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l. RESUMEN. 

Las N-lsobutilcinamamidas se encuentran en diferentes plantas del género Za111/10xy/11m, 

estos compuestos presentan diferentes actividades fannacológicas. 

En este trabajo se sintetizo N·IsObutilcinamamida y 12 derivados con diferente 

sustituyente como son: 3,4-Metilendioxi, 3-Fluor, 3-Metoxi, 4-Metoxi, 4-Bromo, 

3-Bromo, 4-Metil, 4-Cloro, 3-Cloro, 4-Nitro, 3-Nitro, 2-Nitro. Se caracterizaron 

espectroscópicamente por RMN, IR, UV y se determinó el punto de fusión de cada 

compuesto. 

Postcrionnente se evaluó el efecto biológico en diferentes actividades de la fotoslntcsis 

como transporte de electrones basal, desacoplado, fosforilante, slntesis de ATP, captación de 

protones, y se encontró que los compuestos inhiben todas las actividades de la fotosíntesis, es 

decir son inhibidorcs de In reacción de Hill. De acuerdo al 150. el compuesto más activo fue el 

derivado 3-Metoxi, se localizó el sitio de inhibición en las reacciones parciales de la 

fotosíntesis. Se obtuvieron experimentalmente los coeficientes de partición y se reali111ron 

estudios de estructura-actividad se llegó a la conclusión que los compuestos que favorecen más 

In actividad inhibitoria de la reacción de Hill son los rnctoxilndos. 

Los derivados de N-lsobutilcinamamidas son considerados como alcloqufmicos debido a 

que In planta los utiliza para su protección contra los insectos y contra otras plantas. Este 

trabajo contribuye a entender la acción alelopatica de las N-lsobutilcinamamidas. 



2. INTRODUCCION. 

Las malezas originan diversos problemas como son: dificultades en las labores de cultivo, 

recolección y uso de plaguicidas para su eliminación, disminuyen en la producción agricola y 

repercuten considerablemente sobre la economía del agricultor. La disminución en los 

cosechas originadas por el crecimiento de tales plantas varia de acuerdo a las zonas 

climatológicas y pueden ser del 15 al 50 % del valor total, debido prill!'ipalmente a la 

competencia que se origina entre ellas y plMtas agrícolas por espacio, minerales, luz y agua. 

El hombre desde tiempos muy remotos ha desarrollado métodos mecánicos, biológicos y 

químicos para combatir las malezas, resultan más eficientes y económicos los métodos de 

control qulmico (Audus, 1979). 

El desarrollo de herbicidas para protección vegetal se hace cada vez más importante sobre 

todo en paises eminentemente agrícolas como es el caso de México. Los mejores son 

substancias con una actividad máxima contra las malezas y 1o menos dañino posible hacia los 

cultivos.y otras formas de vida. El diseño de estos se podrá lograr cuando se conozca mejor la 

forma en la que actúan y el sitio o zona de ataque de estos compuestos, as( como la fisiologfa 

vegetal de las malezas en presencia do los herbicidas (Lotina, 1989). 

El modo de acción de la gran mayoría de los herbicidas no han sido aún esclarecido, su 

descubrimiento se ha hecho en fonna cmpirica. 

El estudio de las relaciones cstructura·actividad biológica de series de compuestos pueden 

contribuir al conocimiento de los mecanismos de la acción herbicida (Morcland, 1980). 

La incorporación de compuestos alelopáticos dentro de la agricultura puede reducir el uso 

de herbicidas, fungicidas e insecticidas sintéticos, los aleloquimicos causan menos 

contaminación, ya que son biodegradahlcs. La interacción de las plantas con diversos 

organismos, a través de su historia evolutiva ha traido como consecuencia que estos 

desarrollen mecanismos de defensa tales como la producción de compuestos aleloquímicos, 

que el hombre utiliza para su beneficio. Estos productos proporcionan mnterin prima paro la 

síntesis de herbicidas, pesticidas y fungicidas. 

Los agentes quimicos de alclopatfa (aleloquímicos) son liberados por la planta donadora a 

través de raíces, tnllos, polen y hojas éstos interaccionan con aqucll11S plantas que compiten 

por las sales minerales, luz y agua para exterminarlas o interaccionan con los insectos que tos 

atacan. 



Las N-Isobutilcinamamidas presentan actividad biocida (insecticida, amcbicida, 

nntihclmíntica, herbicida), aunque no se ha esclarecido In relación estructura-actividad por 

cuya interacción biológica conduzca al organismo atacante (insecto, planta), tampoco se 

conoce el blancq de ataque de estos compuestos, no existen investigaciones que indiquen si las 

N-Isobutilcinamamidas del género Zantlwxylwn actud.n como aleloquímicos que afecten a la 

fotosíntesis. 

En este trabajo se hace un estudio de la relación estructura-actividad para establecer si las 

N-Isobutilcinamnmidas afectan el metabolismo energético de las plantas a nivel de 

fotosíntesis, por tal razón se sintetizó N-Isobutilcinamamida y 12 derivados con diferente 

sustituyente, se estudió su efecto en diferentes actividades de la fotosíntesis in vitro en 

cloroplastos aislados de hojas de espinaca. 



3. FUNDAMENTO DEL TEMA 

3.1. Propiedades farmacológicas de N-Isobutilcinamamidas. 

En nuestro país existe una notable tradición en el uso de In flora para diversos propósitos, y 

esto explica que desde los inicios de la investigación química se practique el estudio qufmico 

de la vegetación. El género Zanrlwxylum de la familia de las rutáceas, se considera como 

sinónimo de fogara (Yasuda, et al., 1982). Este comprende alrededor de 80 especies 

encontradas principalmente en Africa. Australia y Americn. En México se localiza en 

diferentes estados de la República como son: Michoacán, Puebla, Oaxaca, Chiapas, Zacatecas, 

Sinaloa, Baja California, Yucatán, Marcios, Vcracruz, San Luis potosi, Nuevo León, 

Tamaulipas, Jalisco y Nayarit (Reyes, et al., 1991). 

La planta medicinal mexicana conocida con el nombre de "Colopatlc" Zantlwxylum 

Liebmannianum se utiliza en el valle de Tchuacán Puebla como amebicida y antihelmíntico, al 

ser masticada, su corte1.a produce una sensación de adormecimiento en la lengua y sabor 

picante. Los metabolitos bioactivos aislados de este género son N-Isobutilamidns de tipo 

alifático y/o aromático. Algunas de estas han sido estudiadas fonnacológica y 

toxicológicamente, tal es el caso de las amidas a-Sanshool, que poseen una toxicidad 

relativamente baja para los animales de sangre caliente, característica apreciada para el 

desarrollo de insecticidas biodcgradablcs. Se ha encontrado que la actividad biológica de las 

N-lsobutilamidas olcfinicas es diversa y varía de acuerdo a el número de dobles enlaces, la 

geometría molecular y la longitud de la cadena (Reyes, et al., 1991; Jacobson, 1971). 

En el oriente de Africa el árbol medicinal Fagara macrophy//a es conocido por ser 

relativamente inmune al ataque de insectos. Un exámcn químico de los extractos de la cortez.a 

realiz.ado para establecer la causa de la resistencia observada, llevó al aislamiento de cinco 

compuestos inhibidorcs y/o tóxicos contra insectos, uno de los cuales fué identificado como 

PelHtorinn (1), que es el segundo en abundancia en el extracto y resultó ser una amida muy 

activa contra larvas de Peclinophora gossypie/la, plaga que afecta a la agricultura (Jacobson, 

1971). 

N-lsobutil-2E, 4E-decadienamida (Pellilorina). ltJ 



Olro grupo de amidas que resuUa de gran inlerés es el de las aromáticas, algunas de eslas 
han sido aisladas de la planla llamada Piper amo/ogo, conocida en la India y América Central 

por ser un remedio eficaz contra malestares estomacales; estudios recientes demuestran In 
actividad hipolensiva de exlraclos de las hojas y raíz se han aislado 36 amidas algunas de ellas 
son: Fagaramida(2], y N-Jsobutilcinamamidap¡ (Achenbach, et al., 1986). 

Fagaramida 12) 

©r'&'.J_ 
N-lsobulilcinamamida (31 

La actividad anliconvulsiva de N-lsobu1ilcinamamidas se ha estudiado por un grupo de 

investigadores de la Universidad de Bcijing en China, para Jo cual se sintetizaron una serie de 
compuestos y entre los l'll:ás activos son las N-Isobutil-3-clorocinamamida y N-lsobutil-2,4-
diclorocinamamida (Shuyu, el al., 1986). 

En 1984 Kubo mostró que las N-Isobutil<:unidas aisladas de Fagara macrophy/la como la 

fngaramida tienen actividad moluscocida (Kubo, 1984). 

La actividad herbicida de N-alquilamidas obtenidas de raíces y tallos de diferentes 
variedades de vegetales, se sintetizaron diversos derivados de clorocinamamidas, dos de los 

cuales resultaron ser muy activas como herbicidas N-mctil-2-clorocinamrunida[4J y N-propil-
2-clorocinarnnmida[SJ. En este mismo trabajo se estudinrón 30 cinamarnidns que presentan 
efecto potente contra malezas, taJes como: Monoclzoria vagina/is, Roto/a indica, Dopatrium 

junceum, E/eocharis acicu/aris, Sagiuaria pygmaea y Scirpus jum:oicles (Shinohara, 1975). 

OC'
CNJf, 
¡', 

a 

N-metil-2-clorocinamamida [4] 



N-propil-2-cloroclnamamida [5] 

Otro tipo de respuesta fannncológica inducida por estas amidas es el de relajante muscular, 

las halosustituidas en posición meta como Ja N-butil-3-bromocinamamida y Ja N-ciclopropil-

3-fluorocinamamida, derivados de productos naturales Ja presentan (Grivsky, 1983). 

En 1987 Michael Elliott inició el estudio de relación estructura-actividad insecticida de 

algunas N-Isobutilamidas aisladas de Piperaccas, dcmostro que estos compuestos naturales 

que tienen una considerable actividad biológica poseen una doble ligadura conjugada con el 

grupo amida y que algunas de estas amidas presentan md.s de un doble enlace. La 

estercoquimica del doble enlace juega un factor importante ya que todos los compuestos 

biológicamente activos presentaron la configuración E, mientras que aquellos en los que In 

cstcrcoquímica fué cambiada a Z disminuyó la actividad. Ademas encontró que los 

halosustituyentcs en el anillo aromático le confieren a la amida la mayor actividad que la 

obtenida con otro tipo de sustituyentes sintéticos, sin embargo ésta no llega n ser más potente 

que la molécula natural que no tiene sustituyente. En el caso de Ja monohalogenación, Ja 

posición lltl!2 es In menos favorable para la actividad, anulando completamente In actividad, en 

cuanto a In posición~ Ja actividad decrece conforme se incrementa el tamafto del halógeno, 

mientras tanto la posición en ¡mm favorece la actividad en grado aceptable. Posteriormente los 

halógenos los SlL'itituyó por metilos, sin que estos aportaran grandes cambios en la actividad, 

solamente la posición orto sustituida disminuyó la actividad de los compuestos metoxilndos en 

las tres posiciones de la N-isobutilcinamamidas presentó actividad, fue el 3-Metoxi [6] (Elliot, 

et al., 1987). 

