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RESUMEN 

En la búsqueda de nuevas sustancias con propiedades herbicidas se investigó el 

efecto de los compuestos derivados del ácido quínico y ácido bórico en actividades 

fotosintéticas en la fase luminosa de la fotosíntesis. Las diferentes actividades 

fotosintéticas en que se midió el efecto fué en cloroplastos que son: 

Captación de protones 

Síntesis de ATP 

Transporte de electrones (basal, fosforilante y desacoplante). 

Estos experimentos indican el tipo de mecanismo de acción de los compuestos y 

permiten clasificarlos como: desacoplantes, inhibidores de la reacción de Hill o inhibidores 

de la transferencia de la energía. 

Los compuestos derivados del ácido quínico, ácido bórico y metabolitos de la ruta 

del ácido shildmico que se estudiaron son: ácido gálico, ácido shikímico, ácido bórico, 3,4 

fenilboronato quinida, 3,4 isopropiliden quinida, borato del ácido quínico, borato splro del 

ácido quínico, ácido fenilborónico y el inositol. 

Los estudios se realizaron en cloroplastos aislados de hojas de chicharos (Pisum 

sativum) como se describe en la literatura"), se suspendieron en una solución de sorbito! 

0,35 M, cloruro de magnesio 5 mM, cloruro de potasio 50 mM la cual se tamponó a pH=8,0 

con tricina 1 mM, se adicionó metilviológeno 50 pM como aceptor artificial de electrones 

para la reacción de Hill. Se determinó la concentración de clorofilas A y IB 

espectrofotométricamente(3); el transporte de electrones no cíclico de agua a 

metilviológeno"); la captación de protones y la síntesis de ATP se determinaron de 
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acuerdo a métodos ya informados(5). Se midieron en fotosistemas I y 11(3), flujo de 

electrones de agua a silicomolibdato de potasio(6) como se ha reportado. 

Se encontró que el ácido bórico no afecta las actividades fotosintéticas y que los 

demás compuestos se pueden clasificar como: 

Compuesto Actividad 

Borato spiro del ácido quinico desacoplante 

3,4 Fenilboronato quinida desacoplante 

Ácido gálico desacoplante 

Inositol desacoplante 

Borato del ácido quínico inhibidor de la reacción de 
Hill. 

3,4 lsopropiliden quinida inhibidor de la reacción de 
Hill. 

Ácido fenilborónico inhibidor de la transferencia 
de energía 

Ácido shikimico inhibidor de la transferencia 
de energía 

El borato del ácido quínico es un inhibidor de la reacción de Hill que presenta 

mayor inhibción en el fotosistema I e inhibe la enzima Q8  o Po. 
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CAPITULO 1 

1.1 INTRODUCCIÓN 

En la actividad agrícola se requiere el uso de herbicidas para controlar y exterminar 

malezas que compiten por el agua, los nutrimentos del suelo y por la disponibilidad de la 

luz solar, reduciendo la calidad y productividad de los vegetales útiles. 

La mayoría de los herbicidas que se utilizan a nivel nacional son compuestos que 

en otros países ya no se usan dada su baja biodegradabilidad, y varios de ellos son 

tóxicos para toda forma de vida, y debido a que por su uso constante se acumulan en el 

suelo y evitan el crecimiento de plantas. La aplicación continua de un tipo de herbicida 

induce resistencia en las malezas por lo que se recomienda la rotación de cultivos y el uso 

de diferentes tipos de herbicidas. 

Los sitios de inhibición de los herbicidas son desconocidos a nivel molecular, sin 

embargo, se ha informado que muchos actúan a nivel de la fotosíntesis, biosíntesis de 

microtúbulos, biosíntesis de carotenos e inhibición de una enzima en diferentes vías 

metábollcas. Por otro lado, se sabe que los herbicidas que actúan a nivel de la 

fotosíntesis presentan baja toxicidad en mamíferos(7)  dado que el aparato fotosintético 

(cloroplastos) solo se encuentran en plantas y algas. 

Dados los problemas de contaminación de suelos por la acumulación de los 

herbicidas utilizados en la agricultura y dada su baja biodegradabilidad, surge el interés 

de buscar herbicidas de origen natural que causen efectos mínimos en vegetales útiles 

y en mamíferos, que sean biodegradables, de baja toxicidad, eficientes, estables en 
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diferentes condiciones de suelo, agua y temperatura y que no induzcan resistencia en las 

malezas. 

1.2. ANTECEDENTES 

Dentro de este contexto se ha seleccionado un grupo de compuestos derivados del 

ácido quinico y del ácido bórico. La elección de este grupo se debe a que el ácido 

quinico(84)  es un metabolito que se acumula en plantas unido a fenoles que intervienen 

en la regulación del crecimiento vegetal y aunque no se sabe especificamente el papel 

que desempeña el ácido quinico, se tiene información respecto a que se encuentra en 

microorganismos y plantas que biosintetizan amnoácidos aromáticos los cuales utilizan 

este ácido como fuente de carbono en condiciones de estrés. Adicionalmente, se ha 

reportado que el ácido quinico se comporta como un desacoplante(1°. 11)  débil en la 

fotosíntesis, por lo que resulta interesante extender este estudio a otros compuestos con 

estructura similar, a compuestos derivados del ácido quinico y ácido bórico e investigar 

su comportamiento y la influencia que presentan en el desacoplamiento de la 

fotofosforilación del cloroplasto. 

El grupo de compuestos estudiados es el siguiente: ácido gálico, ácido shikimico, 

3, 4 fenilboronatoquinida, 3,4 isopropilenquinida, borato del ácido quínico, boratospiro del 

ácido quinico, ácido bórico, ácido fenilborónico e inositol. 

Entre los compuestos estudiados esta: el ácido gálico constituyente de tejidos 

vegetales, ácido shikimico, el cual se encuentra relacionado estructuralmente con el ácido 

quinico (figura 1.1), el ácido shikimico es un intermediario en la síntesis de aminoácidos 

aromáticos en plantas y microorganismos. 



OH 

OH 
	

OH 
	

OH 

ACIDO QUINICO 
	

ACIDO SHIKIMICO 

Figura 1.1. Ácido quínico y ácido shikimico. 

En la ruta de síntesis de aminoácidos aromáticost12  el primer paso en la ruta 

del shikimato es la reaccón entre la D-eritrosa y el fosfoenol-piruvato para producir el 

3-deoxi- 2-ceto-D-arabino heptulosonato 7-fosfato, este compuesto posteriormente se 

cicla a ácido 5-deshidroquinico. Este producto intermediario se convierte luego en 

ácido shildmico, el cual, pasando por varios compuestos fosforilados, se transforma en 

ácido corismico, en el que se produce una importante ramificación; una de las ramas 

conduce al ácido antranilico y después al triptófano, mientras que la otra lleva al ácido 

prefénico, el cual es un compuesto no aromático. El ácido prefénico puede 

aromatizarse por dos caminos: 1) por deshidratación y descarboxilación simultánea, 

produciendo ácido fenilpirúvico, que es el precursor de la fenilalanina, y 2) por 

deshidrogenación y descarbixolación, produciendo ácido p-hidroxifenilpirúvico, 

precursor de la tirosina. 
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Figura No. 1.2. Ruta del shikimato de síntesis de aminoácidos aromáticos. 



También se han seleccionado compuestos derivados del ácido quínico y el ácido 

bórico como: 3,4 fenilboronato quinida, 3,4 isopropiliden quinida, borato del ácido 

quínico, borato spiro del ácido quiníco, ácido bórico, ácido fenílboróníco y el ínclito!. 

Es importante mencionar que la elección de estudiar compuestos derivados de 

boro se debe a que es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas. El 

boro1131  tiene un papel importante en el transporte de carbohidratos con efectos sobre 

la transpiración (a través del control en la formación de almidón y azúcar), metabolismo 

de carbohidratos, desarrollo de células y elongación, síntesis de proteínas y formación 

de aminoácidos. Además se sabe que una deficiencia de Boro en la planta causa una 

disminución en la producción de almidón y azúcar, retarda el nuevo crecimiento y 

desarrollo y afecta la bomba de Ca y K, transpiración y transporte de los nutrimentos 

en la fotosíntesis. 

Otros estudios han sugerido que el bord131  es efectivo para incrementar la 

producción y calidad de almacenaje del ajo. 

Debido a las propiedades fisicas y químicas del boro, actualmente es usado en 

quimiderapias114.  15). Se ha desarrollado una terapia contra el cancer llamada "Terapia 

de captura de neutrones por Boro (BNCT)", esta terapia requiere de ligantes 

específicos para las células tumorales para lograr la selectividad tumoral requerida, 

para ello se han estudiado análogos de boro con nudeósidos, nucleólidos, 

aminoácidos, péptidos porfirinas, etc. 

Para que un herbicida salga al mercado se requiere de mucho tiempo y la 

realización de muchos estudios. Una tase de estos estudios es la que se presenta en 

este trabajo y consiste en la determinación de los efectos que presentan los 
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compuestos, en las diferentes actividades fotosintéticas en cloroplastos de hojas de 

chícharos. 

La fotosíntesis es un proceso muy complejo en el cual intervienen una serie de 

enzimas localizadas en la estructura membrana! de tilacoides y en la fase acuosa del 

estroma de los cloroplastos. Estamos interesados en identificar los efectos que tienen 

algunos compuestos en los eventos fotosintéticos de las enzimas redox del tilacoide 

del cloroplasto de plantas superiores, por lo que es necesario describrir brevemente 

la morfología de ellos así como la serie de reacciones que ocurren en el proceso de la 

fotosíntesis. 

