractos orgánicos se juntaron y secaron con sulfato de sodio anhídro, se 
concentraron a sequedad y el extracto obtenido se sometió a una cromatografía 
preparativa en capa delgada, empleando como sistema de elución, Hex-AcOEt (7:3). 
Como resultado del proceso anterior , se obtuvieron 2 bandas, una correspondió a la 
materia mima ( cacalol ) y de la otra , la que representaba el compuesto mayoritario 
se obtuvo el metcndcacalol. 

IX. Electrólisis a potencial controlado en medio prótico. 

La oxidación electroquímica del cacalol en medio prótico se llevó a cabo a un 
potencial controlado de 0.52 V vs ESC. Se utilizó aquí la celda anteriormente descrita. 
Como electrodo de trabajo y contraelectrodo se usaron láminas de platino con un 
área de 10 cm2. 

200 mg de cacalol disueltos en 10 mL de CH3CN y aforados a 25 mL con medio 
prótico pH 7, se colocaron en el compartimento anódico agitándose magnéticamente. 
El compartimento catódico se llenó con la mezcla de CRICN/medio pH 7. La 
electrolisis se llevó a cabo a temperatura ambiente. 

El desarrollo de la reacción se siguió por ccf. Durante el proceso se añadió más 
CH3CN en ambos compartimentos, debido a que durante la reacción el disolvente se 
evaporaba. El ánodo se lavó con CH3CN y acetona y se pulió a menudo debido a que 
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se formaba sobre su superficie un compuesto color amarillo que impedía el paso de la 
corriente, se pasaron un total de 77.5 C durante 91 hr. El análisis por ccf mostró que 
todavía había materia prima, sin embargo, la reacción se detuvo por que el paso de 
corriente era mínimo. 

La mezcla de reacción del compartimento anódico se extrajo con 3 porciones de 
25 mL de AcOEt, los extractos orgánicos se juntaron y secaron con sulfato de sodio 
anhídro, se concentraron a sequedad obteniéndose un extracto café, éste se sometió 
a una cromatografia preparativa en capa delgada, empleando como sistema de 
elución, Hex-AcOEt (7:3). Para este propósito se empleó una cromatoplaca de gel de 
sílice de (0.25 mm de espesor). 

Como resultado del procedimiento anterior, se obtuvieron 12 bandas, de las cuales 
únicamente se separó la que representaba al compuesto mayoritario. De esta manera 
se obtuvieron 10 mg de un compuesto color café, el cual al estudiarlo por IZMN-IH 
mostró la presencia de un polímero, sin embargo, este compuesto no fué 
identificado. 

C. PARTE BIOQUIMICA. 

I. Alelamiento de loe tilacoides de loe cloroplastos. 

Los tilacoides de los cloroplastos se aislaron como se describe en tul. Los 
tilacoides se aislaron apartir de 30 g de hojas de espinacas frescas ( Spinacea 
ale racea L.), verdes y turgentes. Todo el proceso de aislamiento se llevó a cabo en 
frío y en la obscuridad. Las hojas se lavaron con suficiente agua, para eliminar la 
tierra, se les quitó la nervadura central y el ápice, se cortaron en pequeños 
fragmentos y se colocaron en el vaso de la licuadora, previamente enfriado, 
conteniendo 150 mL de un medio que contiene sacarosa 400 mM, MgCl2 5 mM, KCl 
20 mM y tricina 30 mM a pH 8 (medio de aislamiento), se homogenizó en la 
licuadora durante 5 segundos intermitentes. 
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El homogenizado se filtró através de 20 capas de gasa para eliminar las células y 
fibras que no se molieron, el filtrado se centrifugó a 4000 rpm durante 5 min a 4°C., 
se desechó el sobrenadante y el sedimento que contiene los cloroplastos se lavó con 
el medio de aislamiento diluido 1:3 en agua y se centrifugó a 10,000 rpm. durante 
1 min. Se eliminó el sobrenadante y el botón obtenido, conteniendo los tilacoides, se 
resuspendió en 1 ml del medio de aislamiento. 

II. Cuantificación de la clorofila. 

La cuantificación de la clorofila se realizó de acuerdo al método Arnon 1451. Esta 

determinación se realizó por duplicado, se tomó una alícuota de 30 pL de tilacoides y 
se aforó a 5 mL con acetona al 80% (en agua v/v), se agitó vigorosamente y se 
mantuvo en la obscuridad por 5 min para permitir la extracción y solubilización de la 
clorofila, así como para evitar la degradación por la luz. 

A continuación se centrifugó en una centrífuga clínica, a velocidad máxima 
durante 5 min, con el fin de sedimentar proteínas y otros residuos de los clorplastos. 
Al sobrenadante obtenido se le determinó la absorbancia a 663 nm y 645 nm, 
utilizando como blanco acetona al 80 %. 

La concentración de clorofila se obtuvo aplicando la siguiente ecuación. 

[Clorofila)- 8.05(A663) + 20.29(Asts) 
[Clorofila]- conc.ng niL 

EL Medición de la velocidad de transporte de electrones. 

Basados en el hecho de que por efecto de la luz hay fotólisis del agua y que por 
cada mol de agua que cede dos moles de electrones al sistema mddorreductor de la 
cadena fotosíntetica, se liberan dos moles de protones del agua al medio interno del 
tilacoide, liberándose 0.5 moles de oxígeno molecular, los cuales se difunden al 
medio de reacción. La concentración de oxígeno en el medio de reacción se midió en 
un monitor de oxígeno, que consiste en un electrodo tipo Clarck. 

El sistema de Clarck(461 está formado de dos electrodos : 
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Cátodo de platino: en este electrodo el oxígeno es reducido por la reacción. 

02 + 21120 + 4e 	> 40H 

Anodo de plata: donde ocurre la siguiente reacción. 

4Ag/ + 4CI 	> 4AgCl + 

Ambos electrodos están en contacto con una solución concentrada de KCI, que a 
su vez están cubiertos por una membrana de politetrafittoretileno que está en 
contacto con el medio de reacción y es permeable al oxígeno. El flujo de corriente 
resultante en la celda electrolítica es proporcional a la concentración de 02 en la 
muestra, los cambios de corriente detectados por el electrodo se traducenidos a 
voltaje por un oxírnetro, el cual se conecta a un registrador Beckman. 

Todas las rnezlcas de reacción se iluminaron con luz actínica de una lámpara de 
proyector . El haz luminoso se hizó pasar através de 5 cm de una solución de sulfato 
de cobre al 1 % (lente de Izawa) que sirve como filtro luminoso y de calor. 

El medio basal que se utilizó para medir el transporte de electrones fue 3 mL de 
medio que contiene sacarosa 100 mM, MgCI 25 mM, KCl 10 mM, tricina 15 mM 
(pH 8). En todos los casos se adicionó la cantidad de tilacoides equivalente a GO nig 
de clorofila. 

En este experimento se manejaron las siguientes condiciones experimentales. 

a) Medición del transporte de electrones no cíclico basal de H2O a 
MV. 

Medio basal + metilviológeno (MV) 50 pM + compuesto a ensayar en 
concentraciones crecientes. El MV se adicionó como aceptor artificial de electrones, 
ya que acepta electrones a nivel de los centros Fe-S del FSI [391  (figura 3.5). 
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3.. Parte Experimental 

Figura 3.5 Medición del transporte de electrones de Hz0 a MV 

b) Medición del transporte de electrones no cíclico fosforilante de H2O 
a MV 

Medio basal + MV 50 pM + ADP 1 mM + Fosfato de potasio dibásico 3 mM + 
compuesto a ensayar a concentraciones crecientes. 

c) Medición del transporte de electrones no cíclico desacoplado de 
1120 a MV 

Medio basal + MV 50 pM + NH4C1 5 ruM (como desacoplarte) + compuesto a 
ensayar a concentraciones crecientes. 