J.Metoxi N-lsobutilcinamamida [6] 



3.2. ALELOQUIMICOS. 

La agricultura moderna se encuentra en un perlado de transición hacia un peligro ambiental 

de agroqulmicos y con esfuerzos para reducir la erosión. Este es un tiempo ideal para explotar 

la alelopatia como una alternativa para mejorar la productividad agrícola y sustituir a los 

herbicidllS sintéticos; para ello se necesitan efectuar modificaciones genéticas en las plantas 

generadoras de metabolitos secundarios. 

La comercialización de aleloquimicos requerirá de serios esfuerzos parn aislar y 

caracterizar la actividad biológica de muchos productos naturales. Algunos aleloquímicos 

quiza se modifiquen y desarrollen para herbicidas. Esto ya ha sido demostrado con la entrada 

de productos naturales basado en cinmetilina y mctoxifenona dentro del mercado herbicida. 

(Rice. 1987). 

Los productos naturales identificados como agentes alelopaticos han sido divididos corno: 

n) hidrocarburos, b) ácidos orgánicos y aldehídos, c) lactonas insaturadas, d} cumarinas, 

e) quinonns, f) flavonoides, g) taninos, h) alcaloides. i) terpenoides y esteroides, j) fcnolcs y 

k) sustancias desconocidas. 

Aunque muchos de estos compuestos son mctnbolitos secundarios de In planta, algunos son 

productos de degradación de esta (Putnam. 1985). 

Chung-Shih Tang y Chin-Chung de la universidad de Hawaii en 1982 desarrollaron un 

método para obtener las sustancias químicas de las raíces de las plantas, éstas son absorbidas 

en una resina, la solución del nutriente es circulada selectivamente y la resina absorbe las 

toxinas mientras pcnnite que los nutrientes esenciales pasen (Tang, et al., 1982). 

El aislamiento de un compuesto involucra recolección de la planta y extracción con 

apropiados disolventes como alcoholes, agua, la extracción con agua simula la liberación 

natural de los compuestos por acción de la lluvia. Las separaciones químicas son acompañadas 

por las propiedades de las sustancias tales como la polaridad, tamai'\o de la molécula, carga o 

características de adsortividad, varios métodos cromatográficos son usados en las separaciones 

como son: cromatogrníla en columna. capa fina, gas-liquido y alta presión (Putmnn, 1983). 

Muchas sustancias químicas no aparecen siempre en la planta sino que se presentan en 

fonna esporadica. El metabolismo primario produce protefnas, cnrbohidratos, ácidos nucleicos, 

ácidos grasos, los cuales son importantes en el metnbolismo de las cclulas, los metabolitos 

secundarios pueden ser clasificadas dentro de 5 grupos (Figura 1) aunque con algunas 



excepciones como son: feni1propanos acetogeninas, terpenoides, esteroides y nlcaloides 

(Whittaker & Feeny, 1971). 

Az(icar 
metabolismo 

---------1> Carbohldratos 

l ),Aceta\ 

1 Terpenos~ 
Aminoácidos ¡ t> 

1 \ Acetogeninas<! 

Fenllptpanos -(> 

Energla 

Esteroides 

Grasas 

1 

Lignanos 

Alcaloides Prolelnas 

Figura 1. Relación metabólica de los principales grupos de metabolitos secundarios en el 
metabolismo primario. 

El ácido cinámico y las sustancias volátiles de fcnilpropanos contribuyen con las 

características de olor y sabor de muchas especies tales como el (cinarnaldehldo). Los 

alcaloides que se encuentran en las plantas especializadas son con frecuencia cadenas largas 

que contienen nitrógeno. 

De acuerdo a Whittakcr y Feeny muchos alcloquimicos son mctnbolitos sccund.arios 

derivados biosintctizados del metabolismo de carbohidmtos, ácidos grasos y aminoácidos. 

Muchos investigadores hnn utilizado el efecto inhibidor de la germinación y el crecimiento, 

para estudiar a los alcloquimicos, estos compuestos alteran una gran variedad de pro~csos 

fisiológicos. Einhellig, el al., encontraron que la escopolina afecta la fotosintcsis en et tabaco, 

In cual contribuye con In inhibición del crecimiento. 

Un número de aleloqulmicos alteran la respiración como son: ácidos cinámicos, alcoholes, 

cumarinas, aldehídos, ácidos benzoicos y quinonas; generalmente las sustancias que inhiben el 

crecimiento alteran la respiración, como inhibidorcs o estimuladores del consumo de oxigeno 

desacoplado, Y, algunos no afectan a concentraciones de 5 x io-3 ó 10-3 M, las quinonas 

estimulan la respiración. 

Del género Zanthoxylum se tienen muchos antecedentes fitoquimicos, en los q~e se 

describen una gran variedad de metabolitos secundarios que se biosinteti.zan tales como: 



nlcnloides, esteroles, liguanos, amidas ácidas insaturadas, fenilpropanoides, monoterpenos, 

triterpenos, y sesquiterpenos. De la corteza del colopahtle Z. Mehmaniumwm se tiene un 

reporte previo en el que se aislaron; un lignano (scsamina), un esterol ( p-sitosterol), un 

sesquiterpeno (1-P hidroxijuncnol) y una isobutilamida ( u-sanshül) (Navarretc, et al., 1987). 

3.3. HERBICIDAS. 

Los herbicidas son compuestos químicos que extenninan malezas, las cuales crecen en 

lugares no deseados por el hombre, pues reducen Ja producción y calidad de las plantas porque 

compiten por la disponibilidad de luz solar, agua y nutrientes del suelo (Lotinu, 1989). 

Los sitios primarios de acción de los herbicidas orgánicos pueden ser cualquier enzima en 

una vfa metabólica o una proteína que regula la actividad. Muchos de estos sitios de ataque de 

los herbicidas en las malezas son desconocidos a nivel molecular. Los sitios de ataque mejor 

conocidos son la fotosíntesis, Ja formación de microtubulos y la biosfntesis de carotenos. 

Los herbicidas que inhiben In fotosíntesis son los más estudiados por diferentes razones, 

una de ellas es por su baja toxicidad en mamíferos. El 50% de los herbicidas comerciales 

actúnn inhibiendo este proceso. El mecanismo de acción de los herbicidas se refiere n In 

interferencia bioquími~a primaria o interferencia bio!isicn impuesto por un herbicida que 

permite la letulidad (Audus, 1979). 



3.4. CLASIFICACION DE LOS INHIBIDORES DE LA FOTOSINTESIS. 

Los herbicidas que inhiben las reacciones fotoquímicas de los cloroplastos han sido 

rutinariamente llamados inhibidores de la reacción de Hill. (Este es definido como ol 

desprendimiento de oxígeno por una suspensión de cloroplastos que es iluminado en presencia 
de un aceptar de electrones artificial o natural) (Moreland, 1980). Clasifica a los herbicidas 

que afectan a In fotosíntesis como: 
a) Inhibidorcs del transporte de electrones: Es inhibido cuando uno o más de los 

intermediarios del transporte de electrones acarreadores son removidos o inactivados. Estos 

compuestos inhiben el transporte de electrones en presencia y ausencia de ADP y fosfato o en 
presencia de NH4Cl como dcsacoplantc, así como la slntesis de ATP al afectar a uno o más 

intermediarios de In cadena fotosíntctica. 
b) Dcsacoplantcs: Estos compuestos disocian el transporte de electrones y síntesis de ATP 

por disipación del estado cncrgcniz.ado de la membrana tilacoida1. Estos compuestos estimulan 
el transporte de electrones basal, acoplado, inhibiendo Ja síntesis de A TP y captación de 

protones, sin afectar el transporte de electrones desacoplado. 
e) Inhibidores de la transferencia de energía: Estos compuestos actuwi directamente en la 

fotofosforilación, ellos inhiben el transporte de electrones fosforilantc y la fonnación del ATP 

en sistemas acoplados, sin efecto sobre el transporte c\e electrones basal, desacoplado y la 
captación de protones. 

d) Desacoplantcs-Inhibidorcs: Estos compuestos estimulan el flujo de electrones basal y 

fosforilante, e inhiben la síntesis de ATP y captación de protones, simultaneamente empiezan 
n inhibir el flujo de electrones desacoplado. 

e) Aceptares de electrones: Estos compuestos compiten con cofactores de las enzimas 
rcdox responsables del flujo de electrones y que tienen un potencial de reducción adecuado 
que le pennite hacer pareja redox con la enzima donde acepta los elcctrones(Moreland, 1980). 

3.5. CORRELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD. 

Un gran número de herbicidas comerciales que ru~ctan In fotosíntesis son inhibidores del 
fotosistcma II. Algunas familias químicas de herbicidas inhiben el transporte de electrones 

(Trebst & Dmber, 1978). Los objetivos de estudios realizados anterionncnte son: 

a) Identificar sustituyentcs que requieran la máxima efectividad inhibitoria. 

b) Las propiedades flsicas y químicas de los herbicidas en la acción inhibitoria. 
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e) Determinar el ambiente en el cual operan los inhibidorcs. 

d) Idcntificnr interacciones entre los sustituycntcs de los inhibidores. 

La potencia inhibitoria de los herbicidas se puede correlacionar con valores de Iso,esto se 

obtiene directamente de concentraciones inhibitorias de los compuestos. Estos deberán poseer 

propiedades de penetración en el sitio activo, configuración espacial precisa para 

complementar la arquitectura molecular ·del centro activo y bloquear la reacción, las 

propiedades que son importantes incluyen características de partición (hidrofilico/lipofilico), 

relaciones estéricas, resonancia, tautomerización ceto-cnol, relación cis y trnns en relación n1 

hidrógeno de Ja amida y el oxígeno del carbonilo y Ja posición de una carga de los 

sustituyentcs los cuales participan en interacciones intem10lecularcs en los centros activos. 

Una caracte;fstica de los inhibidores es la reversibilidad de su acción, much0s pueden restaurar 

el transporte de electrones, esta reversibilidad indica que enlaces d~biles involucrados i.:n la 

interacción entre los inhibidores y Jos componentes reactivos del transporte de electrones 

(Moreland, 1980). 

