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APENDICE 

Abreviaturas empleadas en este trabajo: 

ADP, ATP •••••••••••••• eAdenosin di y trifosfato 

Asc •••••••••••••••••••• Ascorbato 

BSA •••••••••••••••••••• Albúmina de suero bovino 

CF1 •••••••••••••••••••• Factor de acoplamiento­
para la fotofosforilaci6n 
en cloroplastos. 

Cit b563••••••••••••~ooCitocromo b con una banda 
de absorción a 563 nm. 

DBMIB •••••••••••••••••• 2,5-dibromo-3-metil-6-rso 
propil-p-benzoquinona. -

DCIP ••••••••••••••••••• 2,6-diclorofenolindofenol. 

DCMU•••••••e•••••••••••3-(3,4-diclorofenil)-l,l­
dimetilurea. 

DMQ •••••••••••••••••••• 2,5-dimetil p-benzoquinona. 

E0 .••••••.••••••••••••• Potencial de 6xido-reduc­
ci6n, a pH=7; en Volts. 

EDTA ••••••••••••••••••• Acido etilendiaminotetrac~ 
tico. 

MV ••••••••••••••••••••• Metil viol6geno. 

NADP+(NADPH) ••••••••••• Nicotín adenín dinuole6ti­
do oxidado (reducido) • ' 

BS I (II) •••••••••••••• Fotosistema I (II). 
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P68o••••••••••••••••Trampa de energía de PS II. 

P700 •••••••••••••••• Trampa de energía de PS I. 

PC •••••••••••••••••• Plastocianina. 

PQ •••••••••••••••••• Plastoquinona. 

Q ••••••••••••••••••• Aceptor de electrones prima­
rio para PS II. 

Rli •••••••••••••••••• Reductasa. 

RuDPcarboxilasa ••••• Ribulosa-1,5-difosfatocarbo­
xilasa,(carboxidismutasa). 

SRF ••••••••••••••••• sustancia reductora de la f~ 
rredoxina. 

TNBS ••••••••••••••••• Acido 2, 4, 6 trinitrobence~ 
sulf6nico. 

X ••••••••••••••••••• Aceptor de electrones prima­
rio para PS I. 

z •.....••......•..•• Donador de electrones prima­
rio para PS II. 
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WESUMEN 

Con la finalidad de contribuir a los estudios 

acerca del mecanismo de acoplamiento del transporte de 

electrones y la síntesis de ATP, procesos conjuntos que 

se llevan a cabo en la fotosíntesis, en el presente tr~ 

bajo se experiment6 con varias sustancias que tienen e~ 

racter desacoplante: monoaminas y diaminas libres como 

controles y sefarosa-alquilaminas inmovilizadas, con una 

longitud de brazo hidrocarbonado de 6, 10 y 12 átomos 

de carbono, además de una amida y de un ácido aminado 

con una cadena de 12 átomos de carbono. Todo esto con 

el prop6aito de dilucidar si existe uno o más sitios de 

acoplamiento en las reacciones parciales de la fotofos­

forilaci6n en los PS I y PS II, comparado con toda la -

cadena transportadora de elctrones (la suma de PS I y­

PS II), y eí empleando sustancias desacoplantes con una 

cadena de 12 átomos de carbono, que tienen una longitud 
o 

de 21 A, comprobamos que ésta sea la distancia crítica 

para el sitio de desacoplamiento como se ha reportado -

anteriormente (38), además de observar sí se afecta la 

protonaci6n del grupo amino modificando el grupo funci~ 

nal, como en el caso de la amida y el ácido aminado. 

· Los datos encontrados indican que en el PS I 

todas las sefarosas-alquilaminas ensayadas activan en -
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diferente proporci6n la velocidad del transporte de ele~ 

trones, mientras que en PS II la inhiben. De igual man~ 

ra se inhibe la bomba de protones y por tanto la sínte­

sis de ATP en cada una de las aminas probadas. 

Se ensayaron también cloroplastos sin CF1 so­

bre la medici6n de la bomba de protones, con el objeto 

de observar sí se revertía el efecto y aparecía nueva-­

mente la bomba de protones, ya que debido al gran tama­

fio de la molécula de sefarosa y a la posibilidad de que 

el grupo amino interaccione en el sitio donde se anida 

el CF1 , se esperaría que tapara el hueco que dej6 en la 

membrana el CF1 • 

Los resultados obtenidos indican que la molé­

cula de sefarosa-dodecametilenamina actúa como desaco-­

plante clásico, por lo que no interacciona con el sitio 

que dej6 el CF1 , sino con el CF1 residual de la membra-

na .. 
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A N T E C E D E N T E S 

Morfología del cloroplasto.-

tos cloroplastos poseen formas variadas, pero 

frecuentemente son estructuras elipsoidales que miden a! 

rededor de 5 (1). El organelo está caracterizado por 

una envoltura que consiste en una doble membrana que de­

limita el estroma del cloroplasto, y actúa como una ba-­

rrera que es permeable al citoplasma y al estroma. La -­

membrana del cloroplasto esta formada de múltiples vesí­

culas aplanadas en forma de discos llamadas tilacoides,­

cada apilamiento recibe el nombre de grana. Los grana e~ 

tán interconectados por el sistema lamelar, el conjunto 

grana-lamela se encuentra en el estroma, y en este Últi­

mo se encuentran también las enzimas del cielo de Calvin 

ácido desoxirribonucleioo (DNA), granos de almid6n, gra­

sa y ribosomas (2). El sistema lamelar de la membrana i~ 

terna puede ser liberado del estroma al romper la membr~ 

na externa, y así pueden obtenerse por centrifugaci6n di 

ferencial cloroplastos clase II (ver Fig. 1). 