Para las determinaciones que acontinuación se mencionan se utilizó el siguiente 
medio basal: sorbito' 100 mM, MgCl2 5 mM, KCl 10 mM, tricina 15 mM (pH 8). 
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d) Medición del transporte de electrones de H20 a SIMo 

Medio basal + SiMo 100 pM + DCMU 10 pM + NHtCl 5 mM + compuesto a ensayar a 
concentraciones crecientes. El SiMo funciona como aceptor de electrones antes del 
nivel Q, aceptor primario de electrones en el FSII , el DCMU inhibe el flujo de 
electrones en FSII (figura 3.6) (47) 

Figura 3.6 Medición del transporte de electrones de HzO a Sido 

e) Medición del trasnporte de electrones 	del fotosistema II 
desacoplado de 1120 a DCPIP 

Medio basal + ferricianuro de potasio K.9Fe(CN)s 300 pM + DCPIP 50 µM + DMBIB 
1 µM+ NII4C1 5 mM + compueto a ensayar a diferentes concentraciones 

El DBMIB se adicionó para impedir el paso de los electrones hacia FSI t"). El 
DCPLP/K9Fe(CN)6 se utilizó como aceptor final de electrones [49) (figura 3.7) 
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3.- Parte Experimental 

Figura Figura 3.7 Medición del transporte de electrones de H20 a DCPIP 

f) Medición del transporte de electrones en FSI de DCPIP a MV 

Para determinar el efecto de estos compuestos en FSI se utilizó la siguiente mezcla 
de reacción: Medio basal + MV 50 ¡UVI + DCMU 10 µM + DCPIP 100 pM/ascorbato 
300 pM + compuesto a ensayar 

El DCMU se empleó como inhibidor de la enzima Q13 (321  para impedir el flujo de 
electrones de FSII. El DCPIP/ascorbato se utilizó como donador de electrones a 
nivel del complejo b/t 150)  y MV como aceptor final de electrones[39). (figura 3.8). 

Controles. Los controles se realizaron al inicio y al final de cada experimento, estos 
consistieron en la mezcla de reacción mencionada para cada experimento a 
excepción del compuesto a ensayar. 

Titulación. Se realizó de la siguiente manera: medio de transprote (sorbitol 
100 mM, MgCl2 5 mM, KC1 10 mM, tricina 15 mM pH 8) + 104 de K3Fe(CN)6 mM 
+ tilacoides equivalentes a 60 pg de clorofila en 3 mL del medio, posteriormente se 
iluminó el tiempo necesario para que el K3Fe(CN)6 se consumiera totalmente, esta 
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determinación nos permitió obtener la cantidad de oxigeno desprendido en neq de 
electrones transportados al consumirse 10 µL de K3Fe(CN)6 40 mM. Esta velocidad 
se tomó como referencia cuando se utilizaron otros sistemas en donde el aceptor de 
electrones era otro compuesto diferente. 
En el caso del ferricianuro de potasio se observó una producción neta de oxigeno por 
la donación de electrones del agua a la cadena fotosintética. 

21120 + 417e(CN)63-> 02 + 411+ + 4Fe(CN)64- 

:

CarDCMU 

Luz 

4PN, MV  
kote/ 

DCPIP 

ascorblco 
1:1"--151111151  

Luz 

,,,Agiakc 	0J-1"r/s.  
11111 

Figura 3.8 Medición del transporte de electrones en FSI 

IV. Medición de la velocidad de transporte de electrones de DPC 
a DCPIP por método espectrofotométrico. 

En esta determinación se utiliza DCP como donador y el DCPIP/ascorhato como 
aceptor de electrones. En la figura 3.9 se muestra el fragmento de cadena rédox que 
se determinó en este experimentot51j. 
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Figura 3.9 Medición del transporte de electrones de DPC a DCPIP. 

Para inhibir al complejo de la fotólisis del agua , los tilacoides se incubaron en la 
obscuridad por 40 min con Tris 0.8 M (pH 8) a 4°C, posteriormente se centrifugaron 
a 5000 rpm durante 2 min y se resuspendieron en 1 mL del medio de transporte, 
finalmente se determinó la concentración de clorofila como se describió 
anteriormente. 

El medio de reacción contenía: 3 mL del medio basal, NH4C1 5 mM, DPC 200 itM, 
DCPIP 100 1M, compuesto a ensayar a diferentes concentraciones y la cantidad de 
tilacoides equivalentes a GO pg de clorofila, se agitó y se leyó la absorbancia a 600 
nni. A continuación se iluminó por 1.5 min y se volvió a determinar la absorbancia, 
con el AAbs obtenido y aplicando la ley de Lambert-Beer se determinó la velocidad 
de transporte de electrones. 

41 



3.- Parte Experimental 

V. Síntesis de ATP 

La medición de la síntesis de ATP se realizó mediante la técnica reportada por 
Dilley(521. Se sabe que durante la síntesis de ATP a pH 8, se consume 
irreversiblemente un protón por cada molécula de ATP sintetizada mediante la 
siguiente reacción: 

ADP3- + HP042- +II+ 	> ATP'- +1120 

La medición del cambio de protones en el medio de reacción se determinó a pH 
entre 8.0 y 8.1, se utilizó un electrodo combinado conectado al potenciómetro con 
escala expandida, el cual se conectó al registrador gráfico. 

El medio de reacción contiene: MgC12 5 mM, KCI 100 mM, tricina 1 mM (pH-8), 
MV 50 pM, ADP 1 mM, K2HPOI 3 mM, compuesto a ensayar y el equivalente a 60 
pg de clorofila. 

El cambio de pH en el medio de reacción se determinó después de un petiódo de 
iluminación de lmin, el IP producido se cuantificó por titulación con una solución 
estándar de HCI 0.01 N. El medio de reacción se iluminó con una lámpara de 
proyector de 250 watts através de una lente de Izawa. 
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CAPITULO 4 

RESULTADOS Y DISCISION 

A. RESULTADOS BIOQUIMICOS 

I. Transporte de electrones 

Con objeto de caracterizar el efecto del 2-acetilcacalol en las diferentes 

actividades fotosintéticas, se adicionaron concentraciones crecientes del compuesto 
en las actividades de flujo de electrones basal, fosforilante y desacoplado, además de 
la síntesis de ATP y se compararon los valores con el control (sin adición del 
compuesto a caracterizar). 

La figura 4.1 muestra que el transporte de electrones fotosintético de H2O a MV 
basal, fosforilante y desacoplado fué inhibido por concentraciones crecientes de 
2-acetilcacalol, siendo el transporte de electrones desacoplado el más fuertemente 
inhibido, mostrando una inhibición del 80% a concentraciones de entre 60-100 µM de 
2-acetilcacalol. Estos resultados indican que el 2-acetilcacalol no actúa en su sitio 
blanco cuando los cloroplastos están en estado energizado, por consiguiente el 
blanco del 2-acetilcacalol experimenta un cambio conformacional cuando la 
membrana tilacoidal experimenta energización y desenergización durante la 
iluminación. Estos resultados muestran que el 2-acetilcacalol se comporta como un 
típico inhibidor del transporte de electrones, puesto que inhibió el transporte de 

electrones basal, fosforilante y desacoplado. Al comparar la actividad del 2-
acetilcacalol con la del 2-acetilacetato de cacalol bajo las mismas condiciones, la tabla 
I muestra que el 2-acetilcacalol es un inhibidor más potente de la reacción de H111 ya 
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4.• Resultados y discusión 

que a una concentración de 100 pM el 2-acetilcacalol inhibió en un 80% el transporte 
de electrones desacoplado de H2O a MV mientras que el 2-acetilacetato de cacalol 

inhibió esta actividad en solamente un 56%. 