El estudio de enlaces hidrógeno fue postulado por Hansch en 1969 el observó que para 

acilanilidas, uracilo, benzimidazolcs, imidnzoles y triazinas el enlace es N-H, el cual está 

unido a una deficiencia de electrones sp2 del átomo de carbono, el enlace de los inhibidores se 

visualiza que ocurre entre el par de electrones libre del nitrógeno del herbicida y la deficiencia 

de electrones del grupo carbonilo de la amida, para herbicidas que poseen anillos 

heterociclicos, pero carecen de una amida libre de hidrógeno como triazinonas, pirrolidonas, 

piridazinonas, pirazolonas, triazilonas y oxadiazolinonas (Figura 2) en el anillo heterociclico el 

elemento común es: 
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Figura 2. Estructura de familias herbicidas, inhibiendo et transporte de electrones en el sitio 
aceptor del folosistema JI. Un elemento común esencial para la inhibición es indicado en la 
fórmula. 

3.6. P ARAMETROS DE LOS SUSTITUYENTES. 

El análisis de regresión multiplc (ahora referido a la relación del ana1isis cuantitativo 

estructura-actividad ó QSAR) es utiti1..ado en la interpretación de los resultados obtenidos en 
los estudios de estructura·actividad con inhibidores del transporte de electrones, 

principalmente utilizado por Hansch & Dcutsch, 1966 en fcnilurca y derivados de acilanilida, 

los cambios en la actividad biológica pueden estar conelncionados con las moléculas o 

parámetros de los sustituycntes esto se basa en la energía libre, la cual considera la interacción 

química con el sistema biológico, esta puede ser representada como: 
R:6Gh + 60º + óGS 

R=Respuesta biológica medida es el resultado de In suma de 1ns contribuciones 

independientes. 

6Gl6Hidrofóbico 

6Ge=Elcctrónico 

6G"=Eslérico 
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Las contribuciones hidrofóbicas, electrónicas y estéricas son expresados como medidas de 

los parámetros de los sustituyentcs tales como a, n y E5 , respectivamente. El análisis 

involucra ecuaciones del siguiente tipo: ( Morcland, 1980). 

pl5o=an + bcr + cEs + d 

Donde: 

n=Es el coeficiente de partición obtenido generalmente en octanol/agua. 

cr=Es el coeficiente de Hammett. 

E8=Es el factor estérico de Taft. 

a, b, e, d son constantes. 

Una relación lineal entre constantes de los sustituycntcs y el logaritmo del inverso de la 

actividad de los compuestos se puede usar para correlacionar la actividad biológica con la 

estructura molecular. Para poder aplicar este método a Jos datos biológicos se requieren de tres 

requisitos básicos (Purcell, et al., 1971) como son: 

1) La serie de moléculas en estudio deberán ser similares para incrementar la 

probabilidad de que tengan el mismo mecanismo de acción 

2) Los datos de actividad biológica deben ser precisos, cuantitativos y medidos bajo 

las mismas condiciones para toda Ja serie. 

3) Las contribuciones del grupo deberán ser intrinsicamcnlc aditivas para elegir los 

parámetros. 

3.6.1. Parámetros Hidrofóbicos. 

Meyer y Ovcrton mostraron en 1895 que la actividad narcótica de muchos compuestos 

orgánicos es paralelo a su codicicnte de partición (P) aceite/agua, iniciando el uso de tales 

medidas como un medio para definir lipolicidad (ahora llamada hidrofobicidad). de 

compuestos orgánicos biológicamente activos. En los años 50 Collander generó un nuevo 

interés en los coeficientes de partición aceite/agua al demostrar que la velocidad de 

penetración de una gran variedad de compuestos orgánicos en la membrana de las células de 

las plantas, estaba relacionado con sus coeficientes de partición (Collander, 1951 ). 

Se han usado varios pares de disolventes (siempre el agua ha sido uno de ellos) y aunque 

ahora se use octanol/agua, no significa que sea el ideal (Hansh & Leo, 1979). 

Los valores de log P se obtienen analizando una de las 2 fases. El Jog P es una definición 

operacional de la hidroficidad de una molécula, frecuentemente se trabaja con un grupo de 
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derivados de un compuesto en el cual una gran porción de la estructuro pennancce constante. 

En este caso conocer la hidrofibicidad de los sustituyentes puede ser suficiente para hacer una 

correlación (Hansch, 1965; Purcell, et al., 1970; Delaney, et al., 1969; Currie, et al., 1970). 

El coeficiente de partición es obtenido de la siguiente ecuación: 

nx=log Px - lag PH 

PH=Es el coeficiente de partición del compuesto no sustituido. 

Px=Es el coeficiente de partición del derivado. 

n=Es el logaritmo del coeficiente de partición del sustituyente x. 

3.6.2. Parámetros Electrónicos. 

Los efectos electrónicos de los sustituycntes en la ionización del ácido benzoico son 

usados como modelo para el efecto de sustituycntes sobre otros centros de reacción unidos a 

sistemas aromáticos. Hammett paramctrizó estos efectos, los representó con la letra sigma (a), 

y definió el parámetro como sigue: 

cr ~ log Kx - logKH 

En donde Ktt es la constante de ionización para el ácido benzoico en agua~ 25ºC y Kx 

es la constante de ionización para un derivado rama ó p,am bajo las mismas condiciones 

experimentales. 

El valor de la constante sigma depende de la posición del sustituyente dado, en la posición 

mi:lll.(crm) es diferente a la de el mismo sustituycnte en la posición llJIIll (crp). 

Valores positivos de a indican que el sustituyente atrae electrones del anillo aromático y 

valores negativos de a indican una donación de electrones del sustituyente hacia el 811illo 

aromático (Purcell, 1970). 
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3.6.3. Parámetros Estéricos. 

Las primeras publicaciones acerca de la cuantificación de los efectos estéricos de 

sustituyentes sobre la velocidad en reacciones orgánicas fueron realizadas por Meyer en 1895. 

El postuló que el peso átomico de los sustiluyentes l2l1l! determinaban la facilidad de 

esterificación de ácidos aromáticos l2l1l! sustituidos (Hansch & Leo, 1979), 

3.7. FOTOSINTESIS. 

La fotosíntesis es la conversión de la cncrg[a luminosa a energía química por las plantas y 

consta de 2 fases. La primera involucra la captura de la energía luminosa y su transducción a 

energía química (ATP) y equivalentes reducidos (reduce la nicotinamida adcnina dinucleotido 

fosfato; NADP), estos procesos son reacciones luminosas (Stryer, 1990). 

La segunda el ATP y NADP reducidos son consumidos en la reducción del dióxido de 

carbono a azúcares por asimilación del ciclo del carbono en las reacciones oscuras. 

La fotosíntesis en las plantas verdes tiene lugar en los cloroplastos. orgánulos que tienen 

normalmente una longitud de Sµm, constan de una membrana externa y una membrana interna 

separadas por un espacio intermcmbranal (figura 3 y 3.1 ). La membrana externa rodea al 

estroma que contiene las enzimas solubles y unas estructuras mcmbranosns llamadas tilacoidcs 

que son sacos aplanados. Una pila de estos sacos constituye un granum . Las diferentes grana 

están conectadas por regiones membranosas llamadas !amelas del estroma. Así pues los 

cloroplastos tienen tres membranas diferentes (cxternn, interna y tilacoidal) y tres 

compartimentos scparndos (intcrmcmbranal, estroma y espacio tilncoidal) (Stryer, 1990). 

Las membranas tilacoidales contienen la maquinaria transductora de energía y los 

pigmentos captadores de luz, los centros ele reacción, las cadenas de transporte electrónico y la 

A TP sintasa, estructuralmente son proteínas responsables de estas actividades. 
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Figura 3. Representación externa de un cloroplato. 

Membrana externa 

Membrana Interna 

DNA Rlbosomas Tllacoldes 

Figura 3.1. Representación del interior de un cloroplasto. 
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3.7.1. Pigmentos Fotosintéticos. 

Dentro de las células fotosintéticns se reconocen tres clases de pigmentos fotosintéticos: 

clorofilas, carotenoides y ficobilinas. 

La clorofila a, es una porfirina cuyos átomos de nitrógeno centrales se coordinan con un 
ion Mg+2. A esta se adiciona una larga cadena lateral de fito! (Stryer, 1990). 

La clorofila b difiere de la clorofila a en que tiene un grupo fonnilo en lugar de un grupo 

metilo en uno de sus pirrolcs. 
Las ficobilinas son los pigmentos que se encuentran en las algas y contienen un tctrapirrol 

abierto como cromoforo unido a las apoprotclnas (Govindjcc & Govindjcc, 1974). 

3.7.2. Fotosistcma 1y11. 

La clorofila a de las plantas son los principales pigmentos de los sistemas reactivos de la 

luz ·conocidos como fotosistcma 1 el centro de reacción es P700 y en el fotosistema 11 el 

centro de reacción es P6SO· 

En el "esquema Z" se muestra el transporte de electrones no-cíclico en las plantas verdes 
indicando la ruta tornada por los electrones para la oxidación del agua a la reducción de 

NADP, el esquema muestra que los dos fotosistemas estan en serie (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema Z del transporte de electrones en la fotoslntesis. La feofitlna es un 
derivado de la clorofila que care~e de magnesio central; QA; Q9 y la plastoquinona (PQ) son 
qulnonas. De PQ los electrones se transfieren a un complejo que contiene cltocromo f, 
cltocromo b553 y una proteína Fe·S. La plastocianina (PC), es una proteína que tiene cobre en 
su sitio activo. Aj es una clorofila que se une débilmente a P700. mientras que las protelnas 
P430, A y B ([AB]) y la ferredoxina (Fd) llenen Fe·S en su sitio activo. Esta última reduce al 
NADP+ del estroma en una reacción catalizada por la ferredoxina: NAOP+ oxidorreductasa. 

Las reacciones de transporte de electrones en la cadena oxidorrcductora o reacción de Hiil 
son dependientes de luz y forman parte de la fotosíntesis. éstas pueden medirse de diferentes 
formas, ya sea cuantificando la reducción o la.disminución del estado oxidado de los aceptares 
artificiales por métodos cspcctrofotométricos o midiendo los cambios de concentración de 

oxígeno que se desprende en el sistema al fotolizarsc el agua. En sistemas en los cuales la 

medición no se puede efectuar de esta forma, como en el flujo cíclico de electrones, se mide la 

velocidad de síntesis de A TP asociada al transporte de electrones. La importancia del uso de 

aceptares, donadores e inhibidores del flujo de electrones radica en poder separar 

funcionalmente tramos de la cadena, asi en el fotosislema 11 (FS·ll) los electrones fluyen del 
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agua hasta Q o PQ en presencia de inhibidores que actúan en estos sitios, el flujo de electrones 

en el fotosistema 1 (FS-1) se separa inhibiendo el FS-11 en PQ con DCMU o en Q con 

DBMID (Lolina, et al., 1989). 

3.8 SINTESIS DE N-ISOBUTJLCINAMAMIDAS. 

3.8.t. Formación de los ácidos a,p-insaturados. 

La ruta sintética que se empleó es la denominada modificación de Doebner, la cual ocurre 

entre un aldehfdo alifático o aromático y ácido malónico. Esta reacción se caracteriza por el 

efecto activante de los dos grupos carboxflicos sobre el átomo de carbono alfa, el cual favorece 

Ja formación de un carbanión al separar un hidrógeno alfa con una base como pipcridina. Una 

vez fonnado el cnrbanión se adiciona nuclcofilicamentc al grupo carbonilo del aldehído 

(Vogel, 1989). 