Los grana contienen todos los pigmentos foto~ 

sintéticos del oloroplasto y también las enzimas necesa~ 

rias para las reacciones primarias dependientes de la -·­

luz. El sitio donde se encuentran los sistemas destina--
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dos a la captura de luz son las membranas de los tilaco1 

des. Debido a la fundamental importancia de las membra-­

nas en los procesos biol6gicos, es preciso establecer su 

estructura, composici6n y funcionalidad para poder expl! 

car de una forma más adecuada el proceso de la fotosínt~ 

sis. 

Actualmente el modelo más aceptado es el de -­

Singer y Nicholson (3), conocido como "Modelo del mosai­

co fluido". Consiste en una doble capa de fosfolípidos, 

discontinua con sus cadenas hidrof6bicas orientadas ha-­

cia el interior y las cabezas polares hacia el exterior; 

las proteínas se pueden encontrar tanto en el exterior -

(periféricas) como sumergidas dentro de la bicapa y par­

te en el exterior (integrales). Otras se hallan atrave-­

sando la membrana de lado a lado, estando ancladas por~ 

na serie de aminoácidos no polares que se fijan en la -­

parte hidrof6bica de la bicapa y por algunos otros amin~ 

ácidos que son polares y se encuentran hacia los extre-­

mos (ver Fig. 2). 

Las proteínas de este modelo predominan en la 

conformaci6n ~hélice anfipáticas {macromoléculas con u­

na parte polar y otra zona grande hidrófoba), lo que fa­

vorece su uni6n a la membrana por sus extremos hidrófobos. 

El modelo anterior es muy semejante al de Dani~ 

lli y Davson (4); s6lo se diferencia en que ~ate contie­

ne proteínas fibrilares de conformación que están uni­

das a la bicapa del líquido constituyendo dos capas con­

tinuas, y fundamentalmente en que este modelo es rígido, 
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no presenta ninguna flexibilidad, lo que no explica el ~ 

quilibrio dinámico que está asociado con los procesos v! 

tales .. Sin embargo el "Modelo del mosaico fluido" sí con 

sidera el equilibrio dinámico al proponer que los l!pi-­

dos de la membrana se encuentran en estado lÍquido, lo -

que le dá fluidez, y las proteínas están flotando libre­

mente, proporcionándole de esta manera movilidad a la -­

membrana. Es necesario tener en cuenta que debe ser una 

estructura estable, en la que las interacciones hidrof6-

bicas e hidrofí11cas estén maximizadas, además de encon­

trarse en el estado de energía libre más bajo. Este equ! 

librio termodinámico es solamente explicado por el "Mod_! 

lo del mosaico fluido", por lo que es actualmente el más 

aceptado. 

Fase oscura y fase luminosa de la fotosíntesis 

La fase oscura se desarrolla dentro del espa-­

cio de la doble membrana, en donde se efectúa la asimil~ 

ci6n de ao2 para rendir finalmente una molécula de hexo­

sa, que durante el proceso consumi6 12 NADPH y 18 ATP g.! 

nerados en la fase luminosa; este proceso es conocido c2 

mo el ciclo de aalvin (ver Fig. 3). (5) 

La fase luminosa se efectúa en una serie de --

reacciones consecutivas que ~on: absoroi6n de energía, -

transferencia de energía, separaci6n de cargas, transpOE 

te de electrones, síntesis de ATP y reducci6n del NADP+. 

Estas reacciones se realizan en la membrana del tilacoi-
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de, donde se encuentra la cadena transportadora de elec­

trones; este proceso está acoplado a otro que es la sín­

tesis de ATP. 

Es por tanto importante, en primera instancia 

conocer las características de los pigmentos fotosintét! 

cos que le dan esa capacidad de absorber la radiaci6n v! 

sible con la cual se inician las reacciones fotoquimicas. 

Son dos clases de pigmentos los mas encontra-­

dos en las plantas, las clorofilas y los carotenos; en -

algas también ficobilinas. Las clorofi]as son los pigme~ 

tos que dan a las plantas su característico color verde. 

Son solubles en disolventes orgánicos e insolubles en a­

gua (6)o Los carotenos y las ficobilinas s9n llamados 

pigmentos accesorios, porque el quanto de luz absorbido 

por ellos puede ser transferido a la clorofila. 