Figura 4.1 Efecto del incremento de la concentración de 2-acedlcacaloi en el 
transporte de electrones de Hz° a MV, basal, fosforilante y desacoplado. Las 
velocidades del control en peqe-h- InsChl- I para el transporte de electrones nasal, 
fosforilante y desacoplado son: 338, 213 y 2500 respectivamente. 
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4.- Resultados y discusión 

Tabla 1. Efecto de la concentración de 2-acetilcacalol y 2-acetilacetato de cacalol en 
el transporte de electrones no cíclico de 1-120 a MV 	fosforilante y desacoplado. 

Compuesto Addición 
(m111) 

% de inhibición 
Basa! Fosforilante Desacoplado 

Control O O O O 

2-acetilcacalol 20 38 35 50 

50 38 40 75 
80 38 40 80 

100 38  40 80 

2-acetilacetato 20 13 13 49 

de cacalol 50 13 25 56 

80 13 30 56 

100 13 30 56 

II. Síntesis de ATP. 

Los reactivos que bloquean el transporte de electrones también inhiben la síntesis de 
ATP debido a que por efecto de la generación del gradiente electroquírnico 
transmembranar, la fuerza necesaria para la sintesis de ATP es dependiente de los 
electrones. 

Los resultados muestran ( figura 42 ) que la síntesis de ATP fue inhibida por la 
adición de concentraciones crecientes de 2-acetilcacalol. Al comparar la actividad de 
éste con la del 2-acetilacetato de cacalol, se observa que nuevamente el 
2-acetilcacalol es un inhibidor más potente que el 2-acetilacetato de cacalol 
(tabla II). Debido a que el 2-acetilcacalol inhibió el flujo de electrones, la captación 
de protones y la síntesis de ATP, estos resultados confirman que actúa como 
inhibidor de la reacción de Hill. 
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Tabla 11 Efecto del 2-acetlicacalol y 2-acetilacetato de cacalol en la síntesis de Al? 
en presencia de MV a pH 8. La velocidad del control fue de 1592 y 1636 
}moles 

Compuestos Adición 
Int1111 

sintesis de ATP 
I%1 

Control 0.0 100 

2-Acetil 20 50 
cacalol 50 47 

80 44 
2-Acetil 20 65 
acetato de 50 50 
cacalol 80 50 

100 

80 

60 

40 

20 

Control 
	

20 	50 
	

80 

(2-acetilcacalol)iM 

Figura 4.2 Efecto de la concentración de 2-acetilcacalol en la síntesis de Al? en 
presencia de fkIV a pH 8. 
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III. Reacciones parciales del transporte de electrones 
fotosintético. 

Para localizar el sitio de inhibición del 2-acetikacalol en la cadena rédox del 
cloroplasto se estudiaron pequeños fragmentos de la cadena fotosintética. Para ello 
se emplearon diferentes donadores y aceptores de electrones artificiales, así como 
inhibidores de la cadena rédox. 
En primer lugar se estudió el efecto del 2-acetilcacalol en FSI y FSII, comparándolo 
con el efecto del 2-acetilacetato de cacalol. La actividad en el FSI se determinó 
empleando el sistema DCPIP/ ascorbato, como donador artificial de electrones a 
nivel de PQ y MV como aceptor final de electrones. El flujo de electrones 
provenientes del FSII se impidió por la adición de DCMU 10 µM. (figura 3.8). 
La tabla III muestra que la actividad en el FSI no fue afectada por estos compuestos, 
por lo que el sitio blanco de inhibición de estos derivados del cacalol se localiza en el 
FSI. 

Tabla 111. Efecto del 2-acetilcacalol y 2-acetilacetato de cacalol en el transporte de 
electrones desacoplado en el fotositerna 1 de DCP1Pted a MV. El valor del control 
fue: 542.85 y 428.57 pege-11-1  mgCh1-1  respectivamente. 

Compuestos Adición 
(mM] 

DCPIP - MV 
(%] actividad 

Control 0.0 100 

2-Acetil 20 110 
cacalol 50 94 

80 105 

2-Acetil 20 87 
acetato de 50 106 
cacalol 80 100 
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El transporte de electrones fotosintético en el F511 se midió en presencia de DCPIP/ 
KI[Fe(CN)s] como aceptor final de electrones, en este caso el agua es el donador 

natural de electrones, para inhibir el finjo de electrones hacia el fotosistema 1 se 
adicionó DBMIB 1 pM (figura 3.6). 
La figura 4.3 muestra que el 2-acetilcacalol es un inhibidor más potente de H20 a 
DCPIP que el 2-acetilacetato de cacalol. A una concentración 80 pM el 2-acetilcacalol 

inhibe en un 77 % esta actividad, mientras que el 2-acetilacetato de cacalol inhibe en 
un 36 % esta actividad. 

Figura 4.3. Efecto de la concentración de 2-acetilcacalol y 2-acetilacetato de cacalol 
en el transporte de electrones fotosintáico desacoplado no cíclico de Hz0 a DCPIP. 
El valor del control en pege•h-imgChl-u fue 56( y 600 respectivamente 
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A continuación se estudió el efecto de estos compuestos en un fragmento más 
pequeño de la cadena rédox (figura 3.6) en el cual el agua es el donador natural de 
electrones y como aceptor final de electrones a nivel de QA se adicionó SiMo. Para 

inhibir el flujo de electrones después de QA se utilizó DCMU 10 pM [471  
En la figura 4.4 se muestra el efecto del 2-acetilcacalol en este tramo de la cadena 
rédox. Se observa que a una concentración 80 pM, el 2-acetilcacalol produce tina 
inhibición del 76% en el transporte electrónico fotosintético de IDO a SiMo 
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Figura 4.4 Efecto de la concentración del 2-acetilcacalol en el transporte de 
electrones fotosintético desacoplado de Hz0 a Si/110 

Para localizar el sitio de inhibición del 2-acetilcacalol en las enzimas redox del FSII, 
se midió el transporte de electrones desacoplado de DPC a DCPIP (fig 3.9), para este 

ensayo se utilizaron cloroplastos previamente envenenados con tris 0.8 M pH 8. El 
tratamiento de los cloroplastos con tris 0.8 M elimina algunos polipéptidos e iones 
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manganeso que son indispensables para la actividad del complejo de oxidación del 
agua l523 . 
La figura 4.5 muestra que esta parte de la cadena fotosintética no es sensible a la 
inhibición por 2-acetilcacalol. Estos resultados indican que el sitio de acción del 
2-acetilcacalol se localiza en el complejo de oxidación del agua, ya sea en el 
letra:Itero de Mn o en alguno de los polipéptidos necesarios para que este complejo 
oxide al agua. 
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Figura 4.5 Efecto de la concentración del 2-acetlicacalol en el transporte de 
electrones fotosintético desacoplado de Da,  a DCPIP. El valor del control fué de 
30.2 pege•h-'mgCh1-1  

Estos resultados, muestran que tanto cacalol I ►1  como 2-acetilcacalol, muestran un 
comportamiento muy similar, ya que ambos inhiben el transporte electrónico 
fotosintético a nivel de la enzima que fotolisa al agua, mientras que los otros 
derivados: metoxicacalol, acetilacetato de cacalol y acetato de cacalol inhiben el flujo 
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de electrones en alguna de las enzimas rédox que están localizadas en el tramo P680 
a QA de la cadena redox del cloroplastoin. 