Los compuestos con mctilenos activos producen reacciones de condensación con aldehfdos 

y cctonas, esta se conoce como condensacion de Knoevenagel y son catalizadas por bases muy 

débiles. Se llevan a cabo con ácido rnalónico por lo general la descarboxilación es espontánea. 

3.8.2. Formación de la N-JsohuUlcinamarnida. 

Una amida es un compuesto que posee en su estructura un nitrógeno trivolente unido a un 

grupo carbonilo, las amidas que tienen un sustituycnte en el nitrógeno o ninguno, son capaces 

de formar puentes de hidrógeno con interacciones fuertes entre sí~ lo que les confieren altos 

puntos de fusión (Zabicky, 1970). 

Estos compuestos pueden prepararse en muy diversas formas a partir de cloruros de acido, 

anhfdridos de ácido, ésteres, ácidos carboxílicos y carbox¡latos; estos métodos implican 

reacciones de sustitución nuclcofilica con wnoniaco o una amina en un carbono acflico. Entre 

Jos derivados de los ácidos carboxilicos más reactivos, cstan los halog1muros de ácido y los 

anh!dridos. Esto es debido a que los halogcnuros y los carboxilatos son buenos grupos 

salientes, ambos son aniones relativamente estables de manera que nonnalmcntc no hace falta 

catalizador para que tenga lugar la reacción (Solomons, 1981 ). 

Las aminas primarias, secundarias y el amoniaco reaccionan rápidamente con cloruros de 

ácido para fommr amidas, con respecto a las amidas terciarias, también reaccionan .por 
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sustitución nuc)cofilica, iin embargo, el ion amonio ncflico que se forma na es estable en 

presencia de agua o de cm lquicr disolvente hidroxllico. 
Los cloruro de acilo se reparan normalmente a partir de ácidos carboxllicos mediante la 

sustitución del grupo hi~roxilo por clornro. los reactivos nonnnlmcntc utilizados para la 

reacción son el cloruro db tionilo o los halogenuros de fósforo, PCl3 o PCl5. El cloruro de 

tionilo es menos reactivjl que los halogenuros de fósforo, pero es el reactivo más utilizado, 

debido a que puede actu 1r en In preparación de cloruros de acilo como disolvente y como 

reactivo. Normalmente s adiciona el ácido carhoxílico sobre un exceso de cloruro de tionilo, 

se deja hasta el fin de ¡ evolución de los productos gaseosos (Sü2 y HCI) y se elimina 

entonces por destilación 1 exceso de reactivo. De acuerdo al derivado de amida que se quiera 

sintetizar es el tipo de hal >gcnuro de ácido que se emplea, en el caso de las amidas insaturadns, 

nntes de fonm1r el halogenuro de ácido se tiene que preparar el ácido insaturndo, si éste no se 

tiene como reactivo comJrcial (Pinc, et al., 1984). 
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4. JUSTIFICACION DEL TEMA. 

Uno de los elementos más importantes de la llora mexicana lo constituye el género 

Za.nthoxylum por las interesantes actividades biológicas que presentan algunos metabolitos 

secundarios aislados de ciertas especies de éste. 

Desde el punto de vista farmacológico el interés en estas plantas radica principalmente en 

su actividad amebicida y antihelmintica (Reyes, et al., 1987). 
Los mctabolitos bioactivos aislados de estas plantas son N-lsobutilcinnmamidas de tipo 

alifático y/o aromático. A la fecha no se conocen para que la planta sintetiza estos compuestos 

En el presente trabajo se sintetizo N-lsobutilcinamamida y una serie de derivados 

relacionados estructuralmente con este, bioactivas aisladas del género Za111hoxy/11m, se planteo 
el estudio de su efecto en la fotosíntesis con el objeto de establecer corno afectan a la 

fotosíntesis y tratar de dilucidar que parte de la estructura es importante para In actividad y 

contribuir a entender el porque son biosintetizadas en el Zanllwxy/um y posteriormente 

caractcriz.arlas como herbicidas. 

Los derivados n sintetizar son moléculas sencillas que no se han sometido anteriormente a 

estudios de actividad herbicida, hasta la fecha se desconocen estudios sistemáticos de la 

relación existente entre la estructura y la actividad herbicida de N~isobutilcinamamidas por lo 

que se estudió la relación que guarda el grado de actividad presentada por los compuestos 

sintetizados con el número y la naturaleza de los sustituycntes presentes en el anillo aromático 

con el objeto de sintetizar nuevos compuestos con una mayor actividad. 
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S. OBJETIVOS. 

Objetivo general: 

Sintetizar y caracterizar una serie de derivados relacionados estructuralmente con 
N-Isobutilcinamamidas de origen natural y el estudio de su efecto en la fotosfntesis. 

Objetivos porticulorcs: 

Sintetizar y caracterizar cspcctroscópicamcntc N-lsobutilcinamnmida y su diferente 

sustituyente como son: 3,4-Metilendioxi, 3-Fluor, 3-Metoxi, 4-Mctoxi, 4-Bromo, 3-

Bromo, 4-Metil, 4-Cloro, 3-Cloro, 4-Nitro, 3-Nitro, 2-Nitro. 

Estudiar el efecto de los compuestos sintetizados en las diferentes actividades de la 

fotosfntcsis: (Transporte de electrones basal, Fosforilante, Desacoplado, Slntesis de ATP y 

Captación de Protones), para tratar de dilucidar el mecanismo de acción en la fotosintesis. 

Determinar al Inhibidor de la reacción de Hill más activo y localizar su sitio de 

inhibición, efectuando reacciones parciales de la cadena redox. 
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6. HIPOTESIS. 

Si la N-lsobutilcinamamida inhibe la fotoslntesis, los diferentes sustituyentes afectarán las 

actividades de la fotoslntesis en diferente grado, lo cual permitirá la correlación de estructura­

actividad y deducir que parte de la estructura es importante en la acción inhibitoria. 
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7. MATERIAL Y METODO DE LA SINTESIS ORGANICA. 

7.1. Materia.!, reactivos y equipo. 

7.1.1.Equipo: 

Aparato de Fisher Jobos para punto de fusión. 

Balan7.a analítica. 

Balanza granataria. 

Espectrofótometro de infrarrojo Perkin Elmcr Mod. 399-B. 

Espcctrofótomctro de resonancia magnética nuclear Varinn EM 390-90 MHZ. 
Lámpara de luz ultravioleta. 
Parrilla de calentamiento. 

Rota vapor. 
7.1.2.Rcactivos: 

Acetato de etilo. 

Acido clorhfdrico. 

Acido cinámico. 

Acido 3-Bromocinámico. 
Acido 4-Bromocindmico. 
Acido-3-Clorocinámico. 

Acido-4-Clorocinámico. 

Acido 3-Fluorcinámico. 

Acido 3,4-Mctilendioxicinámico. 

Acido-4-Melilcinámico. 
Acido 3-Metoxicinámico. 

Acido 4-Metoxicinámico. 

Acido-2-Nilrocinámico. 

Acido-3-Nitrocinámico. 

Acido-4-Nitrocinámico. 

Acido malónico. 

Benceno seco. 
Benzaldeh!do. 

3-Bromobenzaldehfdo 

4-Bromobcnzaldehfdo. 
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3-Clorobenzaldehfdo. 

4-Clorobenzaldehfdo. 

3-FluorbenZaldehfdo. 

3,4-Metilendioxibenzaldehfdo. 

3-Metoxibenzaldehfdo. 

4-Metoxibenzaldehfdo. 

4-Metilbenzaldehfdo. 

2-Nitrobenzaldehfdo. 

3-Nitrobenwldehfdo. 

4-Nitrobenzaldchfdo. 

Bicarbonato de sodio. 

Cloruro de calcio. 

Cloruro de tionilo. 

Hexano. 

Hielo. 

Sulfato de sodio anhfdrido. 

Placas de sHica gel GF-2S4. 

Papel pH. 

7.1.3.Matcrial: 

Anillos de fierro de diferentes tamaños. 

Adaptador de termómetro. 

Barras magnéticas para agitación. 
Canastilla de calentamiento. 

Capilares para punto de fusión. 

Cabezas de destilación. 

Colector de destilación. 

Embudos buchner de diferentes tamaños. 

Embudos de filtración tamaño corto. 

Embudos de separación. 

Espátulas. 

Frascos ámbar de vidrio. 
Matraces erlenmeyer de SO mi, IOO mi. 

Matraces kitazato de 2SO mi. 

Matraces balón de SO mi, 100 mi. 
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Probetns de SO mi, 100 mi. 

Pinzas de tres dedos con nuez. 

Refrigerantes. 

Soportes universales. 

Trampas para vacío. 

Termómetro. 

Vasos de precipitado de 100 mi, 150 mi. 

Vidrios de reloj. 

7.2. Método de la síntesis orgánica. 

7.2.1.S!ntesis de derivados del ácido cinámico ( Mundy, 1985). 

En un matraz bola de 50 mi, equipado con agitación magnética, canastilla de calentamiento 

y refrigerante en posición de reflujo provisto de una trampa de humedad de cloruro de calcio, 

se agregarón 0.33 moles de aldehldo aromático y O. 72 moles de ácido rnnlónico n una mezcla 

de 8.2 mi de piridina y 0.22 mi de piperidina. Se calentó a reflujo con agitación continua 

durante 8 horas, tcrmi~ado ese tiempo la mezcla de reacción se enfrío y se le adicionaron 10 

mi de l-ICI concentrado en 30 mi de agua, en hnño de hielo. 

El precipitado formado se filtró al vacío en un embudo Buchncr, se lavó con una solución 

de HCI al 10%, seguido de un lavado con abundante agua hasta pH neutro. El producto 

obtenido se cristalizó con una mezcla de acetato de etilo~hexano. 

7.2.2. S!ntesis de N-Isobutikinamamidas (Elliott, et al., 1987). 

En un matraz bola de 50 mi, equipado con refrigerante y trampa de humedad de cloruro de 

calcio, se colocarón 5.7 mmoles del ácido cinámico correspondiente y se le agrcgarón 27.3 

mmoles de cloruro de tionilo. 

La mezcla de reacción se calentó a reflujo con agitación durante 5 horas o más. Se dejó 

enfriar a temperatura ambiente, agregandose después 20 mi de benceno seco, CI exceso de 

cloruro de tionilo se destiló a una temperatura no mayor de 70°C. 