La molécula de clorofila contiene un núcleo de 

porfirina y una larga cadena lateral formada por 20 áto­

mos de carbono llamada fitol. El núcleo polar está cons­

tituido por cuatro anillos pirr6licos unidos a un átomo 

de magnesio~ La molécula de clorofila es un sistema con­

jugado que permite cambios de disposici6n de enlaces siiD 

ples y conjugados en el anillo mismo; se trata de un si~ 

tema de resonancia que le confiere una gran estabilidad 

a la molécula de clorofila, en la que los enlaces sim-­

ples y dobles conjugados poseen electrones m6viles lla­

mados pi, los cuales no estan relacionados con un solo ! 
tomo o un solo enlace sino con el sistema conjugado to-­

tal. Se necesitan cantidades pequeñas de energía para --
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desplazar éstos electrones pi a orbitales de mayor cont~ 

nido energético (7). (ver Fig.4} 

Se conocen dos tipos de clorofila, llamadas ~ 

y E• La clorofila ~ es la mas abundante, se encuentra en 

todos los organismos fotosintéticos que producen oxígeno 

molecular; en forma muy pura y disuelta en acetona pre-­

senta un máximo de absorci6n a 663 nm. En la célula in-­

tacta, la posición exacta del pico de absorci6n de la -­

clorofila ~ varia de unas especies de plantas a otras, y 

las diferencias se atribuyen a la proximidad relativa de 

las moléculas de la clorofila ~ a otros pigmentos de las 

membranas de los tilacoides. 

La clorofila E se encuentra en plantas superi~ 

res y algas verdes; en su estructura molecular contiene 

un oxígeno más y dos hidr6genos menos que en la clorofi­

la~· (ver Fig.5). (8) Disuelta en acetona se han podido 

identificar dos picos con un máximo de absorción a 640 y 

650 nm, por lo que se piensa que existen dos tipos de -­

clorofila .E• En el fotosistema II está presente en una -

mayor proporción la clorofila E• (6) 

Los pigmentos accesorios poseen máximos de ab­

sorci6n a una longitud de onda distinta de las clorofi-­

las debido a que su funci6n es absorber la enrgía del e~ 

pectro visible que no es captada por las clorofilas. La 

estructura molecular de los carotenoides consiste en una 

molécula poliisoprenoide larga, con dobles enlaces conj~ 

gados, y cada uno en sus extremos tiene un anillo de ci­

clohexano no saturado y sustituído (8). (ver Fig.5) 
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Los pigmentos de la ficobilina son tetrapirro­

les de cadena abierta que se encuentran conjugados con -

proteínas específicas. (ver Fig.5) La proteína conjugada 

de la ficoeritrobilina es la ficoeritrina, principal pi~ 

mento de las algas rojas. La ficocianina azul se encuen­

tra en las algas azul-verdosas. (5) 

Para iniciarse el proceso fotosintético es ne­

cesaria la incidencia de luz sobre los pigmentos; sí uno 

de sus electrones absorbe un quanto de luz y pasa a otro 

orbital la molécula se encuentra en estado excitado (ver 

Fig.6). Hay una relaci6n cuantitativa ehtre el número de 

quantos absorbidos y el número de moléculas activadas. -

Las reacciones fotoquímicas se caracterizan por los pro­

ductos intermedios en los que un electrón ha pasado a un 

orbital externo de mayor nivel energético en un átomo o 

molécula electronicamente excitado. Captada esta energía 

radiante, se transmite a través de los pigmentos hasta -

llegar al centro de reacci6n donde es convertida en ene~ 

gÍa química, con la producci6n de un equivalente oxidan­

te y otro reductor. Es importante considerar que en el .,.. 

centro de reacci6n se alcanza el estado de singulete 

excitado y que después el aceptor primario de electrones 

se reduce, quedando oxidado el centro de reacción, que -

vuelve a su estado original cuando recibe un electrón -­

del donador primario de electrones; este proceso se rep! 

te consecutivamente, dependiendo de la absorci6n de luz, 

(5) de esta manera continuan los eventos dependientes de 

la reacción luminosa con el transporte deelectrones a 
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través de tod~ la cadena transportadora, desde el agua -

hasta el NADP+. 

Transporte de electrones a través de la cadena 

fotosintética.-

Hill y Bendall (9) propusieron el modelo que -

especifica las reacciones parciales que se llevan a cabo 

a través de toda la cadena. En PS II el agua se oxida -­

para liberar oxígeno y reducir a Q, en tanto que el PS I 

reduce un aceptor electr6nico de bajo potencial (X) y -­

oxida a P 700. La secuencia transportadora de electrones 

fué deducida a partir de los potenciales estándar de ox! 

doreducci6n de los transportadores de electrones, de la 

interacci6n observada espectrosc6picamente y de la expe­

rimentaci6n con inhibidores y transportadores artificia­

les de electrones, que describiremos posteriormente. 

La forma en que se encuentra distribuida la e~ 

dena transportadora de electrones en la membrana se es-­

quematiza en el modelo propuesto por Witt (10) en el que 

se describen los fotosistemas I y II formando una Z tran~ 

versal, con el sitio aceptor hacia afuera y el sitio do­

nador hacia adentro, como se muestra en la Fig.7. 