B. RESULTADOS ELECTROQUIMICOS 

Con objeto de explicar la diferencia que existe entre el sitio de inhibición en la 
cadena rédox de la fotosíntesis del cacalol y del 2-acetilcacalol con los otros derivados 
se determinaron por voltantetría cíclica los potenciales rédox de estos compuestos. 
La estructura química del cacalol y sus derivados se muestra en la (figura 3.1). Todos 
estos compuestos presentan en común el anillo de tetrahidronaftofurano. Ellos 
difieren con respecto a la presencia o ausencia de un grupo acetilo o metilo en el OH 
fenólico y/o en la posición 2 del anillo de tetrahidronaftofurano,. 

Dado que todas las enzimas rédox que componen la reacción de Hill están 
localizadas en la fase interna o externa de la membrana tilacoidal (figura 2.6) los 
sitios activos de estas enzimas pueden estar en contacto con el agua en la fase interna 
o externa de la membrana. Por estos antecedentes se determinaron los potenciales 
rédox de estos compuestos tanto en medio prótico, corno en medio aprótico. 

1. Medio Prótico. 

Los voltagramas cíclicos del cacalol y sus derivados en medio prótico se iniciaron en 
cero voltios vs ESC, haciendo el barrido a 100 mV/s en dirección positiva llegando 
hasta 1.0 V vs ESC. Los resultados obtenidos indican que solamente el cacalol y el 
2-acetilcacalol (figuras 4.6a y 4.7a) mostraron picos de oxidación en 0.60 y 0.65 V vs 
ESC respectivamente , ambos correspondientes a la oxidación del grupo fenólico de 
la molécula, ya que los otros derivados descritos en la figura 3.1, los cuales tienen 
bloqueado el OH fenólico no muestran picos de oxidación. Al invertir la polaridad del 
electrodo no se observó un pico catódico correspondiente, lo que mostró una 
reacción irreversible, debido a que el catión formado en 0.6 V vs ESC 
(esquema 1)1531, proveniente de la oxidación del grupo fenólico de la molécula, 
experimentó una reacción química inmediata característica de los fenoles. 
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Figura 4.6 Voltagramas cíclicos del cacalol 3mM en una solución de 5 mM 
MgCl2, 40 mM KCI y 30 mM Na*-tricina ( pH=7)/ 30% (v/v) CH3CN. Electrodo 
de trabajo Pt. Referencia ESC. Velocidad de barrido 100 mV/s. a) iniciando el 
barrido en 0.0 V en dirección positiva b) inicando el barrido en +0.85 V en 
dirección negativa. 
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Figura 4.7 Voltagramas cíclicos del 2-acetilcacalol 3mM en una solución de 
5 mM MgC12, 40 mM KCl y 30 mM Na*-tricina ( p1-1=7)/ 30% (y/v) CH3CN. 
Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Velocidad de barrido 100 mV/s. 
iniciando el barrido en 0.0 V en dilección positiva b) Inicando el barrido en 
+0.85 Ven dirección negativa. 
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R= H = Cocotal 
R= COCH3 2-acetilcacalol 

( V ) 

4.- Resultados y discusión 

Ha sido descrito en la literatura t53, 54  I que en medios poco ácidos o en disolventes 
aproticos la desprotonación del catión radical (II) ocurre rápidamente al radical 
neutro ( IV ) , el cual debido a su bajo potencial de oxidación puede ser oxidado al 
correspondiente ion fenoxonio (V) (esquema 1). Estos productos provenientes de la 
oxidación del grupo OH fenólico en el cacalol y 2-acetilcacalol, pueden llevar a cabo 
reacciónes químicas de dImerización como las indicadas en el esquema 2. 

Esquema 1 
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( V ) 

Esquema 2 

Cuando el voltagrarna cíclico del cacalol en medio prótico se inició en 0.85 V vs 
ESC en dirección negativa bajo las mismas condiciones, se observó un pico catódico 
en 	-0.25 V vs ESC acoplado a un pico anódico en 0.15 V ( figura 4.6b). Al hacer 
barridos sucesivos de potencial entre 0.85 V y -0.5 V vs ESC se encontró que el ipa y 
el ipc aumentaban, estos resultados sugieren la posible formación de un oligomero ó 
polímero conductor del cacalol. Recientemente se ha reportado que la 
electropolimerización de fenoles conduce a la formación de películas poliméricas 
conductoras ó semiconductoras, así como también a la formación de compuestos 
diméricos electroactivos 551  

Cuando la electro-oxidación del cacalol se realizó en medio prótico a un potencial 
controlado de 0.52 V vs ESC, se observó que sobre la superficie del electrodo se 
depositaba un compuesto de color amarillo que impedía el paso de la corriente. El 
espectro de RMN-11i de este compuesto mostró la presencia de un polímero. En el 
espectro de RMN-1H se observan bandas anchas, características de este tipo de 
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compuestos en: 1.18(m), 1.72(m), 2.22(m), 2.52(m), 2.85(m), 3.18(m), 4.32(m), 
6.81(s, ancho) y 7.48(s, ancho) ( espectro 1), sin embargo, la estructura de este 
polímero no fue identificada. Al comparar el espectro de este polímero con el 
espectro del cacalol (espectro 2, tabla IV) se observa que las bandas anchas 
observadas para el polímero aparecen en los mismos desplazamientos químicos que 
los observados para el cacalol, sin embargo se observa que en el espectro 1, el 
multiplete en 7.37 ppm (1H) correspondiente al protón furánico (H-7), es más 
pequeño que el observado en el cacalol, estos resultados muestran la evidencia de 
que la polimerización del cacalol en el medio prótico ocurre por el lado del anillo 
furánico. 

Cuando el voltagrama cíclico del 2-acetilcacalol se hizo iniciando el barrido en 
0.85 V vs ESC y haciendo el barrido en dirección negativa, se observó un pico 
catódico en -0.38 V vs ESC acoplado a un pico anódico en 0.35 V vs ESC (figura 
4.7b), sin embargo, al hacer ciclados continuos no se observó que la cantidad de 
corriente catódica y/o anódica aumentara. Estos resultados mostraron otra evidencia 
de que la polimerización en el cacalol ocurrió por el lado del tirano, ya que en el 2-

acetilcacalol el cual está acetilado en la posición 2, no se observó la formación de una 
película conductora. 

Cuando los voltagramas del cacalol y sus derivados se corrieron en medio gráfico 
e iniciando el barrido en cero voltios hacia dirección negativa, en ninguno de los 
compuestos se observaron picos catódicos, mostrando que no experimentan reacción 
de reducción en el rango de potencial de O a -1.8 V vs ESC. 