Una vez que dejó de destilar el cloruro de tionilo, se suspendió el calentamiento y se 

añadio 50 mi de benceno seco, volviéndose a destilar. Esta operación se repitió varias veces 

hasta que el destilado dejó de dar positiva la reacción ácida con papel indicador. 
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La mezcla de reacción anterior se enfrio en un baño de hielo, adicionandose 20 mi de 

benceno y 13 mmo1es de isobutilamina con agitación magnética y trampa de humedad. La 

agitación se continuo por 24 horas a temperatura ambiente. Tcnninado este tiempo, la mezcla 

de reacción se filtró al vacío a sequedad en un rotavapor y el residuo fonnado se disolvió en 

acetato de etilo, se siguió la reacción por cromatogrofia en capa tina., las cromatoplncas 

realizadas se revelnrón en una cámara de yodo. 

La fase orgánica se lavó en un embudo de separación 3 veces con HCI al 5% y 3 veces con 

bicarbonato de sodio al 5% y con agua hasta pH neutro. A continuación se secó con sulfato de 

sodio anhídrido, el acetato de etilo se evaporó al vacío en rotavnpor, el producto se cristalizó 

en una mezcla de acetato de ctilo-hcxano. 

Algunos compuestos se purificarón por cromatografia en columna utilizandose l gramo de 

muestro por 30 gramos de silica gel, se cluyo con una mezcla de acetato de ctilo-hexano. 

Las amidas obtenidas se identificaron por medio de sus propiedades físicas y 

espectroscopicas. (Figura S). 
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8. MATERIAL Y METODO DE LA PARTE BIOQUIMICA. 

8.1 Material, reactivos y equipo. 

8.1.1. Equipo: 

Bal= analitica. 

Balanza granatarin. 
Centrífuga BeckmWl J-21. 

Centrifuga clinica modelo CL. 

Electrodo combinado marca Orión. 
Espectrofótometro Beckman modelo DU-650. 

Licuadora Osterizer Custom modelo L-21. 

Oximetro tipo Clark. 

Potenciómetro Coming modelo 12. 

Registrador gráfico. 

Vortex. 

8.1.2. Reactivos: 

Acetona. 

Acído ascórbíco. 

Acido clorhidrico. 

ADP. 

3-(3,4-díclorofeníl)-l, l-dimctilurca (DCMU). 

2,6 diclorofcnolindofcnol (DClP). 

2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-p-benzoquinona (DBMIB). 

Cloruro de potasio. 

Cloruro de magnesio. 

Cloruro de amonio. 

Difenilcarbacida (DPC). 

Etanol. 

Fenicinnuro de potasio. 
Hidróxido de sodio. 

He pes. 

Hielo. 
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Metilviológeno. 

N-Isobutil-3(3-Bromofenil)-2(E)propenamida. 

N-Isobutil-3(4-Bromofenil)-2(E)propenamida. 

N-Isobutil-3(3-Clorofenil)-2{E)propenamida. 

N-Isobutil-3(4-Clorofenil)-2{E)propenamida. 

N-Isobutil-3-fenil-2(E)propenumida. 

N-Isobutil-3(3-Fluorfcnil)-2{E)propenamida. 

N-Isobutil-3(3,4-Metilendioxifcnil}-2(E)propcnamida. 

N-Isobutil-3(3-Metoxitenil)-2{E}propenamida. 

N-Isobutil-3(4,Metoxifenil)-2(E)propcnamida. 

N-Isobutil-3( 4-Meti lfeni l)-2(E}propenamida. 

N-Isobutil-3(2-Nitrofcnil)·2(E)propenamida. 

N-Isobutil-3(3-Nitrofcnil)-2(E)propenamidn. 

N-Isobutil-3(4-Nitrofenil)-2(E)propenamidu. 

Sacarosa. 

Silico molibdato de sodio. 

Sorbitol. 

Tricina. 
8.1.3. Material: 

Barras magnéticas. 

Frascos umbar de I lt, 2 lt. 
Gradillas. 

Matraces aforado de 100 mi, 1 lt, 2 lt. 

Pipetas glixon de 20 p , 200 p. 

Pipetas graduadas de 3 mi. 

Pipetas pasteur. 

Pinceles. 

Puntillas. 

Recipientes para agua y hielo. 

Franelas. 

Tubos de centrífuga. 

Tubos de ensaye. 

Tapa de la licuadora. 

V aso de la licuadora. 
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Vasos de precipitado de 10 mi, 100 mi, 2 lts. 

8.1.4. Material biológico: 

Hojas de espinaca 

8.2 Métodos bioquimicos, 

8.2.1. Aislamiento de Cloroplastos. 

Se pesarón 30 g de hojas verdes y turgentes de espinaca (Splnacia olcracea) previamente 

lavadas, se eliminó la nervadura central y ápice. estos se cortarán en pequeños trozos con 

tijeras o navajas, se agregó en un vaso de licuadora Ostcrizcr Custom Modelo L-21 200 mi de 

medio de aislamiento el cual contiene sacarosa 400mM, tricina 30mM, KCI 20mM. MgCl2 S 

mM a pH 8 y homogeneizó por 5 segundos, se filtró en 8 capas de gasa, se centrifugó a 4000 

rpm durante S minutos en una centrífuga Bcckman J-21. Se decanto el sobrcnadante y se 

rcsuspcndio el scdimiento con 1-2 mi de medio de aislamiento, se guardó para la 

detenninación de clorofila y ensayos en la fotosíntesis. 

Todas las fases del aislamiento se realizarán a 4ºC y protegidos de la luz (Hoober, 1984; 

Milis, et ni., 1980). 

8.2.2. Determinación de Clorofila (Aman, 1949). 

Ln clorofila se cuantificó de acuerdo al método de Arnon. Se tomó un alícuota de 30µ1 de 

cloroplastos, se aforó con acetona al 80%. se dejó reposar la muestra, se centrifugó en una 

centrifuga clinica modelo CL a velocidad máxima 2000 rpm durante 5 minutos y nl 

sobrenndantc se le determinó In absorbancia a 663nm y 645nm en un cspectrofotómetro 

modelo DU-650 Bcckmnn celdas de 1 cm de cuarzo. Se rcalizarón los cálculos con la siguiente 

ecuación: 

[Chi] (A663 X 8.05) + (A645 X 20,29)= 

[Chl]=µg Chl /mi 

8.2.3. Soluciones concentradas de los compuestos a ensayar. 

Se preparó una solución de l SmM de N-lsobutlcinamamida y cada uno de los derivados a 

ensayar (3,4-Mctiicndioxi, 3-Fluor, 3-Mctoxi, 4-Mc.toxi, 4-Bromo, 4-Mctii, 3-Cioro, 
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4-Cloro, 3-Bromo, 2-Nitro, 3-Nitro, 4-Nitro.). Se disolvierón en una mezcla de etanol-agua. Se 

prabarón concentraciones de O, 10,20,40,60,1 OOµM. 

8.2.4. Medición de la velocidad del transporte de electrones en cloroplnstos. 

El transporte de electrones se determin(r midiendo la producción de oxigena de la fotólisis 

del agua. mediante un oxfmetro con electrodo tipo Clark a un voltaje fijo de 0.8V, que 

relaciona proporcionalmente la corriente generada en la reacción y registrada con la 
concentración de oxígeno producida en el medio de reacción. Como fuente de iluminación se 
empica una himpara de proyector de 250 walls (J7,1wa & Pan, 1978). 

El haz luminoso se hace pasar n través de una lente de lznwa que contiene CuS04.5H20 al 
2% para eliminar el calor, además de que sirve como filtro de radiación UV y concentra la luz. 

8.2.5. Determinación de Ja velocidad del transporte de electrones no cíclico 

bnsal(T.E.B.). 

En la cubeta de reacción, se agregarán 3 mi de medio de transporte de electrones et cual 

contiene sacurosa lOOmM, MgCl2 SmM, KCI IOmM, tricina l 5mM, mctilvialógena 50µM, 

más 60µg de cloroplnstos y se ndicionarón concentraciones por scparndo del compuesto de O, 
10, 20, 40, 60 y !OOµM, después se iluminó durante 1 minuto, la seílal que genera la reacción 

en la cubeta se detectó ni ser traducido en un registrador Beckman (Trebst, 1972). 

8.2.6. Velocidad del Transporte de electrones nu·elclico Fosforilante(T.E.F.). 

Se realizarón de la misma manera que para el T.E.B. pero se adicionó 1 mM ADP y 3mM 

fosfato al medio de reacción (Trcbst, 1972; Me. Carty, 1977). 

8.2.7. Velocidad del transporte de electrones no cfclico dcsacoplado(T.E. D.). 

Se realí1.arón de la misma manera que las dctcnninacioncs anteriores pero se adicionó 
60µ1 de NH4CI de 250mM al medio de reacción (Trcbst, 1972; Me. Carty, 1977; Mitchell, 

1977). 

Controles: Se efectuaron desde el principio del experimento y posteriormente n cada 
compuesto caractcriwdo, los controles carecen de compuesto a estudiar. 
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Calibración: Se ngregarón 3ml de medio de transporte de electrones sin metilviológeno, 

60µg de cloroplastos, 10µ1 de K3Fe(CN)6 [O.OSM], se iluminarán por 2 minutos. Se relacionó 

la amplitud del cambio de concentración de oxigeno con los equivalentes de electrones 

aceptados por el ferricinnuro de potasio y la amplitud de cambios de concentración de oxígeno 

del problema que se esta estudiando (Trebst, 1972). 

8.2.8. Sin tesis de ATP. 

Se evaluaron los cambios de pH en In mezcla de reacción producidos por la luz, se utilizó 

un potenciómetro Coming Modelo 12 de escala expandida al cual se conectó a un registrador 

gráfico y un electrodo combinado marca Orión. En contacto con 3ml de medio captación de 

protones que contiene sorbitol lOOmM, MgCl2 SmM, KCI lOOmM, tricina lmM, SOµM 

mctilviológeno y concentraciones crecientes del compuesto ensayado. El cambio de pH se 

controló al adicionar al medio de reacción una cantidad conocida de solución estandar de 

KOH. 

Se agregarón a la cubeta 3ml de medio bomba, 30µ1 de ADP y fosfato a pH 8 se llevarón 

acabo las determinaciones al iluminar los cloroplastos (Dilley, 1972; Boyer, et al., 1977). 

8.2.9. Captación de protones. 

Se realizó de manera similar que el paso anterior, pero no se le adicionó ADP y fosfato al 

medio de reacción (Dilley, 1972). 

8.2.10. REACCIONES PARCIALES. 

Se realizaron con el equipo de transporte de electrones y el mismo medio el cual contiene 

sorbitol IOOmM, MgCl2 SmM, KCI IOmM, Hepos lSmM, NH4CI 3mM. Para cuantificar la 

eficiencia del transporte de electrones en cada fotosistemn por separado se adicionaron al 

medio de reacción; donadores, accptorcs e inhibidores artificiales para cada uno (Hauskn, 

1977). 