1.3. MORFOLOGIA DE CLOROPLASTOS 

Los cloroplastos existen en una gran variedad de formas esféricas, elíptica o 

discoidal, tiene un diámetro de 4 a 10 pm.1161  

Los cloroplastos están rodeados por una envoltura constituida por un sistema 

de doble membrana; la membrana externa es una barrera permeable que regula la 

entrada y salida de los sustratos y productos de la fotosíntesis, la membrana interna 

presenta una gran organización estructural con regiones muy compactas que tienen 

aspecto de disco, estas pilas reciben el nombre de grana, y los discos, se llaman 

tilacoides. Las pilas de grana están comunicadas entre si por estructuras lamelares 

llamadas intergrana. La membrana de los tilacoides está formada por una bicapa 

lipidia es la que se encuentran los complejos cosechadores de luz (LHC), los 

fotosistemas I y II, el complejo de citocromos y el complejo adenosin trifosfato sintetasa. 
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Los sistemas membranales están estructurados de acuerdo al modelo del 

mosaico que consiste de una capa de fosfolípidos en donde las cadenas hidrofóbicas 

se orientan hacia el interior y las cabezas polares hacia el exterior, en estas 

membranas es donde se lleva a cabo la reducción del nicotinamida 

adenosinadinucleótidofosfato (NADP4 ) y la síntesis del trifosfato de adenosina (ATP), 

necesaria para la fijación y asimilación de CO2. 

En el interior del organelo se encuentra la matriz o estroma que contiene a las 

enzimas solubles que catalizan las reacciones oscuras de la fotosíntesis, enzimas para 

el metabolismo, ácidos nucleicos (DNA, RNA), ribosomas y gránulos de almidón. 

Las regiones apiladas y las laminillas del estroma contienen cerca del 30% de 

la clorofila, tiene la mayor parte del fotosistema I y del complejo de ATP sintasa (Cfo-

Cy y sólo un 10-20 % del fotosistema 11(171  

1.4. FOTOSÍNTESIS 

Es el proceso que realizan algas y las plantas superiores, utilizando energía 

solar, agua, sales minerales y dióxido de carbono atmosférico para elaborar 

carbohidratos y oxigeno. 

2H20 	+ 4H+  + 02 

La fotosíntesis convencionalmente se divide en dos fases: la fase oscura y la 

fase luminosa. 

La fase oscura se lleva acabo en el estroma del cloroplasto, comienza con la 

fijación de dióxido de carbono a la ribulosa 1-5 difosfato catalizada por la ribulosa 1,5 

difosfato carboxilasa en plantas C3  y que es convertido en varios pasos catalíticos a 
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hexosas en el ciclo de Calvin.(18)  

La fase luminosa, mejor conocida como reacción de Hill o cadena transportadora 

de electrones o cadena redox, consiste de reacciones dependientes de la luz que 

involucran la absorción de energía (en forma de luz), transferencia de energía por los 

pigmentos, separación de cargas por el par centro de reacción-aceptor primario, 

transporte de electrones en enzimas redox, creación de gradiente electroquímico de 

protones, utilización de este gradiente para síntesis de ATP y reducción de NADP+.(19)  

Estas reacciones se llevan a cabo en la membrana de los tilacoides con la 

participación en serie del fotosistema I y II y cuya discusión es más relevante en el 

presente trabajo. 

PIGMENTOS FOTOSINTÉTICOS 

En la membrana de los tilacoides del cloroplasto se encuentran localizados los 

pigmentos cosechadores de luz o pigmentos antena, su función es proveer a la planta 

de un eficiente sistema de absorción de luz a través de todo el intervalo de luz visible. 

Los pigmentos antena absorben luz dando inicio al proceso de la fotosíntesis, 

el proceso de convertir un fotón de energía luminosa en energía química ocurre en 

sitios denominados centros de reacción, estos sitios tienen una organización y posición 

bien definida en la membrana. 

Hay dos tipos de centros de reacción: el centro de reacción del fotosistema 1 y 

el centro de reacción del fotosistema II, los centros de reacción contienen sólo una 

pequeña fracción de los pigmentos (aproximadamente 1%), tienen un conjunto de 
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moléculas especializadas de clorofila A, probablemente organizadas como dimeros 

unidos a proteínas, las cuales después de la excitación electrónica actúan como 

donador de electrones primario.1201  

Los pigmentos fotosintéticos dé las plantas superiores que forman parte en la 

absorción de la luz se clasifican en dos grupos: las clorofilas y los carotenoides. 

Las clorofilas son los pigmentos que dan el característico color verde a las 

plantas. La molécula de clorofila es un complejo magnesio-porfirina (tetrapirroles 

cíclicos), poseen una larga cadena lateral formada por 20 átomos de carbono que 

corresponde a un alcohol o fitol, esta cadena alifática puede interaccionar con 

proteínas y quizá con lípidos. En la transferencia de cargas las clorofilas pueden actuar 

como donadores y aceptores de electrones.111  

En las plantas superiores hay dos clases de clorofilas que son designadas como 

clorofila A y clorofila B. La clorofila A se encuentra en mayor proporción en las plantas 

superiores y todas las algas, es débilmente fluorescente, presenta diversos máximos 

de absorción en longitudes de onda larga: 660, 670, 680, 685, 695 y 720 nrn, se 

encuentra predominantemente en el fotosistema I. Las clorofilas A de longitud de onda 

corta son fluorescentes y se encuentran predominantemente en el fotosistema 10161  

La molécula de clorofila A es el componente más importante de los pigmentos 

antena y de los centros de reacción, puede actuar como aceptor de electrones 

mediante el átomo central de magnesio y como donador esencialmente a nivel de los 

grupos carbonilo. 

La clorofila 8 se encuentra en plantas superiores y en vegetales verdes, 

presenta máximos de absorción en 640 y 650 nm y la mayor proporción de ésta se 

II 



encuentra en el fotosistema II. En su estructura molecular contiene dos átomos de 

hidrógeno menos y uno de oxígeno más que la clorofila A. 

Los carotenoides son pigmentos amarillos y anaranjados, comúnmente son 

llamados pigmentos accesorios, son moléculas grandes do poliisoprenoides que 

poseen dobles enlaces conjugados; cada extremo de la molécula contiene un anillo de 

ciclohexeno sustituido insaturado. 

La función principal de los carotenoides es absorber luz en regiones del 

espectro visible en donde las clorofilas no la absorben; además ayudan a proteger a 

las clorofilas de la fotooxidación.921  

En el cloroplasto hay principalmente dos clases de pigmentos carotenoides: los 

carotenos y los carotenoles. 

Los carotenos son hidrocarburos isoprenoides, los más abundante son los r3 

carotenos y se encuentran principalmente en el fotosistema I. Los carotenoles son 

alcoholes, comúnmente son llamados xantófilas y se encuentran localizados en el 

fotosistema 11.1")  

ABSORCIÓN DE LA LUZ 

Las serie de reacciones que se llevan a cabo en la fase luminosa de la 

fotosíntesis comienza con la absorción de la luz por los pigmentos fotosintéticos de las 

plantas. 

La luz visible es una forma de radiación electromagnética que se propaga en 

forma de fotones o quanta, el contenido de energía de un fotón se representa por hu. 

Cuando los pigmentos fotosintéticos de la planta absorben luz, algunos 

electrones absorben energía y se hallan en estado excitado. La molécula excitada 
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puede seguir dos rutas, una es que regrese a su estado de baja energía o estado 

fundamental con emisión simultánea de la energia absorbida durante la excitación, en 

forma de luz (fluorescencia), como calor o mediante ambas formas; la otra ruta es que 

la molécula excitada reaccione fácilmente con otra, por lo que la molécula excitada 

puede perder un electrón que cede a la otra molécula reaccionante. 

Al absorber luz los pigmentos antena transfieren la energía, en forma de fotones, 

a los centros de reacción mediante el proceso de transferencia de energía, la eficiencia 

de esta transferencia es alta, sobre todo si se considera que la probabilidad de 

transferir un cuanto de luz entre dos pigmentos es más grande que la de competir por 

algún otro proceso tal como la fluorescencia, formación de estados metaestables o 

desperdicio fotoquímico. Como los procesos fotosintéticos ocurren en nanosegundos, 

la transferencia de la luz a través de la antena cosechadora y el sistema de pigmentos 

al centro de reacción deberán ocurrir en un tiempo mucho más corto.(21)  

Al ser absorbida la luz por la clorofila y los carotenoides es transmitida al centro 

de reacción donde es convertida en energía química produciendo un equivalente de 

una especie oxidante y otro de una especie reductora. Es entonces cuando se reduce 

el aceptor primario de electrones quedando oxidado el centro de reacción que vuelve 

a su estado original cuando acepta electrones de un donador, la repetición de este 

proceso depende de la absorción de la luz, así continúa el transporte de electrones 

desde el H20 hasta el NADP+. 
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1.5. TRANSPORTE DE ELECTRONES 

La reacción global de la fotosíntesis en la fase luminosa es un proceso no cíclico 

que conduce a la síntesis de ATP y NADPH, la reacción que se lleva a cabo la 

podemos representar de la siguiente manera: 

H2O + NADP+  + ADP + P043" 	02  + NADPH + ATP + H+  

Para que se lleve a cabo la reacción, las plantas requieren de cuatro cuantos de 

luz por cada NADP reducido y de otro a diez cuantos de luz para liberar una molécula 

de oxígeno. 

El flujo de electrones del agua al dióxido de carbono se da en contra de un 

gradiente electroquímico de 1,2 volts; cuatro electrones deben ser transferidos, uno a 

la vez,alfotoxidar dos moléculas de agua, para liberar oxigeno molecular y reducir una 

molécula de dióxido de carbono a carbohidratos. 

La reducción de NADP por el agua requiere de dos eventos fotoquímicos, los 

cuales no fotoactilan por si mismos en forma eficiente; sin embargo, su eficiencia en 

la conversión de la energía se incrementa satisfactoriamente con la intervención de los 

fotosistemas 1 y 11.1231  

Los fotosistemas 1 y 11 están conectados entre si por una serie de acarreadores 

de electrones móviles para transportar equivalentes reductores del fotosistema II al 

fotosistema 1. 