Se postula que cuando se ilumina el cloroplas­

to, un electr6n de su fotocentro reactivo que se encuen-

tra en el pigmento clcrofili~~o es llevado hasta UI1 aceR 

tor Q, y que después fluye en sentido descendente por la 

cadena central hasta el hueco electr6nico en P700 del 

PS I que perdi6 electrones y los pas6 a través de la ca-
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dena transportadora hasta el NADP+ provocando su reduc­

ción. El restablecimiento del centro activo del PS II a 

su estado reducido, es debido a la transferencia de ele~ 

trones en el sentido del potencial decreciente, desde el 

agua con Eb= +0.82 V, al centro activo (se desconoce su 

potencial estándar) con desprendimiento de oxígeno (11). 

El aceptar primario de electrones en PS II es 

Q (12) que algunos investigadores he~ relacionado con el 

Citocromo c550 que tiene un potencial de oxido-reducción 

de E~= +0.035 V, y es reducido por los electrones prove­

nientes de los pigmentos excitados por la incidencia de~ 

luz y oxidado por el PS I. La 3-(3,4 diclorofenil)-1 di­

metil urea (DCMU) inhibe la reacción de oxidación, sin -

afectar la de reducción (13). 

La siguiente molécula de la cadena transporta­

dora es la plastoquinona PQ que al oxidarse Q, ésta se -

reduce. Se ha determinado su posición en la cadena tran~ 

portadora de electrones porque al iluminar con luz sens! 

ble al PS I (760 nm) se oxida, y con luz sensible al -­

PS II (680 nm) se reduce (14, 15). Sadewaser y Dilley 

(16) encontraron que extrayendo PQ en más del 50% del t~ 

tal, el transporte de electrones se inhibe completamente. 

Bohme y Cramer (17) demostraron que la DBMIB es un anál~ 

go de la PQ, y que inhibe la oxidación de cit b559 (PS I) 

pero no la reducción por PS IIo 

El citocromo f, fué el primer componente encoa 

trado; se localizó a partir de los datos de la PC y se -

ubica precediéndola. Tiene un potencial de oxido-reduc--
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ci6n E0= +0.365 V. Algunos investigadores han demostrado 

experimentando con inhibidores, que esta localizada des­

pués de DCMU y DBMIB (18, 19). 

La plastocianina PC es una proteína unida a e~ 

bre, con un potencial redox E~=+ 0.37 V. Es en general 

aceptado que se encuentra localizada después del citocr~ 

mo f y antes de P700 (20). 

P700 esta constituída por un grupo de moléculas 

de clorofila que presentan la propiedad de absorber luz 

a 700 nm en un pico que presenta un máximo de absorción; 

tiene un potencial redox Eo= +0.43 v. Es oxidado por la 

luz que se absorbe por el PS I y reducida por la luz que 

se absorbe por el PS II (21). 

La sustancia reductora de la ferredoxina (SRF) 

se ha demostrado que es necesaria para la reducción del­

NADP+ porque en cloroplastos extraídos de SRF, la capac! 

dad reductora declina. Estas son evidencias indirectas -

de su localización inmediatamente después de P700 y an-­

tes de la ferredoxina; se propone que es una sustancia 

de bajo potencial, alrededor de -0.55 V (22). 

La ferredoxina es una proteína que contiene 

azufre y hierro, con un potencia~ redox de E6= -0.42 V. 

Es indispensable para la reducción de NADp+. Aunque se 

extraiga la Fd-NADP+-reductasa de los cloroplastos es r~ 

ducida la ferredoxina, pero no se reduce el NADP+ (23). 

La enzima ferredoxin-N!illP+-reductasa es una -­

flavoproteína específica para sus donadores electrónicos 

ferredoxina o NADPH, pero no es específica para sus ace~ 

tores como el f'erricianuro, DCIP, cit f, PC, NADP+ y Fd. 
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La posici6n de la Fd-NADP+-reductasa se evidenci6 cuando 

se encontr6 que era indispensable para la reducoi6n del 

Nft~p+ (24), y que la velocidad de su reducci6n en cloro­

plastes aislados es linealmente dependiente de la canti­

dad de Fd reducida por el N/illP+; cuando se adiciona un 

anticuerpo contra la flavoproteína es inhibida complet~ 

mente la reacci6n. Se ha encontrado tambien que la enzi 

ma forma un complejo 1:1 con la ferredoxina (25). 

El nicotin-adenin-dinucle6tido oxidado (NADP+) 

es el Último aceptor electr6nico en el proceso de trans­

porte de electrones. Su especificidad es debida a la fe­

rredoxin-NJillP+-reductasa (26). 

En este proceso se han identificado otros dos 

citocromose Uno es el citocromo b559 con dos potenciales 

redox Eb= +0.37 y Eo= +0.06 V, de alto y bajo potencial. 

Se piensa que podría encontrarse entre PS 1 y II, inme­

diatamente despu~s de Q. El citocromo b563 de potencial 

redox Eb= -0.18 V, mas bajo que los anteriores, no tiene 

una funci6n definida y se cree que puede estar incluído 

en el flujo cíclico alrededor de PS I (ver Fig.8), (27}$ 

De esta manera, a partir de lo anteriormente -

expuesto, de la exitaci6n de la clorofila de P680 (PS II) 

se inicia la cadena transportadora de electrones, pasando 

así los electrones a través de Q~ que inicia1mente son -

reducidos y posteriormente oxidados, fluyendo los eleo-­

tr6nes a PQ, cit f, PC, P700, SRF, Fd-NADP+-Red. y final 

mente a NADP+ que es reducido. 