En la tabla V se muestran los valores de potencial de pico anódico y potencial de 
pico catódico (Epa y Epc ) en V vs ESC obtenidos para el cacalol y sus derivados en 
medio prótico, así como sus valores correspondientes a EN}{. 
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ESPECTRO 1. Espectro de HL-RUN del olígorriero proveniente de la electro-
oxidación del catalol en CDC13  
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ESPECTRO 2, Espectro de H'-RMN del cuata' en CDC13  
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7 

6 

12 11 10 

Me-12 	 8.4.17 ppm 

Me-11 	 6.162 ppm 

Me-10 	 64.35 ppm 

OH 	 55.10 ppm 

II-2 	 8.7,29 ppm 

115 	 53.20 ppm 

11-8 	 8.2.65 ppm 

II-6 y 11-7 	8.1.82 ppm 

(d) J-7Hz (3H) 

(s) (3H) 

(in) (31) 

(s) (111) 

(m) (11I) 

(sextuplete) (1H) 

(ni) (2H) 

(ni) (OH) 

4.•Resuitados y discusión 

Tabla IV. Constantes espectroscópicas para el cacalol 
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4.- Resultados y discusión 

Tabla V. Datos de voltametría cíclica de cacalol, metilcacalol, acetato de cacalol, 
acetato de 2-acetilcacalol y 2-acetilcacalol. Concentración 3mM en medio prótico de 
30% CH3CN(V/V)-70% de un buffer pH 7 de 5mM MgCl2, 4OmM KCI y 30mM 
Na+-tricina. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Velocidad de barrido 100mV/s 

Compuestos Epa 
Potencial de pico anódico 

Epc 
Potencial de Mar catódico 

Vve ESC VbIll tan live E5C II» MI 

Cacalol 
k.ijg 

+0.60 
+0.15 

+0.824 
+0.394 

-0.25 -0.006 

2-acetilcacalol 
• 

SIS 0 9c-cH3  

+0.65 
+0.25 

+0.894 
+0.494 

-0.38 -0.136 

Acetato de 2• 

acetilcacalol 
9 

0-C -C hI3  

55 0  2 ,,, 

— — _ 

Acetato de cacalol 

9 
CIC 	H3  

Metilcacalol 
ocH, 

e. ° 
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4.- Resultados y discusión 

II. Medio Aprétioo. 

Los voltagramas cíclicos del cacalol y sus derivados en medio aprótico se corrieron 
en una solución de nButNBF4 0.1 M en CH3CN, iniciándose el barrido en cero 
voltios a una velocidad de 100 mV/s en dirección positiva hasta 2.5 V vs ESC, 
llegando hasta -1.5 V vs ESC y regresando a cero. 

a) Cacalol 

El voltagrama cíclico del cacalol ( figura 4.8) muestra dos picos anódicos en 1.1 V y 
2.1 V vs ESC, y un pico de reducción en -1.0 V durante el barrido de regreso, 
llegándose hasta -1.5 V vs ESC. Al cambiar la polaridad del electrodo se observó un 
pico anódico pequeño en -0.15 V vs ESC. 

Cuando los voltagramas cíclicos del furano y fenol se corrieron en este mismo 
medio, bajo las mismas condiciones, se observó que el fenol muestra un pico de 
oxidación en 1.64 V (figura 4.9) mientras que el furano mostró un pico de oxidación 
en 1.98 V vs ESC (figura 4.10), en ambos casos se observa una reacción irreversible, 
ya que al invertir la polaridad del electrodo no observamos un pico catódico 
correspondiente. Los resultados muestran que la oxidación del grupo OH fenólico es 
más fácil que la del anillo furánico. Estos resultados sugieren que el pico anódico en 
1.1 V vs ESC (figura 4.8) proviene de la oxidación del grupo fenólico del cacalol 
(esquema 1), el catión fenoxonio (V) formado, puede llevar a cabo las mismas 
reacciones de dimerización que en el medio prótico (esquema 2). No obstante, dada 
la alta reactividad del catión fenoxonio, este puede reaccionar con el acetonitrilo del 
medio dando el compuesto heterociclico (VII) (esquema 3)(53). Se requiere estudiar 
más completamente esta estructura. 
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Figura 4.8 Voltagrama cíclico de cacalol 3misl en una solución de nBu4NBF4 
0.1111 en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Iniciando el barrido 
en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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a 50 
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-1..0 	-1.5 	-1.0 	-0.5 	0 	0.5 	1.0 	1.5 	2.0 	2.5 

Potimelal vs 11SC) 

Figura 4.9 Voltagrama cíclico de fenol 6 m.NI en una solución de tillu4N13F4 
0.1 M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pi. Referencia ESC. Iniciando el barrido 
en 0.0 V vs ESC a 100 mVís en dirección positiva. 
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40 
+1.98 
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Poicncial ve ESC) 

Figura 4.10 Voltagrama cíclico de furano 3 miv1 en una solución de nBu4NBF4 
0.1 M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. iniciando el barrido 
en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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4.• Resultados y discusión 

( V ) 

R = H = Cacillo( 
R = COCH3  = 2•acellicacaiol 

H 

-H+ 

( VII ) 

Esquema 3 

Evidencias de que el ión fenoxonio (V) es el producto de oxidación del cacalol en 
1.1 V vs ESC, se han encontrado por el estudio de los productos de electro-oxidación 
del cacalol a potencial controlado de 12 V vs ESC en medio de IIC104 0.2 M en 
metanol. El valor del potencial usado para la electrólisis a potencial controlado, se 
obtuvo de los datos de la voltametria cíclica del cacalol en este medio (figura 4.11). 
Como resultado de un ataque nucleofilico del metanol en posición 4 del catión 
fenoxonio (V) (esquema 4) se produjo el compuesto (VIII) (espectro 3, tabla VI) 
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OH 
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+1.15 
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0.5 	0 	0.5 	1.0 	1.5 	2.0 

Potencial (Ves ESC) 

Figura 4.11 Voltagrama cíclico de cacalol 3m111 en una solución de LIC1O4 
0.2 M en CH3OH. Electrodo de trabajo C (glaseado). Referencia ESC. Potencial 
Inicial 0.0 V vs ESC, haciendo el barrido a 100mV/s en dirección positiva. 
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4.-Resultados y discusión 

ESPECTRO 3, Espectro de I-P-RMN de la 4-medicacalona en CDCI3  
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4.4h:cuitados y discusión 

Tabla VI. Constantes espectroscoplcas de la 4-metilcacacalona 

Me-12 	 5.1.26 ppm 
M 	 (d) .1.711z 	 (311) 

	

e-1? 	 8.1.31 ppm 	(d) .1.711z 	 (311) Me-11 	 8.1.62 ppm 	 (s) • 	 (311) Me-11' 	 5.1.67 ppm 	 (s) 	 (311) Me-10 	 5.2.18 ppm 	 (m) 	 (311) Me0 	 8.2.90 ppm 	 (s) 	 OH) Meo' 	 6.244 ppm 	 (s) /1 	 (310 -2 	 8.7.40 ppm 
H-5 	 (m) 	 (111) 

11- 	
5.2.5,1 ppm 	(sextuplete) 	 (111) 5' 	 6.246 ppm 	(sextuplete) 	 OH) H-8 	 8.1.75 ppm 	 (m) 	 (2H) 

	

11-6 11-7 	8.1.60 m 	 m 
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4.- Resultados y discusión 

(V) 

Esquema 4 

Al comparar los potenciales de oxidación del furano y del fenol observarnos que la 
oxidación del furano ocurre a un potencial mayor que la oxidación del fenol (tabla 
VII). Estos resultados sugieren que el pico anódico en 2.1 V vs ESC en el voltagrama 
cíclico del cacalol (figura 4.8) proviene de la oxidación del anillo furánico, al invertir la 
polaridad del electrodo no se observó un pico catódico correspondiente, lo que 
muestra una reacción irreversible debido a que el producto proveniente de la 
oxidación del cacalol en 2.1 V vs ESC puede llevar a cabo una reacción química, ya 
sea con el disolvente o con el agua, dado que el acetonitrilo es un disolvente muy 
higroscópico y puede tomar humedad del ambiente. 