El proceso fotosintético comienza con la absorción de un fotón de luz por los 

pigmentos antena del fotosistema II, los pigmentos antena contienen de 300 a 400 

moléculas de clorofila integradas en complejos cosechadores de luz y asociados a los 
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centros de reacción. 

La energía de excitación es trasmitida por resonancia a una molécula de 

clorofila A en el centro de reacción de la unidad fotosintética, la molécula es designada 

como P680. La reacción fotoquímica del FS II reduce al aceptor primario I, el cual es una 

feofitina, generando una pareja de un oxidante fuerte- reductor fuerte, el producto es 

el par de radicales P680+  - feofitina". La feofitina transfiere inmediatamente un electrón 

a QA124)  (se produce una semiquinona), quedando 0A" reducida; P680+  al ser un 

oxidante fuerte acepta inmediatamente un electrón del donador Z oxidándolo a Z. 

El componente Z dona cuatro electrones (requiriendo cuatro fotocuantos) al 

centro de reacción P680  quedando con cuatro cargas positivas, las cuales son 

eventualmente neutralizadas por cuatro electrones provenientes de la oxidación de dos 

moléculas de agua con liberación de oxigeno y cuatro protones al medio. 

2H20 -4 dté + 4H4  + 02  

QA  reduce a Qo  (quinona unida a un polipéptido). Qs" reduce una molécula del 

almacén de plastoquinonas (la reducción total de una plastoquinona involucra 2 

electrones y 2 protones). 

La Pa  (plastoquinona) transfiere el electrón al complejo domino b6r  y 

posteriormente lo cede a la PC (plastocianina). De la plastocianina los electrones van 

del fotosistema I a través del Pm. 

P7,30  y P680  absorben simultáneamente luz por medio de sus propios pigmentos 

antena. Una vez que Pm  se encuentra en un estado excitado es capaz de donar 

electrones de uno en uno produciendo la reducción del aceptor primario de electrones 

A0, y se genera el par P700+  - 	A0-  transfiere su electrón al aceptor Al  y el P700+  
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oxidado acepta electrones de la plastocianina reducida. Al  reduce a un aceptor de 

bajo potencial que contiene Fe y que se donota como X. 

Los siguientes componentes de la cadena, que son dos centros de FeS, 

denotados como A y B aceptan electrones; el centro A (FeS) los transfiere a la 

ferredoxina que también es un centro FeS y de ésta pasan al NADP+  para producir 

NADPH. Esta última reacción es catolizada por la enzima ferredoxina-NADP+  

reductasa. 

En la reacción de Hill, además de producirse NADPH y oxígeno, se originan un 

gradiente de pH al oxidarse la molécula de agua y reducirse la plastoquinona, y un 

gradiente químico de cationes (á+) Mg++  y le. Estos cationes fluyen en sentido 

contrario a los II+  cuando se iluminan los cloroplastos; la suma de estos componentes 

proporciona la energía libre necesaria para la síntesis de ATP.(25)  

Vale la pena mencionar que X.  no siempre dona su electrón para reducir el 

NADP+  ya que puede regresar su electrón a un acarreador intermediario 

probablemente vía citocromo b6  o reducir a otras enzimas como la tioredoxina. Cuando 

el transporte ocurre de esta manera forma un circuito cerrado en el cual sólo se utiliza 

el fotosistema I y se conoce como transporte de electrones cíclico. La producción de 

energía libre para la síntesis de ATP se lleva a cabo entre Po y el cit IN y el primer sitio 

de generación de energía libre es la fotolisis del H20. 

Los productos de la reacción luminosa ATP y NADPH son utilizados para la 

sintesis de carbohidratos a partir de dióxido de carbono en el ciclo de Calvin. 

CO2  + NADPH + ATP + H+ 	(CH20), + NADP + ADP + P043+  
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En la figura 1.3 se muestra la distribucción del flujo de electrones de agua a 

NOP*  en la membrana del tilacoide.161  



1.6. COMPONENTES Y ENZIMAS REDOX DE LA REACCION DE HILL 

Las enzimas de oxido-reducción que participan en el transporte de electrones 

generalmente son más complejas en su estructura y mecanismo de acción que otro tipo 

de enzimas y por lo tanto menos conocidas dado que son liposolubles. 

La mayoría de los componentes del transporte de electrones se encuentran en 

la membrana tilacoidal del cloroplasto por lo que su extracción y purificación resulta 

difícil, razón por la cual se conocen poco químicamente. 

En el flujo de electrones de agua a oxigeno molecular participan diferentes tipos 

de enzimas y proteínas aceptores de electrones, entre ellas se pueden mencionar: 

Las ferrosulfoproteinas, son proteínas que contienen hierro y azufre en 

cantidades equimolares; reciben el nombre de centros hierro-azufre. Estas proteínas 

actúan como transportadores de electrones, la primera en descubrirse fue la 

ferredoxina(27)  cuyo potencial redox de E'0  =-0,42 V, es soluble en agua y se encuentra 

ubicada en el exterior de la membrana, funciona como acarreador de electrones hacia 

el NADP+  a través de la enzima Fd- NADP+  reductasa. 

Otros componentes de la cadena son: 

13700  cuyo potencial redox E'0  =10,43 V. Hay evidencia que demuestra que P700 

está constituido por un dímero de clorofila A' que es un epímero C 10 de la clorofila A 

unido a proteína(28)  

Ao  es el aceptor primario de electrones del fotosistema I, es una molécula de 

estructura similar a la clorofila A y probablemente también se encuentra formando un 

cibera 
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X es un aceptor de electrones que contiene hierro, su potencial redox es E'0  =-

0,73 V. Los centros hierro-azufre A y 6 presentan un potencial redox de E'0= -0,55 V 

y E0  = -0,59 V respectivamente. 

P680 está formado por un dímero de la clorofila A unido a proteína su potencial 

de reducción es alrededor de E'0  = 0.81 V. 

La feofitina es una molécula de estructura similar a la clorofila, la diferencia es 

que en la feofitina el átomo central de magnesio es reemplazado por dos átomos de 

hidrógeno. En solución se ha encontrado que la feofitina tiene un potencial alrededor 

de -0,64 V.9" 

QA  es una plastoquinona A unida a proteína que al reducirse da una 

semiquinona, la transferencia de un hidrógeno o de un electrón a una molécula de FAD 

(flavin-adenin-dinucleótido) o FMN (flavin-mono-nucleótido) conduce a la formación de 

una semiquinona o forma semireducida del flavin nucleólido.1221  

QB es una quinona tipo plastoquinona A unida a un polipéptido de 32 KD que 

además tiene unido hierro. 

La plastoquinona A (PQA) es el acarreador más abundante de la cadena 

transportadora de electrones. Hay cerca de 10 moléculas de plastoquinona991  por 

cadena transportadora de electrones, son dos quinonas liposolubles con un potencial 

redox E'0  = 0,1 V. La plastoquinona reducida es un acarreador móvil que puede 

difundirse libremente a través de la membrana regresando a la superficie interna del 

tilacoide donde la PQH2  (plastoquinona reducida) libera los protones dentro del 

tilacoide y transfiere sus electrones a cit b6f. 

Los citrocromos son proteínas transportadoras de electrones que contienen una 
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ferroporfirina, sólo se encuentra en células aeróbicas; el citocromo b6f  es un complejo 

formado por un citocromo f con un grupo hemo unido covalentemente a una proteína 

de 34 KD; dos citocromos b en el que el grupo hemo no está unido de modo covalente 

y por tanto participa en el flujo cíclico de electrones alrededor del complejo y una 

proteína con un centro hierro-azufre, a este complejo formado por tres enzimas redox 

se conoce como complejo b6f  o plastoquinona oxidase PC reductasa.(30)  

La plastocianina es una proteína que contiene un átomo de cobre por molécula, 

su peso molecular es de 10 500 daltones. En forma oxidada (Cu2+  ) tiene un 

característico color azul, su potencial redox es E'0  = 0,37 V, esta enzima se reduce a 

PC(Cd). Se encuentra fuertemente enlazada a la superficie Interior del tilacoide.(31)  

En la figura 1.4 se muestra la trayectoria de electrones de agua a NADP+  en la 

fotosíntesis. 
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1.7. SÍNTESIS DE ATP 

En los últimos años ha sido de gran controversia el tema del mecansirno por el 

cual se acopla el flujo de electrones a través de la cadena redox de la fotosíntesis a 

la síntesis de ATP. 

Se han desarrollado varias hipótesis para explicar el mecansimo por el cual el 

flujo de electrones puede dar lugar a la formación de moléculas de alto contenido 

energético. Tres son las hipótesis que han atraido una mayor atención: 

la del acoplamiento químico, la del acoplamiento conformacional y la del acoplamiento 

qulmiosmótico.132)  

HIPÓTESIS QUIMICA 

Fue la primera hipótesis propuesta para interpretar el mecanismo de la síntesis 

de ATP. Postula que durante el transporte de electrones se produce energía que se 

acopla a la síntesis de ATP, a través de un intermediario químico de elevada energía 

que involucra un enlace covalente entre este intermediario y un acarreador de 

electrones, el intermediario aporta la energía necesaria para la formación de ATP a 

partir de ADP y Pt.133)  

Esta hipótesis prevaleció durante mucho tiempo, sin embargo, tiene dos 

limitaciones. Una de ellas es que el mencionado intermediario químico de elevada 

energía no ha sido detectado y después de una intensa búsqueda se ha llegado a la 

conclusión que tal intermediario no existe. La segunda es que la hipótesis no 

proporciona una explicación acerca de que la membrana interna deba permanecer 

intacta y continua, como una vesícula cerrada, para que tenga lugar la síntesis de 
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ATP.1")  

HIPÓTESIS CONFORMACIONAL 

Postula que durante el transporte de electrones se produce un estado 

energizado de la membrana transductora. Este estado de energía o condición 

energética se debe a las diferentes concentraciones de FI*  o electrones dentro de la 

membrana, ocasionadas por la expulsión de 11+  de la membrana, durante el transporte 

de electrones. 