Es importante entonces considerar la localiza­

ción espacial de la cadena transportadora, para poder --
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correlacionar adecuadamente los procesos involucrados en 

él. Como ya mencionamos con anterioridad, se ha determi­

nado experimentalmente que el PS I esta localizado en la 

parte externa de la membrana y el PS II se encuentra en 

la parte interna (28), lo que coincide con el esquema de 

Witt (10), y con el hecho de que las enzimas del ciclo 

de Galvin se encuentran en el estroma,son dependientes­

del NADPH, que es el producto final del PS I. 

Witt propuso también que se produce una carga 

negativa fuera y una carga positiva dentro de la membra­

na. Esta separación de carga produce un equivalente oxi­

dante y otro reductor que se manifiestan finalmente en -

el donador primario de electrones y primer aceptor de la 

cadena transportadora (5). 

El flujo de electrones no-cíclico está acopla­

do estequiométricamente con la formación ie ATP. El·mec~ 

nismo que permite este acoplamiento es hasta ahora dese~ 

nocidoo Se ha encontrado que en la superficie de la mem­

brana existe una enzima compuesta de cinco cadenas poli­

Pept!dicas, que es indispensable para la síntesis de ATP, 

ya que se ha comprobado experimentalmente que cuando es 

extraída de la membrana se inhibe la síntesis de ATP (29) 

Este complejo enzimático es una ATPasa reversible, que -

por métodos específicos ha logrado aislarse y purificaz·~ 

se, y que comunmente se conoce como factor de acoplamiea 

to 1, o CF1 {29). Cuando es adicionada a cloroplastos e~ 

traídos de ese CF1 se ha observado que el e~ecto se re~~ 

vierte, es decir, que el gradiente de protones vuelva a 
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a formarse por tanto la síntesis de ATP en estos cloro­

plastes (30). 

La explicación a este mecanismo molecular de . 
la fotofosforilación ha motivado la investigación y el 

postulado de diversos modelos que desriben el acoplamie~ 

to entre la cadena transportadora de electrones y el co~ 

plejo enzimático que participa en la síntesis de ATP. 

Hipótesis quimiosmótica de acoplamiento.-

Mitchell propuso en 1961 esta hipótesis alter­

nativa diferente en el planteamiento a las anteriores, -

que no explicaban la necesidad de membranas intactas fi~ 

siolÓgicamente que participan directamente en la·transf~ 

rencia de protones, cuestiones que él enfatizó en su mo­

delo, así como la importancia de reacciones vectoriales. 

(31) 

Considerando que las reacciones principales se 

llevan a cabo en una membrana casi impermeable a proto-­

nes o iones hidroxilo en un espacio interno, se supone -

que es en los tilacoides, debido a que, clor6plastos sin 

la doble membrana, efectúan la fotofosforilación. En la­

membrana están contenidos los transportadores de electr~ 

nes que están acoplados al transporte vectorial de iones 

hidr6genc. 

La hipótesis de Mitchell propone que para el -

paso de moléculas polares de bajo peso molecular a tra-­

vés de membranas debe existir un mecanismo que incremen-
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te específicamente la permeabilidad de la membrana al s~ 

luto transportado, o que, cuando haya una acumulación 

contra un gradiente de concentración, la célula u organ~ 

lo debe acoplar la energía derivada del metabolismo a la 

"tra.nslocación del soluto" a. través de la membrana. 

Una diferencia fundamental entre éste y otros 

modelos es la unión indirecta entre las reacciones exer­

gónicas del metabolismo escalar y a la función endergón~ 

ca del transporte vectorial. Mitchell propuso dos mecani~ 

mos generales para el tran~porte: la translocación de -­

grupo y la translocación de sustrato. 

En la translocación de grupo el transporte se 

produce a través de la asociación de una enzima o grupo­

de enzimas con la membrana, de tal forma que el sustrato 

se acerca de la fase acuosa en un lado de la membrana y 

el producto se disocia en el otro lado, siendo esencial 

el carácter vectorial del mismo. Anteriormente Guggenheim 

(32) demostró que el transporte químico puede estar aco­

plado en forma reversible a la transformación química, -

separando la reacción química espacialmente en dos medias 

reacciones conectadas internamente por un conductor esp~ 

cífico para una especie quÍmica dada y conectado extern~ 

mente por otro conductor de otra especie química que se 

requiere para completar la reacción, como se observa en 

la Fig. 9 Mitchell supuso que las dos reacciones esta­

ban espacial y químicamente separadas y que las fuerzas 

que conectan los movimientos de las partículas involu-­

cradas en la oxidoreducción junto con las de deshidra--
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tación del ADP + POH, se comunicaban osm6ticamente por 

el flujo de protones entre dos fe.ses acuosas separadas 

por una membrana lipÍdica que contiene la cadena trans­

portadora de electrones y el sistema ATPasa(CFl), como 

se muestra en la Fig.lO. 