Cuando el producto proveniente de la oxidación del cacalol en 1.1 V vs ESC es el 
dímero (VI), la posterior oxidación del anillo furánico en 2.1 V nos proporcionaría los 
compuestos (IX) (esquema 5) y/o (X). (esquema 6) 
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4.- Resultados y discusión 

Tabla Vil. Datos de votanaetría cíclica de furano 3 mM y fenol 6 mM en medio 
aprótico de nBu4NBF4 0.1 NI en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. 
Velocidad de barrido 100 mV/s 

compuestos Epa 
potencial de pico anódico 

Epc 
potencial de pico catódico 

V vs ESC V vs ENEI V vs ESC V vs ENE' 
Furano 

CO?
+1.98 2.224 — — 

Fenol 
OH 

10 

+1.64 

• 

+1.884 — — 
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O 

-e-
e- 

(VI) 

H20 

-1-1+ 

4.- Resultados y discusión 

R =H=Cacalol 
R=COCH3 = 2-ace0lcacalol 

Esquema 5 
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4.- Resultados y discusión 

R= H = caculo! 
R= COCHA  = 2•aceólcacalol 

Esquema 6 

Si el producto de oxidación en 1.1 V vs ESC es el compuesto heterocíclico (VII), la 

oxidación del furano en 2.3 V vs ESC nos daría el compuesto (XI) (esquema 7) 
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4 limitaba y discusión 

( XI ) 

R = H = C @Mol 
R = COCH3  = 2-scedicacaid 

Esquema 7 

De estos resultados puede deducirse que el sistema del cacalol es 
electroquimicamente muy reactivo y puede experimentar gran cantidad de 
reacciones. 

b) 1-acetikacalol 

El voltagrama cíclico del 2-acetilcacalol (figura 4.12) muestra tres picos anódicos en 
12, 1.4 y 2.3 V vs ESC. Los picos anódicos en 12 y 1.4 V vs ESC provienen de la 
oxidación irreversible de este compuesto por la pérdida de dos electrones al 
correspondiente ión fenoxonio (Vb). El pico anódico en 2.3 V vs ESC comprende la 
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60  
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40 
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o 
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Potencial (V va ESC) 

Figura 4.12 Voltagrama cíclico de 2-acetilcacalol 3mM en una solución de 
nBu4NBF4 0.1M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Iniciando 
el barrido en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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4.- Resultados y discusión 

oxidación del anillo furánico en el 2-acetilcacalol. Lis reacciones de oxidación que 
experimenta el 2-acetilcacalol son las mismas que en el cacalol, sin embargo, 
observamos que los potenciales de oxidación de este compuesto son más elevados 
que los potenciales correspondiente a la oxidación del cacalol en el mismo medio 
aprótico. El grupo acetilo en la posición 2 en el 2•acetilcacalol ejerce un fuerte efecto 
atractor de electrones lo que provoca que la pérdida de electrones para la oxidación 
del OH fenólico y del anillo de furano sea más dificil requiriéndose suministrar una 
mayor cantidad de energía que la necesaria para la correspondiente oxidación del 
cacalol. (1V- 23Kcal ). Esto nos explica el hecho que los potenciales de oxidación en 
el 2-acetilcacalol sean más elevados que en cacalol mismo. 

Solo en el caso del cacalol y del 2-acetilcacalol , se observa que durante el primer 
barrido de regreso hacia potenciales negativos aparecen unos picos catódicos en -1.0 
V y -12 V vs ESC respectivamente. Al invertir la polaridad del electrodo se encontró 
que en ambos casos aparece un pequeño pico anódico en -0.15 V vs ESC, para el 
cacalol, y en -0.10 V vs ESC para el 2-acetilcacalol. Esto nos indica que la oxidación 
de estos compuestos a dado lugar a sustancias que se reducen irreversiblemente. 

o) Acetato de cacalol 

El voltagrama cíclico del acetato de cacalol en medio aprótico ( figura 4.13) muestra 
dos picos anódicos en 1.5 V y 1.95 V vs ESC. Electroquimicamente la oxidación 
anódica en 1.5 V vs ESC del acetato de cacalol produce el catión fenoxonio (V) 1563  . El 
mecanismo para la formación de este catión involucra la pérdida sucesiva de dos 
electrones seguido de un paso químico en el cual hay ruptura de la unión O-C en el 
ester, liberándose el ión acetilo, el cual puede estabilizarse por resonancia o 
reaccionar con el acetonitrilo del medio ( esquema 8) 
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Figura 4.13 Voltagratna cíclico de Acetato de cacalol 3m/51 en una solución de 
nBu4NBF4 0.1M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Iniciando 
pl barrido en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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CH2  =C=N —C —CH3  

( V ) 

R= H = acetato de cocal°, 
R= COCH3  = 2-acetilacetato de cocotal 

( V ) 
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4, Resultados y discusión 

Esquema 8 

En el medio electrolítico, dado que no hay entidades que puedan actuar como 
nucleófilos, el catión fenoxónio (V) puede reaccionar con el acetonitrilo del medio 
dando el compuesto heterocíclico (VII) (esquema 3), o puede perderse el protón 
adyacente al carbocatión dando los compuestos (XII) y/o Q(III) ( esquema 9 ) 

76 



4.- Resultados y discusión 

(V) 

 

-H+ 

( Xil ) 
	

( XIII ) 

Esquema 9 

La posterior oxidación del anillo furánico, en 1.95 V vs ESC, de los compuestos 
XII y XIII proporcionaría los compuestos XIV, XV, XVI y XVII(esquema 10) El 
mecanismo para la formación de estos últimos es el mismo que el mostrado en los 
esquemas 6 y 7. 
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OH OH 

( XIV) 
	

( XV) 

OH OH 

(XVI) 

 

( XVII ) 

 

Esquema 10 

d) 2-Acedlacetato de cacalol 

El voltagratua cíclico del 2-acetilacetato de cacalol en medio aprótico (figura 4.14) 

muestra dos picos anódicos en 1.74 y 2.3 V vs ESC correspondientes a la formación 

del catión fenoxonio del acetilacetato de cacalol y a la oxidación del anillo furánico 

respectivamente. Ambas reacciones de oxidación se llevan a cabo por el mismo 

mecanismo propuesto para el acetato de cacalol. Nuevamente observamos que el 

grupo acetilo en posición 2 provoca que los potenciales de oxidación para el acetil 

acetato de cacalol sean más anódicos que los obtenidos para el acetato de cacalol, 

por el efecto fuertemente atractor de electrones del grupo acetilo. 
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Figura 4.14 Voltagrama cíclico de Acetato de 2-acetilcacalol 3mM en una 
solución de nf3u4NBF4 0.1M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia 
ESC. Iniciando el barrido en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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4.- Resultados y discusión 

e) Metileacalol 

El voltagrama cíclico del metilcacalol en medio aprótico ( figura 4.15) muestra dos 
picos anódicos en 1.17 y 128 V vs ESC. A estos potenciales el grupo metoxi-fenol se 
oxida irreversiblemente, por pérdida de dos electrones, al correspondiente catión 
fenoxónio (V) i57.58,591, por un mecanismo similar a la oxidación que ocurre en 
acetato de cacalol y 2-acetilacetato de cacalol. El mecanismo propuesto para la 
oxidación del metilcacalol se muestra en el esquema 10. 

-CH3  

( V ) 
	

( V ) 

Esquema 10 

El catión fenoxónio proveniente de la oxidación del metilcacalol puede 
experimentar las mismas reacciones químicas que los otros derivados. 
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Figura 4.15 Voltagrama cíclico de Nletilcacalol 3mM en una solución de 
ri13u4NBE4 0.1M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Iniciando 
el barrido en 0.0 V vs ESC a 100 niV/s en dirección positiva. 
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Al comparar los voltagramas cíclicos del cacalol y sus derivados, observamos que 
todos estos compuestos, a excepción del metoxicacalol muestran un comportamiento 
muy similar, ya que en todos los casos se obtuvieron picos anódicos en el rango de 1.1 
a 1.7 V vs ESC correspondientes a la formación del catión fenoxónio (V) y otros picos 
a potenciales más anódicos en el rango de 1.95 a 2.3 correspondientes a la oxidación 
del anillo furánico. En la (tabla VIII) se muestran seleccionando , los potenciales de 
oxidación de la parte fenólica de la molécula y del anillo furánico. 