Tales distribuciones de carga en la membrana producen cambios en los estados 

conformacionales de las proteínas embebidas en la membrana. La energía inherente 

del estado conformacional de elevada energía de la proteína es empleado para la 

síntesis del ATP; simultáneamente las proteínas regresan a su estado original de bajo 

contenido energético. 

Una observación que favorece esta hipótesis es que la membrana tilacoidal 

experimenta cambios fisicoquímicos muy rápidos a medida que los electrones fluyen 

a través de la reacción de Hill. Asi como el CF1  que sufre cambios conforrnacionales 

en la transición oscuridad-iluminación durante la fotofosforilación detectados por 

modificación química de grupos-SH de la subunidad y, incorporación de agua tritiada 

en dicha transición, fluorecencia en una de las conformaciones de fluoroforos, aunque 

no han reportado una correlación A conformación y síntesis de ATP.122: 35)  

HIPÓTESIS QUIMIOSMÓTICA 

Gran parle de los resultados que existen en la literatura relacionan a la hipótesis 

quimiosmótica como el mecanismo básico de la fosforilación. 

La hipótesis quimiosmótica postilla que' 
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La membrana constituye una parte integral del mecanismo de acoplamiento 

entre el transporte de electrones y la síntesis de ATP, debe estar intacta y con baja 

permeabilidad a protones en una membrana acoplada para una óptima 

fotofosforilacion .(6)  

Las enzimas redox transportadores de electrones se encuentran formando parte 

de la estructura membrana) del tilacoide, dispuestos asimétricamente en la membrana 

de tal forma que las reacciones puedan operar vectorialmente, en dirección definida, 

es decir que las reacciones en las que reaccionan protones con los acarreadores 

enzimáticos en el exterior del tilacoide (estroma) se trastoquen en la cara interna de 

la membrana tilacoide (el lumen) y durante la oxidación de los acarreadores se 

produzca un gradiente pH que posteriormente es utilizado en flujo de hif  (CF0) para la 

fotofosforllacion.(37)  

El flujo neto de protones a través de la membrana provoca que el interior sea 

más ácido y más positivo que el exterior, es decir se crea un gradiente de carga o 

potencial eléctrico (á") y gradiente de protones (ApH), que son función de la 

concentración relativa de iones a través de la membrana. A la suma de ambos 

gradientes se les denomina gradiente electroquímico o fuerza protón-motriz.(38)  

El intermediario de alta energía entre el transporte de electrones y la síntesis de 

ATP es el gradiente electroquímico de protones (Me) o fuerza protón-motriz) que se 

expresa: 

Ai.1114  = ági + (ApH) PVP 

Donde a 411+  se expresa en milivoltio, R es la constante de los gases, T la 
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temperatura absoluta y F es la constante de Faraday.(39)  

Las evidencias que apoyan esta hipótesis son: 

Cuando los cloroplastos son sometidos a la acción de luz en condiciones 

adecuadas para que realice el transporte de electrones, se puede observar que el 

medio en el que se encuentran suspendidos se hace más alcalino, debido a que los 

cloroplastos acarrean protones en el interior del tilacoide. 

Se ha comprobado que se necesita una membrana intacta e impermeable a 

protones para que se alcance el medio y después se realice la síntesis de ATP 

utilizandose el ipH. 

Se ha demostrado que durante el flujo de electrones en la cadena redox se 

acarrean protones al interior de la membrana del tilacoide llamado captación de 

protones y que la síntesis de ATP va acompañada por el movimiento de protones hacia 

el exterior, acarreados por el canal de protones CF,, que los transporta al sitio 

catalítico de CF1.(40)  

Otra evidencia que refuerza la hipótesis quimiosmótica es que al sumergir los 

cloroplastos en un medio ácido artificial, para descender su pH interno, y mezclar 

rápidamente, en la oscuridad, con un medio que contiene ADP y fosfatos tamponados 

a pH = 8,5 , se crea un gradiente de pH a través de la membrana que es utilizado 

estequiometricamente en la síntesis de ATP. En otras palabras, al imponer 

arfificialmente un gradiente de pH a través de la membrana del cloroplasto se puede 

sintetizar ATP sin necesitar energía luminosa demostrandose que la H+-ATPasa utiliza 

el gradiente de pH, que en condiciones fisiológicas es generado por la cadena redox 

cuando se ilumina con luz visible.(4°)  
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1.8. CLASIFICACIÓN DE HERBICIDAS 

Los herbicidas que especificamente inhiben la fotosíntesis, presentan baja 

toxicidad en mamíferos, por ello el aparato fotosintético es utilizado para la busqueda 

de nuevos compuestos con actividad herbicidad potencial. 7i 

Los medios por los cuales, la fotosíntesis puede ser inhibida por herbicidas 

incluye interferencias en la reproducción, desarrollo, estructura e integridad de 

cloroplastos, rutas biosintéticas y rutas involucradas en la conversión de energía 

radiante a energía química.(41)  

Los herbicidas que especificamente afectan las reacciones fotoquímicas de 

cloroplastos aislados de hojas de espinaca o chícharo pueden ser clasificados como: 

Inhibidores del transporte de electrones o de la reacción de Hill. 

Desacoplantes 

Inhibidores desacoplantes 

Inhibidores de la transferencia de energía 

Aceptores de electrones. 

INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

Los inhibidores del transporte de electrones o inhibidores de la reacción de Hill 

son herbicidas que actúan eliminando o inactivando uno o más enzimas redox de la 

cadena de oxido-reducción del cloroplasto. 

Por ejemplo, los herbicidas que interaccionan con la enzima redox QB, 
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provocan cambios conformacionales que afectan su estructura tridimensional y por 

lo tanto, provocan cambios cinéticos y termodinámicos que se manifiesta por la 

inhibición del transporte de electrones.(42)  

Dentro de esta clasificación se puede mencionar al herbicida más estudiado el 

DCMU o mejor conocido como diurón, su sitio de inhibición no ha sido identificado 

para la satisfacción de todos los investigadores y existe controversia en la literatura, 

sin embargo, se cree que interacciona con unión no-covalente a nivel del polipéptido 

de 32 KD que es donde se une la plastoquinona en la enzima QB. El diurón compite 

con QB  por el sitio de unión a la proteína de 32 KD, evitando que el electrón sea 

transferido a la plastoquinona.t43t 

Otro inhibidor conocido de la reacción de Hill es el DBMIB, que es un análogo 

de la plastoquinona, e interfiere con la función oxido-reducción de ésta. A 

concentraciones bajas (1 pM) actúa sobre el lado de la reducción de Po pero a 

concentraciones altas (> 5 pM) su acción es sobre el lado de la oxidacción de la 

plastoquinona.144)  

De los herbicidas que se comportan como inhibidores de la reacción de Hill en 

cloroplastos aislados se pueden mencionar: p-alquilanilidas, p-alquiltioanilidas, 

aminotriazinas, bis-carbamatos, ciclopropano-carboxamidas, triazinonas, piridazinonas, 

urea-carbamatos y uracilos. 

DESACOPLANTES 

Son compuestos químicos que disocian el acoplamiento entre el transporte de 

27 



electrones y la síntesis de ATP, disipando en algún punto el estado de alta energía de 

la membrana, antes de que ésta pueda ser utilizada para la formación de ATP.(41)  

Los desacoplantes permiten el flujo de electrones en ausencia de ADP, fosfato 

inorgánico o magnesio, disipan el gradiente de pH al actuar como acarreadores de 

protones, por lo tanto desaparece la energía libre que contenía épH, evitando la 

fosforilación del ADP a ATP, en cambio no afecta la velocidad del transporte de 

electrones desacoplado.(45)  

Hoy día se conocen muchos desacoplantes, la mayoría de ellos son sustancias 

liposolubles que contienen un grupo ácido y generalmente un anillo aromático, Entre 

los desacoplantes que resultan eficaces se encuentran los iones NH4`, aminas simples, 

ciertos fenoles, atebrina, clorpromazina y el único herbicida que se ha reportado que 

funciona como un desacoplante ideal de la fosforilación a pH= 8 es la perfluidona.(44)  

Otra clase de desacoplantes son los ionóforos los cuales sólo actúan si se 

encuentran presentes ciertos cationes monovalentes. Estos desacoplantes son 

llamados ionóforos debido a que forman complejos liposolubles con cationes 

específicos facilitando su transporte a través de la membrana. Los ionóforos impiden 

la fotofosforilación porque obligan a los cloroplastos a utilizar la energía que se genera 

durante el transporte de electrones para bombear los cationes como K+  y Nao  al interior 

de la matriz en lugar de utilizarla para la síntesis del ATP. De esta clase se pueden 

mencionar a los antibióticos: valinomicina, nigericina y nonactina que necesitan la,  

presencia de K4  para ejercer su efecto inhibidor, otro de ellos es la gramicidina que 

actúa tanto en presencia K4  como de Na`.(46)  
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INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE LA ENERGIA 

Son sustancias que actúan directamente sobre la fosforilación del ADP, se 

considera que interfieren en un paso terminal de la fosforilacción uniendose a el 

complejo de la W-ATPasa.(47)  

Los inhibidores de la transferencia de energía evitan tanto la fosforilación como 

el transporte de electrones fosforilante, sin embargo, la adición de un desacoplante que 

proporciona una ruta alterna para disipar el gradiente de pH, permite el flujo de 

electrones a su máxima velocidad pero no la formación de ATP ya que no hay á pH. 