En la translocaci6n de sustrato el transporte 

se produce por la difusión a través de la membrana del -

soluto no modifiCado quÍmicamente, por medio de la pre-­

sencia en la membrana de un acarreador específico o por­

tador. La teoría quimiosmótica establece que las reacci2 

nes de transducción de energía están acopladas a través 

de la formación reversible de un gradiente electroquími­

co de "cati6n" (n+, Na+, ca++) definido por la ecuación: 

donde).f6 es el potencial electroquÍmico del catión expr~ 
sado en mV, b.o/es el potencial de la membrana en mV, y 

t~~I es la diferencia de concentración a los lados de la 

membrana e R y T son las constantes de los gases y jF es 

la constante de Faraday. 

En este caso,la translocación de sustrato pro­

pone que los cationes deben ser transportados a través de 

las membranas en acarreadores funcionales en respuesta al 

potencial de membrana que en su interior es negativü. Los 

aniones deben entrar en acarreadores bifuncionales, en -

respuesta al gradiente de concen:traci6n de catión Na+ i!! 

tracelular o pH alcalino en el interior. El transporte -
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de sustratos neutros, también en acarreadores bifuncion! 

les, obedece al gradiente electroqu~mico (33). 
\ 

Hipótesis de acoplamiento del protón anhidro.-

Este modelo fué propuesto por Williams como o­

tra alternativa para explicar el mecanismo de acoplamie~ 

to del transporte de electrones y la síntesis de ATP, el 

cual especifica que los protones generados en la cadena 

redox se depositan en pequeños bloques en la fase lipo-­

proteíca de la membrana y la conexión con la energía os­

m6tica es un factor secundario. Es importante considerar 

que en la membrana el volumen acuoso es muy pequeño en -

comparaci6n con el volúmen acuoso adyacente (interior y 

exterior de la vesícula del tilacoide), además de que 

én la membrana no hay homogeneidad hidrof6bica, sino que 

pUede contener un volúmen de moléculas de agua intercal~ 

das como se muestra en la Fig. 11. Estas características 

permiten la absorción eficiente de los protones anhidros 

liberados a partir de la cadena transportadora de elec-­

trones por las moléculas de agua presentes en la fase 1! 
poprote1ca; entonces, se puede decir que la fosforila-­

ción se lleva a cabo por la oxidación de átomos de hidr~ 

geno de la fase lipoproteica que se conectan a través de 

la cadena transportadora y la ATPasa reversible. La for-

mación de ATP a partir de ADP más fosfato consiste en una 

condensación y una deshidratación: 

1) ADP-OH + H3Po4 ~ ADP-H2Po4 
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2) ADP-H 2Po 4 + H20 ~ H3o+ 

A pH bajo sí se estabiliza en una regi6n mem­

branal no acuosa, la reacción es termodinámicamente fa­

vorable hacia la derecha. De esta manera Williams pos~ 

la que la oxidación de sustratos genera los protones -­

anhidros necesarios para remover el agua del ADP + Pi -

en una región lipoproteica; subraya además que es nece­

sario que exista una baja actividad de agua, para que -

se efectúe la reacción de deshidratación como en el ca­

so de los ácidos fuertes no acuosos que requieren esta -

condición para favorecer la polimerizaci6n de fosfatos, 

y que la fase de conección debe estar protegida de la -

entrada de agua, localizandose ésta en la fase lipopro­

teica con la finalidad de prevenir hidratación y de-e-­

nergización irreversible del protón anhidro (34). 

Consideraciones adicionales al concepto de ac~ 

plamiento del protón anhidro.-

Mitchell ha cuestionado el modelo presentado -

por Williams, haciendo una serie de observaciones inter2 

santes, puntualizando los factores que deben ser tomados 

en cuenta inevitablemente y que nos ayuda a comprender­

mejor el problema del cacoplamiento .. ( 35). 

Mitchell señala que el tipo de protón anhidro 

tiene un gran parecido con el intermediario químico clá­

sico rico en energía, pero hasta ahora no se le conocen 

pruebas que lo respalden; además que la hipótesis de ac2 
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plamiento protónico anhidro no incluye ninguna especifi­

cidad de translocación protónica en la ruta entre la re­

gión acuosa interna y la dilución acuosa media externa.­

El mecanismo no conoce estequiometría, es irreversible y 

además no tiene un mecanismo quimiosm6tico. 

Todo lo anterior converge en el hecho de que -

estas reacciones se efectúan en la membranR del tilacoi­

de, lo que implica un confinamiento estructural y una e~ 

pecificidad translocacional para determinar y acoplar las 

rutas de las reacciones del intermediario protón-anhidro; 

de otra manera, sólo podria explicarse por un enlazamie~ 

to covalente especificando enzimáticamente, que acoplara 

las reacciones como en el caso del modelo convencional -

del intermediario 4uÍmico. Además de la especificidad ~­

translocacional de la salida de protones, en la que ac-­

túa como H3o 6 H+-H 20 (uniportador) y como ar+-H 2o (sym­

porter) para transformar la diferencia de potencial pro-
+ 

tónica~ H, entre la fase microscópica interna y la 

.acuosa del medio a dife~encia de potencial del agua.óH2o, 
1 

como se muestra en la FÍgol2, en un estudio comparativo 

con la minaturización del mecanismo quimiosmótico macro~ 

cópico, en el que se enfatiza que el modelo del protón ;;;; 

anhidro no tiene especificidad translocacional por lo 

que tiene un grado desconocido de acoplamiento, y que c2 

mo no tiene estequiometría definida no es reversible. 