Con el propósito de distinguir la diferente electoactividad de los sistemas fenólico y 
furánico en el cacalol y sus derivados, se hicieron los voltagramas cíclicos de estos 
compuestos en medio aprótico, haciendo el barrido a 100 mV/s hacia positivo e 
invirtiendo la polaridad del electrodo en 2.0V vs ESC, encontrándose que en todos 
estos compuestos aparecieron , a potenciales negativos, picos anódicos y catódicos 
(figuras 4.16 a 4.20). En la tabla IX se muestran los Epa y los Epc observados para el 
cacalol y sus derivados en V vs ESC, así como sus valores correspondientes a ENH . 
Estos resultados sugieren que cuando se llega a potenciales que afectan unicamente 
al sistema fenólico se producen intermediarios facilmente reducibles 
irreversiblemente y solo en el caso del cacalol se presenta un sistema reversible en 
-0.35 V y -0.15 V vs ESC. La figura 421 muestra claramente que el pico catódico en 
-0.35 V y el correspondiente pico anódico en +0.10 V vs ESC provienen de la 
formación del catión fenoxonio proveniente de la oxidación del cacalol en 1.10 V. Al 
hacer barridos sucesivos de potencial entre -0.5 V y 2.0 V vs ESC se encontró que los 
ipa y ipc aumentaban haciendo evidente la formación de un oligómero conductor del 
cacalol, lo que muestra un comportamiento característico de los fenoles[55). 

Como se mencionó anteriormente, en el medio prótico unicamente el cacalol y 
2-acetilcacalol, mostraron picos anódicos correspondientes a la oxidación del grupo 
fenólico. Cuando los voltagramas cíclicos del furano y del fenol se hicieron en este 
mismo medio, observamos que unicamente el fenol mostró un pico de oxidación en 
1.0 V vs ESC (figura 422), estos resultados confirman que el grupo OH fenólico en 
las moléculas del cacalol y del 2-acetilcacalol es el responsable de la reacción de 
oxidación observada. Los potenciales de oxidación en 0.6 V y 0.65 V vs ESC 
observados en el cacalol y en el 2-acetilcacalol respectivamente se encuentran a 
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Tabla VIII. Datos de voltametría cíclica de cacalol, metilcacalol, acetato de cacalol, 
acetato de 2-acetilcacalol y 2-acetilcacalol. Concentración 3 mM en medio aprótico 
de nBu4NBF4 0.1 M en CH3CN. Electrodo de trabajo platino. El barrido se instó en 
0.0 V a 100mV/s dirección positiva hasta 2.5 V vs ESC, regresando hasta -1.5 V vs 
ESC y finalizando en 0.0 V vs ESC. 

Compuestos Sistema tenólieo 
Potencial de pico anódico 

Epa 

Sistema Ilualmice 
Potencial de pico anódico 

Epa 
V ve ESC V vs ENH V vi ESC V ve ENH 

Cacalol 
011 

+1.10 +1.344 +2.10 +2.344 

2-acetilcacalol 
• +1.20 +1.444 +2.30 +2.544 

ele . LH' 
+1.43 +1.674 

, - 

Metilcacalol 
• ii, +1.17 +1.414 

° 
+1.28 +1.524 

Acetato de cacalol 
9 

0-O-O H3 
+1.50 +1.744 +1.95 +2.194 

Acetato de 2-
acetilcacalol 

9 +1.75 +1.994 +2.30 +2.544 
0-O -C Ha 

O O 

" 
-CHA  
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Figura 4.16 Voltagrama cíclico de cacalol 3mM en una solución de nBu4NBF4 
0,11‘1 en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Iniciando el barrido 
en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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Figura 4.17 Voltagrama cíclico de 2-acetilcacalol 3mM en una solución de 
nnuaNBF4 0.1M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Iniciando 
el barrido en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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Figura 4.18 Voltagrama cíclico de Acetato de cacalol 3m151 en una solución 
de nBu4NBF4 0.1111 en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. 
Iniciando el barrido en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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Figura 4.19 Voltagrama cíclico de Acetato de 2-acetilcacalol 3rnM en una 
solución de nBu4NI1F4 0.1M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia 
ESC. Iniciando el barrido en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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Figura 4.20 Voltagrama cíclico de Metilcacalol 3m/si en una solución de 
nBu4NBF4 0.1M en CH3CN. Electrodo de trabajo Pt. Referencia ESC. Iniciando 
el barrido en 0.0 V vs ESC a 100 mV/s en dirección positiva. 
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Tabla IX Datos de voltametría cíclica del cacalol, metilcacalol, acetato de cacalol, 
acetato de 2-acetilcacalol y 2-acetilcacalol. Concentración 3 mM en medio aprótico 
de nBu4NBF4 0.1 M en CH3CN. Electrodo de trabajo platino. El barrido se inció en 
0.0 V a 100mV/s dirección positiva hasta 2.0 V vs ESC, regresando hasta -1.5 V vs 
ESC y finalizando en 0.0 V vs ESC. 

Compuestos Epa 
Potencial de pico anódico Potencial de 

Epa 
oteo catódico 

live rae Vve GIN VIIII ESC Vve EMII 

Cacalol 
149  

+1.05 
+1.25 
+0.44 
- 0.07 

+1.294 
+1.494 
+0.684 
+0.174 

-0.32 
-0.75 
-1.10 

-0.076 
-0.506 
-0.856 

2-acetficacalol 
oH 

. o 
e. 	

. -cH, 

+1.20 
+1.42 
-0.05 
+0.82 

+1.444 
+1.664 
+0.194 
+1.064 

 

-1.05 
-0.25 
-0.55 

-0.806 
-0.006 
-0.306 

Acetato de 2- 
acetilcacalol 

9 • -chi, 

Sel  ' 
9

-C"' 

+1.70 
-0.08 

+1.944 
+0.164 

-0.20 
-0.40 
-1.20 

+0.044 
-0.156 
-0.956 

Acetato de cacalol 
9 

O-C-C H3  

M 

+1.50 
+1.80 
+1.20 
+0.85 
-0.20 

+1.744 
+2.044 
+1.244 
+1.094 
-0.044 

-0.25 
-1.05 
-1.20 

-0.006 
-0.806 
-0.956 

Metilcacalol 
ccH, 

es • 

+1.15 
-0.40 
+1.30 
+0.85 

+1.394 
-0.156 
+1.544 
+1.114 

 

-0.38 
-0.17 
-1.25 

-0.136 
+0.074 
-1.006 
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Figura 4.21 Voltagrama cíclico de Cacalol 3 raM en una solución de ni3u4NI3F4 
0.1 M en CH3CN, Electrodo de trabajo Pt. Referencia. ESC. El barrido se inició 
en -0.5 V vs ESC en dirección positiva a 100 InVis 
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Figura 4.22 Voltagrama cíclico de fenol 6 m15,1 en una solución de 5 mM MgCl2, 
40 mM KCI y 30 mM Na*-tricina ( pH=7)/ 30% (v/v) CH3CN. Electrodo de 
trabajo Pt. Referencia ESC. Velocidad de barrido 100mV/s. Potencial inicial 0.0 
V vs ESC, haciendo el barrido en dirección positiva 
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potenciales más bajos que el observado para el fenol, esto se debe a que la presencia 
de los sustituyentes donadores de electrones, tales como el anillo furánico hacen más 
fácil la oxidación de la molécula. Dado que el rango útil de potencial en el medio 
prótico ( de 0.0 V a 1.0 V vs ESC) es mas pequeño que el obtenido para el medio 
aprótico ( de 0.0 V a 2.5 V vs ESC), en el medio prótico no fue posible observar los 
potenciales de oxidación correspondientes a los otros derivados del cacalol, ya que 
estos tienen potenciales de oxidación más altos. 