Algunos de los inhibidores de la transferencia de energía se considera que interfieren 

en un paso terminal de la fosforilación, sobre el factor 1 de acoplamiento y otros los 

hacen a través del canal de protones Fo.(48)  

El factor 1 de acoplamiento o ATPasa F1  posee un peso molecular de 325 ± 6 

KD, contiene cinco clases diferentes de subunidades proteicas, se encuentra en las 

superficies membranosas del tilacoide con una estequiometrla a3  133  y 6 s (49). Juega 

por lo menos dos papeles en la fotofosforilación: cataliza el paso terminal de la 

fosforilación de ADP y la prevención de la salida rápida de protones del tilacoide.(59)  

Compuestos herbicidas que se comportan como inhibidores de la transferencia 

de energía incluyen a el Dio-9, que es un antibiótico, diciclohexilcarbodimida, tris-n-

butilcloruro, el p-cloromercurobenzoato, el doranfenicol, tentoxina, sulfatos y sintalina. 
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ACEPTORES DE ELECTRONES 

Son compuestos que compiten por los electrones con algún cofactor de las 

enzimas de la reacción de Hill, experimentando una subsecuente reducción. Esta clase 

de compuestos tales como ferricianuro de potasio, PMS y FMN son utilizados para 

estudiar reacciones parciales de la reacción de Hill, y no son fitotóxicos.t511  

Dentro de esta clase podemos mencionar a las sales de bipiridilio tales como el 

diquat y paraquat (metilviológeno) que son capaces de competir con la ferredoxina por 

dos electrones, tienen un potencial redox entre -0,3 a -0,5 V y presentan actividad 

herbicida.(52)  

DESACOPLANTES INHIBIDORES 

Los desacoplantes inhibidores son compuestos que presentan actividad de 

inhibidores de la reacción de Hill y desacoplantes. Esta clase de compuestos inhiben 

el transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplante. 

Algunos compuestos como los dinitrofenoles y alquildinitrofenoles son 

clasificados como desacoplantes, su efecto se observa a valores de pH alrededor de 

6,0 la acción se atribuye a la forma protonada del compuesto, sin embargo a pH=8 

estos compuestos se comportan como inhibidores del transporte de electrones, por 

tanto deben ser considerados como desacoplantes inhibidores.t44t 

Hay compuestos que en concentraciones altas se comportan como inhibidores 

del transporte de electrones y a concentraciones bajas presentan acción desacoplante, 
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de esta clase de compuestos se pueden mencionar a los N-fenilcarbamatos, 

acilanilidas, bencimidazoles sustituidos e imidazoles sustituidos.153)  

Una comparación del comportamiento de los inhibidores de la reacción de Hin, 

desacoplantes e inhíbidores de la transferencia de energía en cloroplastos aislados se 

muestran en la figura 1.5.148) 
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Figura 1.5. Clasificación de los herbicidas de acuerdo a su efecto en las actividades 

bioquímicas que realizan los cloroplastos. 
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1.9. OBJETIVOS 

1.- En este estudio buscamos determinar el efecto que tienen en la fotosíntesis en 

cloroplastos el ácido bórico y algunos derivados del ácido quínico: 3,4 

fenilboronatoquinida, 3,4 isopropilidenquinida, ácido fenilborónico, borato del ácido 

quínico, borato spiro del ácido quinico y algunos metabolitos secundarios de plantas 

• como: ácido gálico, inositol y ácido shikimico tienen sobre las actividades fotosinteticas 

de los cloroplastos. 

2.-Caracterizar los mecanismos de acción de los diferentes compuestos y 

clasificarlos de acuerdo a las propiedades que presenten en la fotosíntesis tales como: 

Inhibidores de la reacción de Hill. 

Desacoplantes 

Inhibidores de la transferencia de energía. 

Aceptores de electrones 

Desacoplantes Inhibidores. 

3.- Identificar el sitio de acción de estos compuestos. 



CAPITULO 2 

METODOS EXPERIMENTALES 

2.1. AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS 

El método de aislar cloroplastos intactos consiste en los siguiente: a 50 g de hojas 

de chícharo (Pisum sativum) (lavadas previamente con agua destilada y refrigeradas una 

noche a 4 °C) se les quita la vena central y los tallos, se colocan en un vaso de licuadora 

con 100 mL de medio de aislamiento a 4 °C. Este contiene: sorbitol 0,35 M, cloruro de 

magnesio 5mM y cloruro de potasio 50 mM a pH 8,0 (tricina 1mM). 

Se homogeniza durante 10 segundos a velocidad máxima con una licuadora y se 

filtra inmediatamente a través de 4 capas de gasa previamente humedecida con medio de 

aislamiento para eleminar pedazos de hojas remanentes. 

Se centrifuga 2 veces a 3500 rpm en una centrífuga Beckman 21 durante 4 min, el 

sobrenadante se elimina y la pastilla de cloroplastos obtenida se resuspende 

cuidadosamente con un pincel de fibras suaves en 1 mL de medio de aislamiento. Se 

separan los cloroplastos en alícuotas de 0,5 mL y se mantienen en la oscuridad a 4 °C 

durante una hora antes de usarlos. 

2.2. CUANTIFICACIÓN DE CLOROFILA 

Existen dos tipos de clorofila la A y la El y cada una de ellas presenta un espectro 

de absorción diferente. 

La cuantificación de clorofila se realiza por el siguiente método: 

Se adicionan 20 pL de suspensión de cloroplastos a un matraz de 5 mL y se lleva 

al aforo con acetona al 80 % (en H20 v/v), se transfiere a un tubo de centrífuga y se 
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mantiene en la oscuridad por 5 min, para extraer las clorofilas en acetona y evitar su 

degradación. Este procedimiento se hace por duplicado. Transcurrido el tiempo se 

centrifuga a 2000 rpm durante 5 min para sedimentar las proteínas y los residuos de 

cloroplastos. Se lee la absorción del sobrenadante a 645 y 663 nm en un 

espectrofotómetro, como blanco se utiliza acetona al 80 % (en H20 v/v). 

Para la cuantificación de la clorofila(54)  se utiliza la siguiente fórmula que se obtiene 

al aplicar la ley de Lamber-Beer, conociendo los valores de los coeficientes de extinción 

molar de las clorofilas a las dos diferentes longitudes de onda. 

Clorofila total (pUmL) = 8,02 A663  + 20,29 A645 

2.3. DETERMINACION DE ACTIVIDADES BIOQUIMICA 

Captación de protones 

Síntesis de ATP o fotofosforilación 

Transporte de electrones basal, fosforilante, desacoplante y reacciones parciales 

del fotosistema 1 y II. 

Para evaluar la velocidad de captación de protones y la fotofosforilación se utiliza 

un método potenciométrico. 

El equipo utilizado consiste de: un microelectrodo combinado de respuesta rápida, 

un potenciómetro de escala expandida (Corning model 12), un registrador (Beckman 

recorder) conectado al potenciómetro (a 10 mV y 1 mm/seg), un vaso termostático para 

mantener la temperatura de la suspensión constante, ya que por cada grado que aumenta 

la temperatura el pH disminuye 0,02 unidades(5), un agitador magnético que ayuda a que 

la concentración sea uniforme y la mezcla homogénea, una fuente de iluminación 
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(Proyector Kodak S-AV con una lámpara de 500 watts) que proporciona 2 x 105  ergs cm-2  

seg , una lente de Izawa que funciona como filtro de infrarrojo y que además evita el 

calentamiento de la muestra debido a lo destellos de la luz; generalmente se utiliza como 

lente de Izawa un matraz de 5 cm de espesor con agua y vestigios do sulfato de cobre. 

CAPTACIÓN DE PROTONES 

El método potenciométrico para determinar la velocidad de la captación de 

protones se basa en medir los cambios de pH o gradiente electroquímico de protones 

inducidos por la luz, en la membrana del tilacoide durante de transporte de electrones en 

la cadena redox.(5)  

La medición de la captación de protones se realiza de la siguiente manera: en el 

vaso termostático se adiciona 3 mL de una solución que contiene sorbito! 0,35 M, MgCl2  

5 mM, KCI 50 mM la cual se tampona a pH= 8,0 con tricina 1 mM. Se adiciona 20 pg/mLde 

cloroplastos , se ajusta el pH a 8 ± 0,5 con KOH 0,05 M, la suspensión se agita a 

velocidad constante y se ilumina a través de la lente de Izawa durante 1 minuto. Al 

iluminar la muestra el graficador registra los cambios de pH en función del tiempo. Cuando 

transcurre un minuto , la suspensión se deja de iluminar, se esperan 30 s y se calibra el 

sistema con una cantidad conocida c ) KOH 5 mM. 

La determinación de este ensayo sirve para medir la actividad normal de los 

cloroplastos y se denomina control. Después, en otras alícuotas se determina el efecto 

que provoca la adición de los diferentes compuestos. 

SINTESIS DE ATP O FOTOFOSFORILACIÓN 

El gradiente electroquimico (ApH) que es generado a través de la membrana del 

tilacoide al iluminar los cloroplastos, provee la energía libre necesaria para la síntesis de 
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ATP.155)  

El método potenciométrico(56)  para evaluar la fotofosforilación se basa en medir los 

pequeños cambios de pH ocasionado por la disminución de la concentración de H. En 

un intervalo de pH entre 7 y 9 la reacción puede ser expresada como: 

(ADP*3++ADF2) + (P1.24->P(1) + nH+ 	(ATP-44->ATP-3) + H2O 

donde el valor de n= (AH` /00 se calcula teóricamente. En presencia del ion 

magnesio, especialmente a pH> 7 se asume la formación del complejo de magnesio y la 

reacción puede ser expresada como: 

(ADPMg1+4ADPMg) + (Pi-24.+P(1) + 	(ATPMg-24-+ATPM11) + H2O 

La medición de la velocidad de la síntesis de ATP se realiza en forma similar a la 

descrita para la captación de protones; la diferencia radica en que la solución para 

determinar la síntesis de ATP se le adiciona ADP y fosfato de sodio de forma que las 

concentraciones finales sean 1 mM y 3 mM respectivamente. 