De lo anterior Mitchell concluye que el modelo 

del protón anhidro requiere de un acoplamiento fuerte y 

reversible, ambos por la inclusión de especificidad 
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translocacional protónica, de tal manera que llegaría a 

ser un mecanismo quimiosmótico microscópico como él tie~ 

ne sugerido en su modelo quimiosmótico macroscópico, o -

por la inclusión de un intermediario rico en energía que 

podría reaccionar específicamente con el agua, en la 

ATPasa como centro activo (35). 

Se.ha en~ontrado que una forma adecuada para 

abordar el problema del acoplamiento entre la síntesis de 

ATP y el transporte de electrones, mediante el uso de d~ 

sacoplantes, que son sustancias que actúan disipando el 

gradiente protónico por lo que inhiben la síntesis de ATP 

y acelerando la velocidad del transporte de electrones. 

Aunque se trata de un método indirecto, que i~ 

cide precisamente en el proceso inverso al que tratamos 

de conocer, encontramos que nos proporciona datos valio­

sos que explican por medio de los mecanismos propuestos 

para el acoplamiento de estos procesos. 

Los mecanismos que se proponen para las sustag 

cias desacoplantes\particularmente las sustancias alquil­

aminadas es que actúan interaccionando con algún compone!! 

te de la membrana o como acarreador móvil de protones, d! 

sipando el gradiente de protones. Se ha postulado también 

que en su forma no protonada es más activa, por lo que a 

pH elevado la inhibición es mayor ( 36). 

En trabajos anteriores se encontró que la dode­

cametilenamina inmovilizada con sefarosa actuaba como de­

sacoplante clásico, pero su mecP~ismo de acción tiene que 

ser muy particular, ya que debido a su gran tamaño la mo-
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~écula de sefarosa no puede penetrar en el interior de -

~a fase acuosa del til8coide y por .tanto su mecanismo de 

acción no puede ser el de acarreador móvil de protones; 

entonces se pensó que podía tener propied~des detergen­

tes y actuar diso~viendo componentes de ~a membrana, de~ 

truyendo parte de ella, por lo que se desarrolló un tra­

bajo en el laboratorio en el que se estudió la sefarosa­

dodecametilenamina y su posible acción tensoactiva, por 

criterio de hinchamiento y contracción de cloroplastos y 

tensoactividad en relación a la bomba de protones, pero~ 

se encontró que no tiene efecto detergente (37), por lo 

que se postula que actúa protonandose en ~a fase membra­

na!, disipando de ~sta manera el gradiente de protones.~ 

Es importante entonces localizar é~, o los sitios de de­

sacoplamiento a través de toda la cadena transportadora 

de electrones, en el PS I y el PS II con sustancias ami­

nadas de diferente longitud de brazo hidrocarbonado para 

calcu~ar la distancia probable a la que se encuentra el 

sitio de desacoplamiento. 

En el laboratorio se ha trabajado también con 

éstas mismas sustanci~s, desde una molécula de 2 hasta -

de 12 átomos de carbono, con un grupo amino primario. y 

se ha encontrado que las aminas con una cadena de 2, 4,-

6, 8. y 10 átomos de carbono no desacoplan porque no pr~ 

sentan ningun efecto con respecto al control, en la velo 

cidad del transporte de electrones a través de toda la 

cadena transportadora (H20 --+ MV), en concentraciones 

crecientes, pero la amina de 12 átomos de carbono activa 
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la velocidad en el transporte de electrones, ¡o que sug! 

rió que la distancia crítica de desacoplamiento es de ~-
o 

21 A, lo que mide el brazo hidrocarbonado de la dodecam~ 

tilenaminao Debido a esto, en los siguientes trabajos d~ 

sarrollados en el laboratorio se estudió el efecto de Él!!, 

tas aminas en las reacciones parciales de la cadena tran!!. 

portadora, que son el PS I y II en condiciones basales -

(sin ADP y Pi), encontrando un ligero efecto desacoplan­

te en las aminas de 6, 8, 10, y 12 átomos de CP.rbono. 

Tomando en cuenta todo lo mencionado anterior-

mente, en este trabajo se midieron el transporte de ele~ 

trones en PS I y II en condiciones fosforilantes (ADP y 

Pi) y la bomba de protones con las aminas de 6, 10 y 12 

átomos de carbono como muestra. Además se depletaron 

cloroplastos de su CF1 y se adicionaron de sefarosadode­

cametilenamina con la finalidad de observar sí el grupo 

amino interaccionaba con el espacio libre dejado por el 

CF1 , y la molécula de sefarosa tapara el hueco en la me!!! 

branao TRmbién se experimentó con una amida y un ácido 

Rminado con una cadena de 12 átomos de carbono, para -­

observar sí modificando el grupo funcional de la amina 

se alteraba la protonación, al medir la velocidad del -

transporte de electrones a través de toda la cadena tran!!. 

portadora. 
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J,aminilla 
intergranal 

Estroma 

Cloroplasto normal de es-pinaca, mostrando la 

disposición de tiln.coides, granum y membranas. 