8.2.11. FOTOSISTEMA 1: A 3ml del medio de reacción que contiene lOµM de 3-(3,4-

diclorofcnil)-l, 1-dimetilurea (DCMU) como inhibidor de fotosistema 11, lOOµM de 2,6-
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diclorofenol indofenol (DCIP) y 300µM de ácido ascórbico como donadores de electrones y 

50µM de metilviológeno como aceptor de electrones y lo equivalente en µI a 60µg de 

cloroplastos se iluminó durante 1 minuto, se tituló con 1 OµI de fcrricianuro de potasio 40mM 

(lzawa, 1977; Hauska, 1977). 

8.2.12. FOTOSISTEMA 11. Se determiDó en 3ml de medio de transporte de electrones, 

con la adición de 1 µM 2,5-dibromo-3-mctil-6-isopropil·p·benzoquinona (DBMIB) como 

inhibidor, 300µM de ferricianuro de potasio como accptor de electrones y 50µM de 2,6-

diclorofenol indofenol (DCIP) como donador de electrones y lo equivalente en ftl a 60µg 

cloroplastos, se iluminó durante l minuto, midiendo un cambio de concentración de oxigeno 
se tituló con 10µ1 de ferricianuro de potasio 40mM. La concentración DCIP reducido también 

se detenninó con la ecuación de Lrunbcrt-Beer utilizando el coeficiente de extinción. (lzawn, 

1977; Trebst & Rcimcr, 1976). 

8.2.13. Reacción parcial de Hz07SiMo. 

Se determinó en el mismo medio del fotosistcma ll con la adición de 200µM de 

SilicoMolibdato y lOµM de DCMU (Giaquinta & Dillcy, 1975). 

8.2.14. Reacción parcial de DPC->DCIP. 

Se obtuvieron cloroplastos inhibidos con medio tris 0.8M pH 8, se tomó lml de medio por 

cada 300µg de cloroplastos, se incubó 30 minutos a OºC con agitación, se centrifugo, 

resuspendio y determinó clorofila, se tomó lo equivalente a 60µg, se ensayó Ja actividad en el 
medio para reacciones parciales, agregando como donador 200µM DPC y como accptor de 

electrones se utilizo 1 OOµM de DCPIP, se adiciono 3ml de este medio a una celda del espectro 

y lo equivalente en µ1 a 60µg de cloroplastos, agitar y leer la absorbancia a 600nm, despues 

iluminar, leer a 600nm, la concentración de DCPIP reducido se determino con la ecuación de 
Lambert-Bccr (Ynrnishita & Wnrrcn, 1968; lzawa & Good, 1972; Trebst, 1972; Izawa, 1977). 
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8.2.15. Reacción Parcial de TMPQH2 ->MV. 

Se detenninó en 3ml de medio de transporte de electrones con la adición de IOµM de 

DCMU como inhibidor, 250µM de TMQH2 como donador de electrones, 50 µM de MV como 

aceptar y µI equivalente a 60µg de cloroplastos(lzawa, 1977). 

8.2.16. Reacción Parcial de PMS ~MV. 

Se obtuvieron cloroplastos inhibidos con 30mM de KCN incubados con 1 mi de medio de 

transporte de electrones y 300µg de cloroplastos, en la obscuridad 30 minutos a OºC con 

agitación, se centrifugó, resuspcndió y midió clorofila. Se ensayó la actividad en el mismo 
adicionando al medio de reacción 50µM de metilviológeno, 300µM de ácido ascórbico, 

200mM de PMS y lo equivalente a µ1 en 60 µg de cloroplastos (frebst, 1972). 

8.2.17. Obtención del Coeficiente Partición. 

En un embudo de separación de SOml se agregó Sml de H20, 5ml de octano! y 5µ1 de 

solución del compuesto de concentración 15mM del compuesto, se agitó durante 5 minutos, se 
vació en un tubo y centrifugó a máxima velocidad por 5 minutos, se separó las dos fases y leyó 

en el espectrofótometro en UV, después se utilizó In ley de Lamber-Beer para conocer la 

concentración en cada una de las 2 fases (Puercell, et. al., 1971; Currie, et. al., 1966). 

8.2.18. Obtención del coeficiente de extinción. 

se realizaron curvas estandar de cada uno de los compuestos a ensayar a diferentes 

concentraciones de 6µM, 12µM, !SµM, 18µM, 24µM se leyeron al espectrofótometro a la 

longitud de onda en el cual se obtiene el máximo de absorción, después se procedió a traznr 
una gráfica de concentración contra absorbancia y a realizar la regresión lineal para obtener la 
pendiente de la rcctn, la cual, es el valor del coeficiente de extinción de cada uno de los 

compuestos (Castellan, 1988). 
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9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS. 

9.1 Sintcsis de derivados de N-lsobutilcinumamidas. 

Para la sintesis de los derivados de N-Jsobutilcinamamidas primero se obtuvo el ácido 

cinámico con su sustituyente respectivo, mediante la reacción de condensación de 

knoevenagel. Pura la obtención del derivado cloruro de ácido cinámico correspondiente se 

utilizó SOCI2 en presencia del ácido cimimico n reflujo durante 8 horas y destilación para 

eliminar el exceso de SOCl2 al cual se le incorporó N-lsobutilamitrn. Esta reacción es muy 

violenta por ello se recomienda que la amina se agregue poco a poco y colocar la mezcla de 

reacción en un baño de hielo. Los compuestos se analizaron por cromatografia en capa fina y 

revelaron con yodo, algunos presentaban en el punto de aplicación una colornción cafe oscuro, 

estos se purificaron por cromatografia en columna, y los compuestos restantes por 

cristalización, obteniéndose rendimientos del 68% al 85%. A los compuestos obtenidos se le 

determinó el punto de fusión, después se determinaron sus espectros de infrarrojo, RMN, U.V. 

Con los datos obtenidos se propusieron las estructuras respectivas. 

En la tabla l se presentan los puntos de fusión de cada compuesto sintetizado nsl como el 

rendimiento obtenido, el peso molecular estimado y los máximos de absorción en los espectros 

deUV. 

En la tabla 2 se indican las bandas principales de los espectros de IR. 
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Tabla 1. Las principales caracterlslicas analíticas de los derivados de 
N-lsobulllclnamamldas. 

R Peso 

Molecular 

(gimo!) 

3-F 221 

4-CH3 218 

H 203 

3-Br 282 

3-N03 248 

3,4-0CH2 241 

3-CI 237 

4-0CH¡ 233 

4-Br 282 

2-N02 193 

4-CI 237 

3-0CH¡ 233 

4-NO, 248 

CNll..J-_ 
11 
o 

R 

N·ISOBUTILCINAMAMIDAS 

Rendimiento Punto de 

(%) fusión (ºC). 

78 94-95 

78 116 

83 1l3 

8t t08-t09 

68 tt9-t20 

76 t t6-t t7 

8t t t2-t t3 

85 ltO-t t t 

79 l54-l5~ 

7t t29-t30 

80 142-143 

85 73-74 

73 t53-t54 

37 

Ultravioleta 

(nm). 

266 

276 

268 

268 

26t 

328 

268 

288 

275 

254 

373 

272 

309 



Tabla 2. Principales bandas de los espectros de infrarrojo. 

Grupo Funcional Frecuencia v 

NH 3220-3300 

C-H (lnsaturado) 3020-3080 

C-H (Saturado) 2915-2960 

aromático 1600-1624 

-CONH 1530-1564 

C=O 1640-1654 

-CH=CH- (Trans) 955-990 

Sustitución orto 740 

Sustitución meta 655-800 

sustitución para 816-825 
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Los espectros de RMN se observan en el apéndice al final de este trabajo. Las principales 
señales se mencionan a conllnuaclón: 

a) Un doblete (J=Hz) entre 0.9-1.0 ppm, correspondiente a los metilos de la cadena 

isobutilica (C3 ·y C4'). 

b) La seftal múltiple (hepteto), que aparece aproximadamente en 1.9 ppm que corresponde 

ni melino del isobutilo (C2'): 

c) El (dd) que aparece en formo de triplete aproximadamente 3.2 ppm, corresponde al 

metileno (C ¡ ') del isobutilo. Esta banda se transformó en un doblete (J=6 Hz) al adicionarle 

D20 debido a la sustitución del hidrógeno del nitrógeno por deuterio. 

d) Lo seftal del protón del nitrógeno aparece en un rango de 5.5. a 6.3 ppm de acuerdo al 

compuesto, como una señal ancha, que al ar:iicionarlc D20 desaparece. 

e) Para el doble enloce se observa dos dobletes (J=l5 Hz), uno aparece entre 6.2-6.5 ppm y 

otro entre 7.5·7.9 ppm, el valor de acoplamiento confirma la ge.ometria E. 

f) Las señales caracterfsticas del anillo aromático en general aparecieron entre 6.2 a 7.5 

ppm, cada compuesto presentó el patrón de sustitución característico para el anillo bencénico. 

g) Las seftales de los compuestos metoxilados aparecen de 3.5 a 4.0 ppm. 

9.2. Caracterización bioquímica de los derivados de N·lsobutilcinamamidas en las 

diferentes actividades de la fotosintesis. 

Con el propósito de conocer como se comporta cada uno de los compuestos sintetizados se 

probó su efecto en las diferentes actividades de la fotosíntesis in vitro en cloroplastos aislados 

de hojas de espinaca y se determinaron las velocidades de transporte de electrones Basal. 

Fosforilante, Desacoplado, Síntesis de A TP y Captación de Protones. 

Los valores de velocidad obtenidos se les determina el % de actividad. se traza una gráfica 

(Figura 6), en la que se muestra el efecto de los diferentes derivados de N-Isobutilcinarnamidas 

en la síntesis de ATP (en cloroplastos lisados intactos aislados de hojas de espinaca) a medida 
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que aumenta la concentración de N-Isobutilcinanrnmidn la inhibición se incrementa. La 

concentración de los compuestos llega a ser hasta de lOOµM. siendo las amidas con los grupos 

más potentes 4-Nitro, 4-Cloro, siendo el de menor efecto el 2-Nitro. El orden de inhibición de 

menor n mayor de acuerdo a 150 es el siguiente 2-Nitro< 4-metil< 4-Metoxi< 3-Metoxi = H< 

3-Fluor< 3,4-Metilendioxi< 3-Nitro< 3-Bromo< 3-Cloro< 4-Bromo< 4-Cloro< 4-Nitro. 

Los compuestos que inhiben la Síntesis de A TP de agua a metilviológcno 

(Fotofosforilación) pueden actuar como inhibidores de la reacción de Hill o como inhibidores 

de la transducción de energía (lnhibidor de la u+ A TPasa) o como dcsacoplnntcs en el 

cloroplasto. Con el objeto de conocer el mecanismo de acción de las N-Isobutilcinamamidas se 

estudió el cfoclo en Ja captación de protones (figura 7). el orden de acuerdo a 150 se presenta a 

continuación 4-Metil< 3,4-Mctilcndioxi< 3-Fluor< 4-Metoxi< H< 3-Nitro< 4-Nitro< 2-Nitro< 

4-Bromo< 3-Bromo< 3-Cloro< 3-Metoxi. Se encontró que el orden de inhibición de los 

derivados en la síntesis de A TP es diferente a la captación de protones. 