TRANSPORTE DE ELECTRONES 

La medición del transporte de electrones basal, fosforilante, desacoplado y las 

reacciones parciales de los fotosistemas I y II se realizan por el método polarográfico.(42' 

57) 

El equipo utilizado está constituido por un oxlmetro (YSI modelo 5300) que cuenta 

con un electrodo tipo Clerk, un graficador (Beckman recorder) conectado al oximetro, un 

vaso termostático, una lente de Izawa y una fuente de iluminación. 

El electrodo tipo Clerk está compuesto por dos electrodos, uno es el cátodo de 

platino y el otro un ánodo de plata-cloruro de plata. En el primero se lleva a cabo la 

reducción del oxígeno proveniente de la fotólisis del agua: 
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02  + 2 H20 + 	*-1 4 -OH 

El otro es un ánodo de plata-cloruro de plata donde ocurre la reacción: 

4 Ag + 4 a 4 AgCI + 4e 

Ambos electrodos están inmersos en una solución concentrada de cloruro de 

potasio cubiertos por una membrana de polietileno o talión de 25.6 p de espesor, la 

membrana es permeable a gases (oxigeno) pero no a iones. 

El usar este tipo de electrodo tiene varias ventajas, entre ellas podemos mencionar 

que las mediciones se pueden realizar fácil y rapidamente, es muy sensible a 

concentraciones bajas de oxigeno, el tener protejido el ánodo de plata evita que sea 

envenenado fácilmente por compuestos orgánicos, la superficie del electrodo está aislada 

física y eléctricamente de la muestra, además las sustancias que se depositan en la 

membrana se pueden remover fácilmente. 

Durante el transporte de electrones se miden los cambios en la concentración de 

oxígeno, éste se desprende como producto de la fotólisis del agua en la reacción de Hill. 

Para que se lleve a cabo esta reacción en doroplestos aislados se requiere de un aceptor 

artificial de electrones. Las reacciones que se llevan a cabo se representan de la 

siguiente manera: 

2 1420 + 2 Mv -9 2 Mv H2  + 02  

2 MvH2  + 2 02  -• 2 H20 

donde Mv es metilvológeno. 

La reacción global, reacción de Melher, es un caso especial de la reacción de 

HUI.")  
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2 1120 + 02  -* 2 11202  

La medición de los transportes de los electrones basal, fosforilante, desacoplado 

y las reacciones parciales se determinan esencialmente de la misma manera, la diferencia 

entre ellos está en la solución utilizada para la medición. 

Los experimentos se realizan de la siguiente manera: en el vaso termóstatico con 

3 mL de la solución correspondiente al transporte de electrones que se va a medir, se 

adiciona una alícuota de cloroplastos intactos de 20 pg/mL. El electrodo se introduce en 

la solución evitando que queden burbujas de aire entre la suspensión y el electrodo, se 

mantiene en la oscuridad con agitación y cuando el oximetro registra una lectura 

constante se ilumina con la fuente de iluminación a través de la lente de lzawa, 

simultáneamente el graficador registra la liberación de oxigeno en función del tiempo. 

Para la calibración se utiliza la solución correspondiente al transporte de electrones que 

se esta determinando pero sin metilviológeno y se le adiciona 10 pL de ferricianuro 40 mM 

en donde un equivalente de ferricianuro acepta un equivalente de electrón cuando se 

reduce. 

La reacción se puede expresar como: 

4[Fe(CN)s 	+ 2 H20 --►  4[Fe(CN)6 
3. 
 + 4H+  + 02  

Los experimentos se realizan como ya se ha mencionado; en todos los casos se 

realizan varias pruebas control, en otras allcuotas se realizan más pruebas adicionando 

concentraciones crecientes del compuesto y obtener mediciones de las diferentes 

actividades en función de la concentración de los compuestos. 

La solución para medir el transporte de electrones basa! contiene: sorbito! 100 mM, 

KCI 50 mM, MgC12  5mM y como aceptor artificial de electrones metilviológeno 50 pM; se 
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tamponó a pH 8.0 con tricina 10 mM. 

El transporte de electrones fosforilante se determina en una solución semejante a 

la usada para el transporte de electrones basal pero se adiciona ADP y Pt (sustratos de 

la 11+-ATPsintetasa) de forma que se tenga una concentración final sea de 1 y 3 mM 

respectivamente. 

En el caso del transporte de electrones desacoplado, a la solución del transporte 

de electrones basal se le adiciona un desacoplante: NH4CI, de forma que su 

concentración final sea de 3 mM. 

Si un compuesto se comporta como un inhibidor de la reacción de Hill, se 

determina el sitio de inhibición estudiando de manera independiente el flujo de electrones 

desacoplado de los fotosistemas I y II. Las reacciones redox de los fotosistemas, se 

pueden estudiar de manera independiente adicionando a la solución que se utiliza para 

determinar la actividad del transporte de electrones desacoplado, inhibidores y aceptores 

artificiales de uno u otro fotosistema. 

Así para estudiar el fotosistema I se utilizan los siguientes inhibidores y aceptores 

artificiales (para obtener la concentración final que se indica). 

2,3,5,6 tetrametil p-fenildiamina (DAD) 50 pM 

343.4 diclorofeniI)-1,1 dimetilurea (DCMU) 10 pM 

Acido ascórbico 200 pM 

Metilviológeno 50 pM 

Si representamos la cadena del transporte de electrones en forma lineal el flujo de 

electrones se realiza de la siguiente manera: 
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DAD/ascorbalo 

lé 

H2O -10A OB Pa 	b6t 	Pe  PS 1 --) A0 —►  Al 	FeS 	FD 

1 

DCMU 	 Mv 

El DCMU o diurón funciona inactivando la actividad del fotosistema II a nivel de QB; 

el DAD dona electrones a la plastoquinona, para ello debe permanecer reducido, por la 

razón se adiciona ácido ascórbico; el aceptor de electrones es el metilviológeno: 

En este caso, solo se está midiendo el flujo de electrones en el PSI; el flujo de 

electrones es del complejo b6t  al aceptor de electrones artificial Mv. Si el compuesto 

estudiado inhibe esta sección, se realizan más estudios para determinar el sitio de 

inhibición, estudiando fragmentos más pequeños de esta parte de la cadena de transporte 

de electrones con la adición de inhibidores de los que se conoce el sitio específico que 

inhibe. 

Para estudiar el fotosistema II se adiciona a la solución los siguientes inhibidores 

y aceptores de electrones: 

2,5 dibromo 3 metil 6 isopropil-1,4 benzoquinona (DBMIB) 2 pM 

2,3,5,6 tetrametil p-fenildiamina (DAD) 50 pM 

Ferricianuro de potasio 300 pM 

El DBMIB actúa inhibiendo la oxidación de la plastoquinona, el DAD actúa como 

aceptor de electrones y el ferricianuro de potasio es un oxidante del DAD. 
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La reacción que se lleva a cabo es: 

2 H20 + DADox DADH2  + 02  

Así el transporte de electrones se lleva a cabo del agua al DADox. como se 

muestra a continuación: 

DADox 

1.  é 

H20 _
► 

Z -4  P680 -4  Ph QA QI3 -4  Pared —4  b6f 

DOMIB 

2.4. COMPUESTOS QUE SE CARACTERIZARON BIOQUIMICAMENTE 

Los compuestos que se caracterizan bioquimicamente en este trabajo son el ácido 

fenilborónico, 3,4 isopropilidenquinida, 3,4 fenilboronatoquinida, borato spiro del ácido 

quínico, inositol, ácido gálico, ácido bórico y ácido shikímico; los tres últimos compuestos 

se adquirierón de Aldrich. El resto de ellos fuerón proporcionados por el CINVESTAV en 

donde se realizó la síntesis y caracterización química.158)  

Para la realización de los experimentos se utilizaron soluciones de los compuestos 

en ugua destilada y desionizada, en el caso de 3,4 fenilboronatoquinida y 3,4 

isopropilidenquinida se adiciona 10 pl./ mL de N-dimetilformamida para lograr la 

solubilización de la muestra. Para determinar el efecto que provoca la adición de este 

disolvente en los cloroplastos, se hace un control al cual se le agrega N-dimetilformamida 

para obtener la concentración que usualmente se utiliza en los ensayos. 
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CAPITULO 3 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Al ensayar los diferentes compuestos en cloroplastos aislados de hojas de 

chícharos para determinar el efecto que tienen en las actividades fotosintéticas en la fase 

luminosa se encontraron los siguientes resultados. 

3.1. COMPUESTOS CON POCA ACTIVIDAD HERBICIDA 

Debido a que la mayoría de los compuestos caracterizados en este trabajo son 

derivados del ácido bórico fue necesario determinar si este ácido afectaba las diferentes 

actividades que realizan los cloroplastos y se encontró, como muestra la gráfica 3.1. 

Gráfica 3. 1. Captación de protones (► ), síntesis de ATP(l) y transporte de 

electrones basal (A), firsforilante (1) y desacoplado (X) en función de la concentración 

de ácido bórico. Medidas en cloroplastos de hojas de chícharos. 
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La tabla 3.1 muestra los resultados del comportamiento del ácido bórico sobre las 

diferentes actividades bioquímicas que realizan los cloroplastos. 

Actividad bioquímica Concentración Inhibición 

Captación de protones 400 pM 17,6 % 

Síntesis de ATP 400 pM 10,7 % 

Transporte de electrones basal 400 pM 9,9 % 

Transporte de electrones fosforilante 400 pM 7,8 % 

Transporte de electrones desacoplado 400 pM 3,2 % 

Tabla 3.1. Efecto del ácido bórico. 

Los transportes de electrones fosforilante, desacoplado y la síntesis de ATP 

muestran comportamiento lineal, aunque el aumento de la inhibición es pequeño. No se 

consideró conveniente realizar ensayos a concentraciones mayores. 