C. CORRELACIÓN DE RESULTADOS BIOQUIMICOS Y 
ELECTROQUIMICOS. 

La correlación de las reacciones electroquímicas con las reacciones biológicas 
(enzimáticas), es de gran utilidad para tener una mejor comprensión de las 
reacciones de transferencia de electrones en los sistemas biológicos, como es el caso 
de la fase luminosa de la fotosíntesis. En este trabajo, la correlación de los 
potenciales de oxidación determinados por voltametría cíclica con el efecto que 
ejercen el cacalol y sus derivados en las diferentes actividades de la fotosíntesis, 
sirvió para entender el mecanismo de acción de estos compuestos en el aparato 
fotosintético y determinar así su acción inhibitoria. 

Es importante mencionar que hay gran variedad de similitudes entre las 
reacciones electroquímicas y las reacciones biológicas ( reacciones enzimáticas ). 

1.- La transferencia de electrones tanto electroquímica como biológica involucra 
escencialmente procesos de transferencia heterógenea de electrones. 
Electroquímicamente este proceso ocurre en la interfase electrodo-solución y 
bioquimicamente ocurre en la interfase enzima membrana]-solución. 

2.- Tanto las reacciones electroquímicas como las biológicas pueden efectuarse a 
pH similares y en presencia de fuerzas fónicas similares de electrolitos inertes. 

3.- Los dos tipos de procesos pueden ocurrir efectivamente bajo condiciones no 
acuosas. 
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4.- Ambos tipos de reacciones pueden llevarse a cabo a temperatura ambiente. 
5.- En ambos procesos, ya sea sobre el electrodo o sobre el sitio activo de una 

enzima es probable que la molécula del sustrato deba adoptar una cierta orientación 
en el espacio con una geometría específica. 

De acuerdo con los potenciales de oxidación obtenidos para el cacalol y el 
2-acetilcacalol en 0,82 y 0.86 V vs ENH respectivamente (tabla V), observamos que 
estos potenciales de oxidación están muy cercanos al potencial de 0.82 V vs ENH, 
que es el potencial correspondiente de par rédox 02/1120 de la cadena 
transportadora de electrones en el cloroplasto. Esto nos explica el hecho de que 
solamente el cacalol y el 2-acetilcacalol inhiben el transporte de electrones 
fotosintético a nivel de la enzima que fotolisa al agua en la reacción de 1E1. 

En el medio aprótico observamos que tanto el cacalol como el 2-aceticacalol 
mostraron un pico de oxidación en 1.4 V vs ENH, pero dado que estos potenciales se 
determinaron en un medio de nBu4NBF4 0.1 M en CH3CN, el cual no semeja las 
condiciones biológicas naturales en el cloroplasto, nos sugiere que este potencial en 
1.4 V vs ENH es equivalente al potencial estándar del par rédox 02/1120. Debido a 
que tanto el cacalol como el 2-acetilcacalol son insolubles en agua, esta propiedad 
física indica que estos compuestos inhiben por el lado apolar de la enzima, es decir, 

por el lado de la enzima que se encuentra embebido en la parte hidrofóbica de la 
membrana del tilacoide del cloroplasto. 

Durante el proceso de la fotosíntesis en los cloroplastes, después que ha ocurrido 
la absorción de un fotón de luz por el FSII, P680 dona un electrón a la Ph, que es el 
primer aceptor de electrones en el FSII, dando como resultado que P680 quede con 

un hueco electrónico, convirtiéndose en un fuerte oxidante. Es posible que en el 
cloroplasto el cacalol y el 2-acetilcacalol, debido a que tienen potenciales de oxidación 
muy cercanos al par rédox 02/H20 sean oxidados por el FSII, dentro del p680 
generando el mismo catión fenoxonio que el obtenido sobre la superficie del 
electrodo durante la voltametría cíclica. Dada la alta reactividad del catión fenoxonio, 
se sugiere que pueda reaccionar en algún sitio con la enzima que fotolisa al agua que 
fisicamente está encontrada con p680 y de esta manera inhibir el flujo de electrones 
en la reacción de Hill (figura 423). 
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Figura 4.23 Esquema de la oxidación del cacalol (a) Oxidación electroquímica del 
cacalol ; (b) Oxidación del cacalol con la enzima. 

Estos resultados indican que el grupo OH fenólico es importante para la inhibición 
a nivel de la enzima que fotolisa al agua en la fotosíntesis, ya que cuando se bloquea 
este grupo metoxilando o acetilando como en el metilcacalol, acetato de cacalol y 2-
acetilacetato de cacalol cambia el blanco de ataque para la inhibición de la enzima 
que fotolisa al agua al tramo de la cadena rédox comprendido entre P680 y QA. 

En el caso del acetato de cacalol y del 2-acetilacetato de cacalol observamos que 
estos muestran picos de oxidación a potenciales mucho más altos que el 

correspondiente al par rédox 02/H20 de la cadena transportadora de electrones. Los 
resultados nos explican el hecho que estos compuestos inhiben la cadena rédox del 

cloroplasto en un sitio distinto a la enzima que fotolisa al agua, y sugieren que al 
inhibir el tramo comprendido de PG80 a QA, estos compuestos no experimentan 

reacciones de oxidación y/o reducción, ya que los potenciales rédox de las enzimas 
que componen la reacción de Hill están comprendidos de 0.82 a -0.32 V vs ENH. 
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Para el metilcacalol, observamos que este compuesto muestra potenciales de 
oxidación en 1.39 y 1.51 V vs ENH, estos valores están cercanos a los obtenidos para 
el cacalol y el 2-acetilcacalol. Se deduce que los sustituyentes metilo y acetato pueden 
modificar la solubilidad en la membrana y de esta manera pueden interactuar más 
eficientemente con la enzimas rédox localizadas entre P680 a QA . Esto requiere 
demostración directa por métodos espectroscópicos en condiciones de oxidación-
reducción en presencia y ausencia de estos compuestos. 

Debido a que ninguno de los derivados que tienen el grupo OH fenólico 
bloqueado inhiben la enzima que fotolisa el agua, estos resultados indican que 
además de tener un potencial de electro-oxidación semejante al del par rédox 
02/1420, se requiere que el grupo OH fenólico esté libre para efectuar la inhibición 
mediante una reacción de oxido-reducción. 
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CAPITULO 5 

CONCLUSIONES 

ae encontró que los resultados obtenidos por los métodos electroanalíticos y 

bioquímicos en el estudio del cacalol y sus derivados, como posibles herbicidas no 
tóxicos, coinciden en resaltar la acción del grupo OH fenólico como responsable de la 
inhibición de la fotosíntesis por una reacción de oxidación por P680+ y el ion 
fenoxonio formado reacciona en algún sitio de la en2ima que fotolisa al agua. Los 
derivados que tienen al grupo OH fenólico bloqueado inhiben el tramo comprendido 

entre P680 y QA por un mecanismo distinto a reacciones de óxido-reducción. Los 
resultados mostraron también que el cacalol y el 2-acetilcacalol son inhibidores más 
eficientes que los otros derivados estudiados. 
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