Para continuar la caracterización de las N-Isobutilcinamamidas sobre la fotosíntesis se 

determinó su efecto en el flujo de transporte de electrones basal (Figura 8), ya que esta 

actividad fue inhibida y presenta el siguiente orden 3-Nitro=4-Bromo< 3-Fluor< 3-Metoxi< 3-

Bromo< 3,4-Metilcndioxi< 4-Cloro< 4-Metik 4-Mctoxk H< 2-Nitro< 3-Cloro< 4-Nitro. 

Notcsc que el orden d~ inhibición de ésta actividad es diferente a las otras dos actividades 

mencionadas antcriom1en.tc. 

En la (figura 9) se observa el efecto inhibitorio sobre el fl~jo de electrones fosforilantc con 

el siguiente orden de potencia inhibitoria 3-Fluor< H< 4-Mctil< 3,4-Metilendioxi = 2-Nitro< 

3-Cloro< 3-Mctoxi< 4-Bromo = 3-Nitro = 4-Cloro< 4-Metoxi< 3-Bromo< 4-Nitro. Este orden 

es diferente a las demas actividades descritas. 

Finnlmente en la (figura JO) se muestra el efecto inhibitorio de los diferentes derivados de 

N-Isobutilcinamamidas sobre el transporte de electrones desacoplado, siendo el siguiente 

orden 4-Cloro< 3-Fluor< 3-Nitro< 3-Bromo< 3-Cloro< 4-Nitro< 2-Nitro< H< 4-Mctik 3,4-

Mctilendioxi< 4-Bromo< 4-Mctoxi< 3-Mctoxi. 
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Figura 6. Efecto de los diferentes sustituyentes de N-lsobutilcinamamidas en la slntesis de 
ATP de H20 a MV. 4-MeUI (11), 3-Fluor (9). H (Á), 3-Bromo ("Y), 3-Nitro {•), 
3,4-MeUlendioxi (+), 3-Cloro {K), 4-Nitro !*l. 3-Metoxi (-). 4-Metoxi ( 1 ), 4-Bromo (Q, 2-Nitro (t.), 
4-Cloro {V). Los valores de los conlroles en µmoles de H+ /mg cht.hr son: 665, 665, 665, 665, 

665, 665, 222, 222, 193, 193, 193, 193y193 respectivamente. 
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Figura 7. Efecto de los diferentes sustituyentes de N-lsobutilcinamamidas en la captación de 
protones de H20 a MV. 4-Metil (•), 3-Fluor (e), H (.A.), 3-Bromo ('~). 3-Nitro (+), 3,4-
Metilendioxl (+), 3-Cloro (x), 4-Nitro (*), 3-Metoxi (·), 4-Metoxi ( 1 ), 4-Bromo (q, 2-Nitro (fl), 4-
Cloro (V'). Los valores de los controles en µeq de H+ /mg chl.hr. son: 61, 2.68, 2.68, 39, 2.68, 

108, 108, 187, 61, 187, 108, 108 y 108 respectivamente 
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. Figura 8. Efecto de los diferentes sustiluyenles de N-lsobutilcinamamldas en el transporte de 
electrones basal de HzO a MV. 4-Metil (a), 3-Fluor (e), H (•). 3-Bromo (,..), 
3-Nitro (+), 3,4-Melilendioxi (+), 3-Cloro (•), 4-Nilro <*J. 3-Metoxi (-). 4-Metoxi ( 1 ), 
4-Bromo (et, 2-Nitro (l>), 4-Cloro (17). Los valores de los controles en µeqe· /mg chl.hr son: 261, 
144, 391, 261, 261, 144, 144, 261, 261, 112, 112, 533y112 respectivamente. 
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Figura 9. Efecto de los diferentes sustituyentes de N-lsobutilcinamamidas en el transporte de 
electrones fosforilante de H20 a MV. 4-Metil (•). 3-Fluor (e), H (A}, 3-Bromo (T), 
3-Nitro {+), 3,4-Metilendioxl (+), 3-Cloro (x), 4-Nitro (*). 3-Metoxi (-), 4-Metoxi ( 1 ), 

4-Bromo (o), 2-Nitro (t.), 4-Cloro (V'). Los valores de los controles en µeqe- /mg chl.hr. son: 

533,160, 533, 122, 122, 533, 122, 146, 282, 157, 146, 282 y 198 respectivamente. 
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Figura 10. Efecto de los diferentes sustituyentes de N-lsobutilcinamamidas en el transporte 
de electrones desacoplado de H20 a MV. 4-Metil (•), 3-Fluor (8), H (.A), 
3-Bromo (T), 3-Nitro (+), 3,4.Metilendioxl {+), 3-Cloro (•), 4-Nltro (*), 3-Metoxl (-), 
4-Metoxl ( 1 ), 4-Bromo {q, 2-Nitro (6), 4-Cloro (V). Los valores de los controles en µeqe· /mg 

chl.hr. son: 1308, 916, 1308, 889, 916, 1165, 823, 1882, 1165, 916, 916, 1388 y 1165 
respectivamente. 
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Todos los derivados de N-Isobutilcinamrunidas inhiben las diferentes actividades 

fotosintéticas determinadas (figura 6 a la 10), estos resultados indican que estos compuestos 

son inhibidores de la reacción de Hill. Para observar mejor estos efectos en los que se inhiben 

todas las actividades como transporte de electrones basal, desacoplante, fosforilante, síntesis 
de ATP y captación de protones ver (figura i 1) donde se trazó una recta de la velocidad contra 

concentración de cada uno de los compuestos. 
Con objeto de localiznr que enzima redox inhiben las N-Isobutilcinamamidas se seleccionó 

al derivado 3-Metoxi, para estudiar su efecto en el fotosistema 1 (FSl) y fotosistema 11 (FSll). 

En In (figura 12) se visualiza una inhibición parcial de ambos fotosistcmas, siendo mayor la 
inhibición del fotosistema 1 (20%) y para el FSll (15%). Para localizar los sitios de inhibición 

FSI y FSII se efectuaron las siguientes reacciones parciales de H20 a SiMo se inhibio hasta un 

10% , DPC a DPIC 32% estas 2 últimas determinaciones indican que el 3-Metoxi inhibe a 

nivel de fotólisis del H20 y entre P680 y QA, la suma de ambas es la responsable de la 

inhibición que se encontro en el FSll en la misma figura se nota que la inhibición de FSI, y de 

TMPQH2 a MV es similar en cada inhibición, lo que indica que el compuesto no inhibe a 

nivel de PQ de la cadena redox en FSI. El flujo de electrones de PMS reducido a MV es 

inhibido un 7% a 300µ~. estos datos indican que el fSI inhibe a 2 niveles enzimáticos uno en 

el complejo b6/f o PC y el otro entre P700. al lado aceptar del FSI, el conjunto de datos que se 

presenta en la (figura 6) indican que el compuesto inhibe en 4 sitios diferentes y la suma de 
estas inhibiciones parciales contribuye u la inhibición total en el flujo de electrones de H20 a 
M.V. 
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Figura 11. Efecto de N-lsobutilclnamamldas en las reacciones de la fotoslntesls de H20 a 
MV. T.E.F.(11), T.E.B.(e), T.E.D.(Á), C.P. ( ... ), Slntesis de ATP. (+). T.E. µeqe· /mg chi.hr. 
A.T.P. µmoles de H+ /mg chl.hr. C.P. µeq H+ /mg chl.hr. 
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Figura 11. Efecto de N-lsobutilcinamamidas en las reacciones de la fotosíntesis de HzO a 
MV. T.E.F.(11), T.E.B.(e), T.E.D.(A.), C.P. (T), Slntesis de ATP. (+). T.E. µeqe· /mg chl.hr. 
A.T.P. µmoles de tt+ /mg chl.hr. C.P. µeq tt+ /mg chl.hr. 

48 



K 

o~~--~~=-
lt.MirlUla~l">t 

Figura 11. Efecto de N-lsobutilcinamamidas en las reacciones de la fotosíntesis de H20 a 
MV. T.E.F.(11), T.E.B.(e), T.E.D.(.A.), C.P. ('f'), Síntesis de ATP. (+). T.E. µeqe· /mg chl.hr. 
A.T.P. µmoles de H+ /mg chl.hr. C.P. µeq H+ /mg chl.hr. 
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[3-MEfOXI N-ISOBUTILCINAMAMIDA) µ!vf 

Figura 12. Efecto del [3-Metoxl N-lsobutilcinamamida) en el transporte de electrones del FSI 
y FSll. H20 a MV (•), DCIP a MV (A.), TMPQH2 a MV ('9'), PMS a MV (x), H20 a DCIP (•), 
H20 a SiMo (+), DCP a DCIP (+). Los valores de tos controles en µeqe· /mg chl.hr.son: 1760, 

2150, 7466, 1500, 325, 1133 y 44 respectivamente. 
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Relación estructura-actividad. 

· Los estudios realizados a familias de herbicidas han encontrado que el grupo amida juega 

un papel muy importante en la actividad biológica, ya que la inhibición de la fotoslntesis se 

visualiza que ocurre entre el par de electrones libre del nitrógeno del herbicida y la deficiencia 

de electrones del grupo carbonilo de la amida. 

La finalidad de sintetizar diferentes derivados de N-Isobutilcinamamidas fue observar 

como los diferentes sustituyentes afectaban la fotosíntesis, también se trató de correlacionar la 

estructuraMactividad. Comparada con la NMlsobutilcinamamida que no tiene sustituyente, se 

realizaron experimentos para obtener los coeficientes de partición de cada uno de los 

compuestos, se llevo a cabo por el método espectrofotométrico, los resultados obtenidos nos 

dieron una visión más amplia de como cada sustituyente en algunos potencia y en otros 

disminuye. Se procedió a detcnninar los coeficientes de extinción de los compuestos, 

realizando curvas estandar a concentraciones de 6µM, 12µM, l SµM, l 8µM, 24µM, leyendo la 

absorción a la longitud de onda máxima de cada compuesto, con los datos obtenidos se trazo 

una gráfica de concentración contra absorbancia, después se realizo una regresión lineal, la 

pendiente de esa recta es el coeficiente de extinción (tabla 3), con la ley de Lambert-Beer (A=e 

le) obtener la concentración que se obtuvo en la fase del octanol y por diferencia obtener la 

concentración en la fase acuosa. Se sabe que el coeficiente de extinción es dependiente de la 

polaridad del disolvente orgánico, de la longitud de onda. Los resultados de coeficiente de 

partición contribuyen a dar una explicación de como los diferentes sustituyentes potencian o 

disminuyen la actividad afectada en la fotosíntesis; los valores obtenidos del coeficiente de 

extinción E molar, y coeficiente de partición 7t se encuentran en la (tabla 3), los valores 

positivos den {coeficiente de partición) indican que el sustituycnte es liposoluble ( lipofilico, 

apolar). y valores negativos que son hidrosolublcs o hidroíllicos. Los. resultados de los 

coeficientes de partición n de los diferentes compuestos ordenados de menor a mayor son: 4-

Metil < 4-Nitro < 3-Nitro < 4-Bromo < 2-Nitro < 3-Cloro < H < 4-C!oro < 4-Metoxi < 3-Fluor 

< 3-Metoxi < 3,4MMctilendioxi < 3-Bromo. 