Si tomamos como referencia que el Barbano, es un herbicida ampliamente 

comercializado, desacopla completamente la fotofosforilación a 50 pN11531  y que el DCMU 

que es un inhibidor de la reacción de Hill que inhibe a nivel de QB  y que presenta unís()  

(concentración a la cual se produce un 50 % de inhibición) podemos sugerir que el ácido 

bórico no presenta propiedades herbicidas. 
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3.2. COMPUESTOS QUE SE COMPORTAN COMO INHIBIDORES DE LA 

TRANSFERENCIA DE LA ENERGÍA. 

La gráfica 3.2 muestra el efecto del ácido shikímico como función de la 

concentración en la captación de protones, la síntesis de ATP y los transportes de 

electrones basal, fosforilante y desacoplado medidas en cloroplastos aislados de hojas 

de chícharos, a un pH de 8 (tricina). 
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Gráfica 3.2. Efecto del ácido shiklmico en la captación de protones (›), síntesis de 

ATP(I) y transporte de electrones basa! (Á), fosforilante (1) y desacoplado (X) en 

cloroplastos de hojas de chícharos. 

De la gráfica 3. 2 podemos observar que el transporte de electrones desacoplado 

prácticamente no es afectado por la presencia de este ácido, mientras que las otras 

actividades presentan los siguientes resultados como podemos ver en la tabla 3.2. 
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Actividad bioquímica Concentración Inhibición 

Captación de protones 700 pM 17,3 % 

Síntesis de ATP 700 pM 10 % 

Transporte de electrones basa! 700 pM 7,3 % 

Transporte de electrones fosforilado 700 pM 3,2 % 

Tabla 3.2. Inhibición que provoca el ácido shikimico. 

Estos resultados indican que el ácido shiklmico no actúa como inhibidor de la 

reacción de Hill, tampoco como desacoplante, por lo que se deduce que actúa como 

inhibidor de la transferencia de nergfa, probablemente interaccionando con el complejo 

H'-ATPasa o CF1-CF0. 
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De la gráfica 3.3 podemos observar que la presencia del ácido fenilborónico no 

afecta la actividad de la captación de protones ni el transporte de electrones basal aunque 

el transporte de electrones desacoplado presenta una ligera estimulación en su actividad. 

La síntesis de ATP y el transporte de elctrones fosforilante presentan a una 

concentración de 800 pM, una inhibición de 15,4 % y 33,6 % respectivamente. Con estos 

resultados podemos proponer que el ácido fenilborónico se comporta como un inhibidor 

de la transferencia de energía, probablemente interaccionando con el complejo 11+-

ATPasa o CF1-CF0. Los compuestos que se comportan como inhibidores de la 

transferencia de energía se considera que inhiben en un paso terminal de la fosforilación 

probablemente inhibiendo con el complejo 1-1*-ATPasa o CF1-CF0.(48)  
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Gráfica 3.3 Efecto del ácido fenilborónico en la captación de protones (1), síntesis 

de ATP(m) y transporte de electrones basal (Á), fosforilante (1) y desacoplado (X) en 

cloroplastos aislados de hojas de chícharo. 
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3.3. COMPUESTOS CON PROPIEDADES DESACOPLANTES 

La gráfica 3.4 muestra el efecto en la captación de protones que tienen el borato 

spiro del ácido quinico, el inositol, el ácido gálico y el 3,4 fenilboronatoquinida medidas 

en cloroplastso de hojas de chícharo. 
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Gráfica 3.4. Captación de protones en presencia de inositol (u), 3,4 

fenilboronatoquinida (+), ácido gálico (•) y borato spiro del ácido quínico (*), medidas 

en cloroplastos de hojas de chícharo. 

La tabla 3.3 muestra la concentración y la inhibición que produce cada compuesto. 

El borato spiro del ácido quinico es el inhibidor más potente de esta actividad, inhibe 95 

% a una concentración de 500 NM. 
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Compuesto Concentración Inhibición 

Borato Spiro del ácido quinico 500 pM 94,5 % 

Inositol 400 plit 42,9 % 

Acido gálico 700 pM 19,7 % 

3,4 fenilboronatoquinida 400 pM 16,9 % 

Tabla 3.3. Inhibición en la captación de protones. 

La gráfica 3.5 muestra como afectan los compuestos antes mencionados la 

síntesis de ATP en cloroplastos de hojas de chícharo. 

0 60 100 150 200 250 300 350 400 500 600 
	

700 
CONCENTRACIÓN MOLAR 

Gráfica 3.5. Síntesis de ATP en presencia de inositol (I1), 3,4 fenilboronatoquinida 

(f), ácido gálico (•) y borato spiro del ácido quinico (*) 
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El borato spiro del ácido quinico es el inhibidor más potente, presentando una 

inhibición de 100 % a una concentración do 500 pM, como podemos ver en la tabla 3.4. 

Compuesto Concentración Inhibición 

Borato Spiro del ácido quinico 500 pM 100 % 

Inositol 400 pM 32,9 % 

Ácido gálico 700 pM 30,7 % 

3,4 fenilboronatoquinida 400 pM 5,4 % 

Tabla 3.4. Inhibición en la síntesis de ATP. 

La gráfica 3.6. muestra el efecto que tienen 3,4 fenilboronatoquinida, ácido gálico, 

inositol y borato spiro del ácido quínico en el transporte de electrones basal. 
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Gráfica 3.6. Transporte de electrones basal en presencia de inositol (U), 3,4 

fenilboronatoquinida (+), ácido gálico (*) y borato spiro del ácido quínico (*). 
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En la tabla 3.5 se muestran los porcentajes de activación del transporte de 

electrones basal con estos compuestos. 

Compuesto Concentración Actividad 

Borato Spiro del ácido quinico 400 pM 114,6 % 

Inositol 400 pM 127,1 % 

Acido gálico 700 pM 116,7 % 

3,4 fenilboronatoquinida 400 pM 109,3 % 

Tabla 3,5 Transporte de electrones basal. 

El efecto sobre el transporte de electrones fosforilante de los compuestos antes 

mencionados se muestran en la tabla 3.6 en ella podemos ver que los compuestos 

aumentan el transporte de electrones fosforilante. 

Compuesto Concentración Actividad 

Borato Spiro del ácido quinico 400 pM 105,2 % 

inositol 400 pM 115,3 % 

Ácido gálico 700 pM 139,6 % 

3,4 fenilboronatoquinida 400 pM 107,1 % 

Tabla 3.6. Transporte de electrones fosforilante. 

La gráfica 3.7. muestra como el 3,4 fenilboronatoquínida, ácido gálico, inositol y 

borato spiro del ácido quinico afectan el transporte de electrones fosforilante. 
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Gráfica 3.7. Transporte de electrones fosforilante en presencia de inositol (u), 3,4 

fenilboronatoquinida (+), ácido gálico (•) y borato spiro del ácido quínico (*), medidas 

en cloroplastos de hojas de chícharo. 

la gráfica 18. muestra el efecto que tienen el 3,4 fenilboronatoquinida, ácido 

gálico, inositol y borato spiro del ácido quíníco sobre el transporte de electrones 

desacoplado y podemos decir que este transporte de electrones no es inhibido por estos 

compuestos, aunque, solo el ínositol es un inhibídor débil del transporte de electrones 

desacoplado ya que inhibe este transporte 6,4 % a una concentración de 400 pM. 
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Gráfica 3.8. Transporte de electrones desacoplado en función de la concentración 

de inositol (e), 3,4 fenilboronatoquinida (+), ácido gálico ($) y borato spiro del ácido 

quInico (*), medidas en cloroplastos de hojas de chícharos. 

De acuerdo a estos resultados podemos decir que los compuestos 3,4 

fenilboronatoquinida, ácido gálico, inositol y borato spiro del ácido quinico tienen un 

comportamiento similar, es decir, todos se comportan corno desacoplantes de la 

fotofosforilación al acelerar los transportes de electrones basal y fosforilante, no afectar 

el transporte de electrones desacoplado, en cloroplastos así como abatir el potencial 

electroquímico de protones en forma paralela al abatimiento de la síntesis de ATP. 

El aumento que hay en las actividades del transporte de electrones basal y 

fosforilante se debe a que los compuestos que se comportan como desacoplantes 

incrementan la permeabilidad de los tilacoides a protones y desacoplan la fosforilación 
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del flujo de electrones. Estos compuestos no inhiben la fosforilación pero sí disipan el 

gradiente electroquimico necesario para que la reacción se lleve a cabo, por lo que la 

síntesis de ATP se ve interrumpida.(45)  

De acuerdo a la hipótesis quimiosmótica los desacoplantes son ácidos o bases 

débiles y lipofilicos que catalizan la destrucción del gradiente electroquímico de protones 

al actuar como protonóforos transfiriendo protones a través de la membrana de una fase 

acuosa a otra, es decir, la sustancia dada sus propiedades ácido-base debe protonarso 

sobre una fase acuosa, acarrear protones a través de la fase hidrofóbica de la membrana 

y desprotonarse disociandose sobre la otra fase acuosa liberando allí los protones.161)  

Los desacoplantes protonóforos deben tener propiedades ácido-base con un pKa 

entre 5 y 7,5 y deben de coexistir las especies ácido protonada y su base conjugada, 

generalmente tienen un anillo aromático, también deben tener grupos hidrofóbicos 

voluminosos que permitan el movimiento de un lado a otro de la membrana. 

En la figura 3.1 se muestra la estructura química de 3,4 fenilboronatoquinida que 

tiene un anillo aromático, ácido gálico, inositol y borato spiro del ácido quínico que tienen 

grupos OH, probablemente con propiedades ácido-basé, por lo que estos compuestos 

pueden actuar como desacoplantes y los resultados obtenidos muestran que estos 

compuestos presentan propiedades desacoplantes. 
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Figura 3.1. Estructura química de los compuestos que se comportan como 

desacoptantes. 
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Los resultados anteriores son importantes debido al hecho de que al ácido quinico 

se comporta como un desacoplante suave(10°2)  inhibiendo 10 % la captación de protones, 

25 % la síntesis de ATP, el transporte de electrones basa! y fosforilante presentan una 

activación de 75 % y 80 % respectivamente a 18 pM, y los compuestos como el ácido 

gálico e inositol presentan una estructura química similar al ácido quinico (como muestra 

la figura la figura 3.1.) y estos compuestos son ligeramente más potentes que el ácido 

quinico, el 3,4 fenilboronatoquinida es un desacoplante más suave que el ácido quinico 

y el borato spiro del ácido quinico es un desacoplante mucho más potente que el ácido 

quinico, el 3,4 fenilboronatoquinida, ácido gálico e inositol, sin embargo, no es más 

potente que el compuesto (Co(quin)C1(H20)1 (H2O),(62)  el cual también es un derivado del 

ácido gubia) que inhibe 100 % la captación de protones a una concentración de 260 pM 

y 91 % la síntesis de ATP a una concentración de 300 pM. 
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3.4. COMPUESTOS QUE SE COMPORTAN COMO INHIBIDORES DE LA 

REACCION DE HILL. 

La gráfica 3.9. muestra el efecto del borato del ácido quinico sobre la captación de 

protones, síntesis de ATP, transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplado. 

120 
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Gráfica 3.9. Efecto del borato del ácido quinico sobre la captación de protones (►), 

síntesis de ATP(u) y transporte de electrones basal (a), fosforilante (S) y desacoplado 

(X). Medidas en doroplastos de hojas de chícharos. 

la tabla 3.7 muestra los resultados del efecto del borato del ácido quínico en las 

actividades fotosintéticas que realizan los cloroplastos aisaldos de hojas de chícharos. 



Actividad bioquímica Concentración Inhibición 

Captación de protones 400 pM 62,5 % 

Síntesis de ATP 400 pM 31,6 % 

Transporte de electrones basal 400 pM 29,4 % 

Transporte de electrones fosforilante 400 pM 24,3 % 

Transporte de electrones desacoplante 400 pM 96,9 % 

Tabla 3.7. Efecto del borato del ácido quinico. 

Con estos resultados podemos proponer que el borato del ácido quinico se 

comporta como un inhibidor de la reacción de Hill, es decir que inactiva a uno o más 

componentes de de le cadena oxido-reducción. Es importante hacer notar que el 

transporte de electrones desacoplante a concentraciones de 100 y 200 pM incrementan 

esta actividad lo que podría sugerir que interacciona con una (o más) enzima redox 

activandoia. 

Debido a esto fue necesario realizar más estudios para determinar el sitio 

especifico de acción en la cadena redox, primero fue necesario determinar si el borato del 

ácido quinico inhibe el fotosistema I o el fotosistema II. Los experimentos se realizan 

siguiendo el método para el transporte de electrones la diferencia radica en los 

donadores, aceptores e inhibidores del flujo de electrones que se adicionan al medio de 

reacción y eso depende de la reacción parcial a medir. 

El transporte de electrones desacoplado del PS I se midió utilizando DCMUI43)  10 

pM como inhibidor de Qe  impidiendo el flujo de electrones que proviene del PS II, el 

sistema DAD/ascorbato (el ascorbato se agrega para mantener reducido el DAD) como 

donador de electrones a nivel de la plastoquinona, el flujo de electrones es del complejo 
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ESTA TESIS NO BEBE 
SALIR DE LA IIBLIOTEU 

b6, a Mv como se muestra en el siguiente esquema: 

DAD/ascorbato 

1é 

H20 	QA  --) QB  --4  Po  b6r 	Pc  PS I -4  AD  --I Al  FeS FD 

1 

DCMU 	 Mv 

El para determinar el efecto que produce el borato del ácido quInico sobre el 

transporte de electrones desacoplado del PS II se realiza el transporte de electrones 

utilizando el sistema DAD/FeCN como aceptor final de electrones; el agua es el donador 

natural de electrones y DBMIB se utiliza como inhibidor de la oxidación de Po  para impedir 

el paso de electrones hacia el fotosistema I. El transporte de electrones se realiza como 

se muestra en el esquema siguiente: 

DADox 

Té 

H20 Z Pego  Ph 	 P0red  b6i  

DBMIB 
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Gráfica 3.10. Efecto del borato del ácido quinico sobre el fotosistema I (e) y el 

fotosistema II (e). 

La gráfica 3.10 muestra como el borato del ácido quínico afecta el transporte de 

electrones desacoplado del PSI y el PS II produciendo una inhibición de 62,2% y 44,1% 

respectivamente, a una concentración de 400 pM. De acuerdo a estos resultados 

podemos decir que el borato del ácido quinico inhibe alguna enzima entre b61 y el 

metilviológeno , por otro lado el PS II es inhibido también, es decir una enzima es inhibida 

entre el complejo de fotólisis del agua y Q. 

Posteriormente se midió un fragmento más pequeño de la cadena redox del 

fotosistema II, en que el donador de electrones es agua y el aceptor de electrones es 

silicomolibdato (SiMo) 200 pM(6)  y para impedir el paso de electrones a OB  se utilizó 

DCMU 10 pM como inhibidos, entonces el transporte de electrones se realiza del agua a 
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QA como se muestra en el esquema siguiente: 

SiMo 

1.é 

H20 Z Pgeo Ph QA 013 

t 

DCMU 

Se encontró que el borato del ácido quínico no tiene efecto sobre este fragmento 

de la cadena fotosintética por lo tanto podemos suponer que la inhibicón es entre Qg  y Po  

ya que al medir el fragmento de la cadena fotosintética de H20 a QA  no hay inhibición, 

pero si la hay cuando el flujo de electrones es del H20 a Clg y además el fotosistema I 

también presenta inhibición, probablemente a nivel de Po  ya que Poox  al aceptar 

electrones del donador produce PCIred  que tiene un comportamiento similar a Ogred. 

Este resultado también indica que el borato del ácido quínico actúa como los 

herbicidas que inhiben la fotosíntesis a nivel de Q. 
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La grafica 3.11 muestra el efecto que provoca la presencia de 3,4 

isopropilidenquinida en las diferentes actividades que realizan los cloroplastos aislados 

en un medio adecuado. 

Gráfica 3.11 Comportamiento de la captación de protones (►), síntesis de ATP(u) 

y transporte de electrones basal (A), fosforilante (•) y desacoplado (X) en función de la 

concentración de 3,4 isopropilidenquinida, medidas en clorplastos aislados de hoja de 

chícharo. 

De la gráfica 3.11 podemos obtener los siguientes datos que muestra la tabla 3.8. 
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Actividad bioquímica Concentración Inhibición 

Captación de protones 400 pM 7,7 % 

Síntesis de ATP  400 pM 12,2 % 

Transporte de electrones basel 400 pM 10,4 % 

Transporte de electrones desacoplante 400 pM 7,7 % 

Tabla 3.8. Efecto del 3,4 isopropilidenquinida. 

El transporte de electrones fosforilante no se ve afectado por la presencia de este 

compuesto. El comportamiento del 3,4 isopropilidenquinida es semenjante el de un 

inhibidor de la reacción de Hill, pero si comparamos los resultados de este compuesto 

con los resultados del borato del ácido quinico podemos decir que la inhibición es muy 

pequeña por lo que ya no se realizarán más experimentos sobre las reacciones parciales 

para determinar el blanco especifico de inhibición. 
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CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados podemos concluir que ni el ácido bórico no presenta • 

propiedades herbicidas, mientras que los demás compuestos se pueden ser clasificados 

como: 

El ácido fenilborónico y el ácido shikimico se comportan como un inhibidores de 

la transferencia de energía, probablemente interactuando directamente con la enzima que 

cataliza la síntesis de ATP, por lo que seria necesario hacer los estudios pertinentes para 

medir la áctividad de la ATPasa en presencia del compuesto para evaluar esta posibilidad 

El 3,4 isopropilidenquinida y el borato del ácido quinico se comportan como 

inhibidores de la reacción de Hill. Este último es más potente que el 3,4 

isopropilidenquinida. El borato del ácido quinico presenta mayor efecto en el fotosistema 

I, inhibe la enzima Qo  o Po. 

El ácido gálico, 3,4 fenilboronatoquinida, inositol y borato spiro del ácido quinico 

se comportan como desacoplantes de la fotofosforilación. El borato spiro del ácido quinico 

es el más potente de estos compuestos. El ácido quinico es menos potente que estos 

compuestos. 

Para que estos estudios realizados sean más significativos seria necesario 

determinar el pKa y el coeficiente de partición de los compuestos. Establecer como es 

afectada la potencia desacoplante en relación a sus propiedades fisicoquímicas: ácido-

base e hidrofobicidad. Evaluar si estos compuestos actúan como desacoplantes 

protonóforos de acuerdo a la hipótesis quimiosmótica, ya que en la literatura162  ) se han 

encontrado compuestos desacoplantes con propiedades ácido-base que no se comportan 

como protónoforos en el desacoplamiento, un grupo de ellos son los tiocianatos que 
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reaccionan en forma covalente con los grupos -SH y NH2  en proteinas, parece ser que la 

interacción es esencial para el desacoplamiento. 

Los procesos fotosintéticos que realizan los cloroplastos aislados son sensibles al 

borato spiro del ácido quinico y borato del ácido quinico lo cual sugiere que estos 

compuestos podrían ser utilizados como herbicidas, sin embargo, hay que realizar más 

estudios para caracterizar estos compuestos como herbicidas, estos estudios incluyen 

selectividad en su acción herbicidad y su estabilidad en diferentes condiciones de suelo 

y humedad. 
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