Los valores de n negativos de los sustituycntcs son 4MMetil, 4-Nitro, 3MNitro, 4-Bromo, 2-

Nitro, 3-Cloro, indican que estos compuestos son hidrosolubles. Por otro lado, se obtuvieron 

valores de n positivos con los siguientes sustituycntes 4-Cloro, 4-Metoxi, 3-Fluor, 3-Mctoxi, 

3,4MMetilendioxi, y 3-Bromo, indican que estos compuestos son liposolubles. Posteriormente 

se utilizo al que no tiene sustituycnte el hidrógeno dandole un valor de cero de 7t al obtener lns 

diferencias logoritmicas de P entre el sustituyente y el estandar que no tiene derivado ya que 
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este se comparo con todos los compuestos. Los valores de los sustituyentes 1t positivos nos 

indican que estos son más afines a la fase del oclanol (Lipofllicos), y valores de n negalivos 

eslan disueltos en la fase acuosa (Hidrofllicos). Los valores positivos de n (labia 3) son los 

compuestos que tienen mejor actividad biológica, comparando estos con los resultados que se 

obtuvieron en In inhibición de la reacción de Hill en la fotosíntesis se puede hacer una 

correlación; por ejemplo, los compuestos más activos como inhibidores de la reacción de Hill 

son 3-Metoxi, 3,4-Metilendioxi, 4-Metoxi, el átomo de oxígeno unido al anillo aromático es 

un factor detenninante para el incremento de la actividad. Con relación al 3-Fluor, 3-Bromo, y 

4-Cloro; no se encentro que fueran tan activos como el 3-Metoxi que es un compuesto muy 

activo en las diferentes actividades de la fotosíntesis. 

El efecto resonante tiene poco efecto en el log P. Los sustituyentes como 4-Metil, 4-Nitro, 

3-Nitro, 4-Bromo, 2-Nitro, 3-Cloro, no son inhibidores de la fotosíntesis tan activos como los 

anteriores; los valores de 7t calculados confinna lo anterionncnte dicho. En las amidas 

nitradas, el grupo 2-Nitro contribuye en la inhibición de la actividad fotosintética debido al 

mayor efecto desactivante que se ejerce sobre el anillo aromático. 

Otro de los parámetros importantes en la relación estructura-actividad son los parámetros 

estéricos que influyen en la actividad biológica, hay mayor impedimento estérico cuando la 

posición del sustituyentc esta en posición .o.ttQ que en xru:.ta o ¡mm por lo que en Jos diferentes 

sustituyentes utilizado.s In posición m.c..ta es Ja más favorable para aumentar el porcentaje de 

inhibición debido a que este sustituyente se encuentra separado de la wnida no interaccionan 

entre si como lo es con la posición Jll1Q; con objeto de obtener una mayor potenciación de la 

inhibición de la aclividad biológica con los derivados de la N-Isobulilcinamamida. 
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Tabla 3. Con los coeficientes de extinción y coeficientes de partición de los diferentes 
derivados de N-lsobutilcinamamidas. 

Compuesto Coeficiente de extinción Coeficiente de.p:.nición 

E µmoles/cm· 1 7t 

4-Mctil 0.02507 -0.52 

4-Nitro 0.02355 -0.44 

3-Nitro 0.3056 -0.39 

4-Bromo 0.02901 -0.37 

2-Nitro 0.02187 -0.29 

3-Cloro 0.0241 -0.04 

H 0.02376 0.00 

4-Cloro 0.0271 0.06 

4-Metoxi 0.02258 0.32 

3-Fluor 0.02297 0.41 

3-Metoxi 0.02153 0.94 

3 ,4-Metilendioxi 0.01742 1.83 

3-Bromo 0.02381 2.24 
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10. CONCLUSIONES 

l. Se sintetizo N-Isabutilcinamamida y 12 derivadas can diferente sustituyente: 

3,4-Metilendioxi, 3-Fluor, 3-Metoxi, 4-Metaxi, 4-Broma, 3-Bromo, 4-Metil, 4-Claro, 3-Clora, 

4-Nitro, 3-Ni!ro y 2-Nitro. las cuales se ca~acteriwron analitica y espectroscópicamentc (UV 1 

RMN,IR). 

2. Se evaluó el efecto de los compuestos sintetizados en las diferentes actividades de la 

fotosíntesis como son: transporte de electrones basal, fosforilantc, desacoplado, síntesis de 

ATP y captación de protones, se encontró que todos los compuestos son inhibidorcs de la 

reacción de Hill ya que inhiben todas las actividades de Ja fotosíntesis. 

3. Al inhibidor de la reacción de Hill más activa de acuerdo al transporte de electrones 

desacoplado, (3-Metoxi) se le ubicó el sitio de inhibición en las reacciones parciales de la 

cadena redax, el 3-Metaxi inhibe a nivel de fatólisis del H10 y entre P680 y QA, la suma de 

ambas es la responsable de la inhibición en el FSII, y en el FS! se inhibe en 2 niveles 

enzimáticos uno en el complejo B6ff o PC y el otro entre P700. el compuesto inhibe en cuatro 

sitios diferentes y la súma de estas contribuye a la inhibición total en el flujo de electrones de 

H10aMV. 

4. Los estudios realizados de estructura-actividad indican que c1 grupo amida le confiere un 

papel importante que interacciona con las en?.imas rcdox que intervienen en la fotosintesis y 

así inhibirlas, aunque el sitio de inhibición de las N-lsobutilcinamamidas cambia en 

comparación a los herbicidas comerciales sintéticos ya que estas inhiben en QB, al menos en 

el caso del derivado 3-Metoxi que inhibe en cuatro sitios diferentes. 

S. Los coeficientes de partición de cada, uno de Jos diferentes sustituyentcs dctcnninados 

nos dan la relación que existe entre la actividad biológica con los parámetros fisicoquímicos, 

los compuestos que favorecen más son: 3,4-Metilcndioxi, 3-Metoxi, 4-Metoxi, Ja presencia de 

un átomo de oxígeno dentro del anillo aromático es un factor detcnninantc para el incremento 

de la actividad y además estos coeficientes indican el tipo de interacción que se establece con 

las enzimas rcdox, en un ambiente apolar o hidrofóbico; indicando que los compuestos 

lipofllicos seran más activos. 
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6. Los compuestos nitrados favorecen poco la actividad, el 2-Nitro es el que presenta 

mayor efecto en comparación al 3-Nitro y 4-Nitro, esto puede ser debido ni mayor efecto 

desactivante que ejerce sobre el nnilto aromático. 

7. Los compuestos halogenados favorecen la actividad pero no son tan activos como los 

metoxilados, la posición mm es importante. 

8. El grupo metilo no favorece la actividad inhibitoria, ya que disminuye la potencia. 
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11. PROPUESTAS. 

Se sugiere q~e se continue sintetiz.ando N~Isobutí1cim1mamidas con diferente sustituyente 

en posición meta y para, también que los compuestos que no contengan doble ligadura 

conjugada con la amida 

Para poder dar una explicación más exacta de como influyen los diferentes sustituycntcs en 
las N~Isobutilcinamamidas es necesario realizar estudios fisicoqufmicos de los siguientes 

parámetros: momento dípolar, cstéricos y electrónicos. 

Se recomienda que se contínue el estudio de estos derivados de N~Isobutilcinamamidas 

para conocer que otros pardmetros son importantes para incrementar Ja potencia herbicida y 

caracterizar bioqufmicamente los otros compuestos en las reacciones parciales, para 

determinar si alguno de los derivados presenta otro sitio de inhibición. También que se 

continuc con los estudios de genninación in vivo y en vitro de los compuestos 
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12.APENDICE 

12.1. Abreviaciones 

A 

ADP 

ATP 

Chl 

e 
Cytf 

DBMIB 

DCMU 

DCIP 

Fd 

K3Fe(CN)6 
Feo 

FSI 

FSll 

HE PES 

HCI 

IR 

iso 
KCN 

1 
M.V 
µeq 

µeqe/mgchlhr 

7t 

P680 

P700 
re 
PMS 

PQ 

QA 
Qs 

Absorbancia. 

Adenosina difosfato. 
Adenosina trifosfüto. 

Clorofila. 

Concentración. 

Citocromo f. 

2,S-Dibromo-3-Metil-6-lsopropil-p-Benzoquinona. 

(3,4-Diclorofenil)- I, 1-Dimetilurea. 

2,6-Diclorofenol-Indofcnol. 

Coeficiente de extinción. 

Ferrodoxinn 

Ferricianuro de potasio. 

Feofitina. 

Fotosistcma l. 
Fotosistcma 11. 

Ac. N-Hidroxietilpiperizina-N-2-Etanosulfonico. 

Acido clorhldrico. 

Infrarrojo. 

SO % de Inhibición. 
Cianuro de potasio. 

Longitud. 

Metilviologeno. 

Microequivalentcs. 

Microequivalentes de electrones por miligramo de clorofila por hora. 
Coeficiente de partición. 

Centro de reacción del FS Il. 

Centro de reacción del FS l. 

Plastocianina. 

N·metilfennzina mctosulfato. 

Plastoquinona. 

Accptor electrónico primario del FS I!. 

Accptor electrónico primario del FS 11. 
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QSAR 

RMN 
SiMo 

SOCl2 

S02 
T.E.B 
T.E.D 

T.E.F 
uv 

Analisis cuantitativo estructura-actividad. 
Resonancia magnética nuclear. 
Silicomolibdato de sodio. 
Cloruro de tionilo. 
Dioxido de azufre. 

Transporte de electrones basal. 
Transporte de electrones desacoplado. 
Transporc de electrones fosforilante. 
Luz Ultravioleta. 
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12.2. Espectros de RMN. 

~,:...c.__:.=:;_7~:.-'-17!-~.;~-~-~,.--:.-~~~:~¡-,-._:-_='.~=~.~~'~:-~:-~,.~. ""1-o>....,llC....:.~~ 

Espectro 'i. ¡;.¡:1sóhuiii+i'énil-2(Ii)pro¡ieñaiilldii. 

59 



60 



61 



62 



.. _\.:.. ... --r ....... . 

&~~~ 10. N.:fsob~til-3-b-Ni;.-;;fenil):2(E)p;.,pcn~ida.' 
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__ .. ________ _, ________ -- - ·- .. ··--·····- -

És1~ec~~·¡·i~-N-Isob~~i·l~3-(~~ÑÍ;o-fenÍ.1}~;cE)¿r~~~~id~--
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Espectro 13.N-lsobutil-3-(3-Fluorfenil)-2(E)propenwnida. 
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