Disco tilacoide 

Un interP"rHnal 

Cloroplasto C:e clase II, sin la doble membrana 

externa. 

Fig. 1 iepresentaci6n esquemática del cloropla~to 



Fig. 2 Esquema tridimensional de la membrana del cloroplasto 

de acuerdo al "Modelo del mosaico fluido", en el que 

se muestran las proteínas distribuidas en la capa fl~ 

ida de lí#dos. 
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Fig. 3 FormRci6n fotosintética de glucosa en las h2 

jas de espinaca, a ~~rtir de co2, segÚn el Ciclo de Calvin. 

LRs abreviaturas empleadas son: 3PG=ácido-3-fosfoglicérico, -

G3P= gliceraldehído=3=fosfato;DHAP= dihidroxiaceton~fosfato; 

FDP= fructosn-6-fosfato;G6P= glucosa-6-fosfato; E4P= eritro­

!JU-4-fosfato; X5P= XilulosH-5-fosfnto, "iDP= sedoheptulosa-1, 7-

difosfato;S?P= sedoheptulosn-7-fosfato;R5P= ribosa-5-fosf'ato; 

i1.u5P= ri bulosa-5-fosfnto, RuDP= ri bulo sa-l, 5-difosf'Rto. 
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Fig. 4 Excitaci6n de una molécula y pérdida de 

energ!a en su retorno a.l estado fundamen 

tal, en forma de fluorescencia y calor. 
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-0.6 

0.0 

··0.4 

Fig. 6 Elevaci6n del nivel energ~tico de los elec­

trones transferibles de la asociaci6n de pigmentos. Los elec­

trones de energía elevada •.¡ue abandonan el pigmento excitado 

se emplean para reducir a aceptares electronegátivos tales cg 

mo NADP: 
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PS l 

- O.G 

- o.~ 
ll 

+ J.6 

.... 0.8 

+ 1.0 

Fig. 7 Esquema Z propuesto por Witt, para el flu­

jo de electrones en la fotosíntesis. Estan ordenados en se­

rie los Fotosistemas I y II, conectados por una cadena tran~ 

portadora de electrones entre el aceptor Q del PS IIy el -­

P700 del PS I • Se inicia con la fot6lisis del agua y fina­

liza en el N ADPH. 
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"'1 
•• yt 

ADP 
hv 

PS l 

Fig. 8 Flujo cíclico alred.edor del PS I: Los ele_2 

tronas elevados hasta Z en el PS I pueden volver al estado 

fundamental P700 por medio de una conexión que proporciona 

el citocromo b6, o por un transportador electr6nico artifi-

cial tal como el meta~Jlfito de fenazina (MPS). 



33 

ADP+Pi ,- ... 
/ATP 
1 + 

2H \ H20 1 ATP 
){:..~ + 

0
,.. 2H 

H
2

0 2H 

Fig. 9 Acoplamiento quimiosm6tico.- De acuerdo 

al modelo propuesto por el Dr. Mitchell, el acoplamiento -

del transporte de electrones y de la acumulaci6n de i6nes 

hidrógeno a ¡a formación de ATP, requiere una estructura -

limitada por una membrana, como se observa en el esquema. 
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ADPOH + POH 

Fig. 10 Este esc1uema representa el flujo de reaE_ 

tantes en la ATPasa reversible CF0 y CF1 , durante la fosfo­

rilaci6n-prot6nmotriz del ADP, como lo postula el Dr. Mitchell 

en su modelo quimiosm6tico. 

ADPOP representa al ATP; ADPO y PO- representan -
L B. 

el ADP y Pi respectivamente. El F1 y F1 representan con fi-

guraciones o estados del complejo-substrato F1, en el sitio• 
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ATPasa 

r---------
1 
le P-OH + HO-T' 

H O + P-0-"P 2 -

: 1 
P-0-P 

Fig. 11 Diagrama del mecanismo de acoplamiento 

del protón anhidro, postulado por el Dr. Williams. El mo­

delo especif!ca que los protones generados en la cadena -

redox se depositan en pequeños bloques en la fase lipopr2 

teíce .• 
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~G 
~d?JT8~ATP 

Fig. 12 En A y B observamos el mecanismo del pro­

tón anhidro, con una ruta de salida especifica vara H+6 2 H+. 

En e, se obRerv~ la miniaturización del Modelo ~uimiosm6tico 

macroscópico. 
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Mol~cula de ribulosa difosfato carboxidismutasa 

Moléeula de la enzima formadora 
de ATP 

Potosistema I P'otosistema II 

DISCO TILAOOIDE 

e 

: 
e 

• 
!) 
u 

Apilamiento de discos tilacoides= grana 

GRANA 

ll'ig. l.-A 

Disposición de la membrana interna de un cloroplas­

to. En el disco tilacoide se representan las enzimas más im--

portantes y los fotosistemas que se encuentran ahi~ En el 

grana se muestra el modo en que se pliega y a~ila la membra­

na interna para formarlo. 



Luz visible 

Rayos Rayos 
gamma X lN 
1 1 

1 
1 
1 
1 

'
Infr~ 
rroJo 

.. 1 
JI 1 

1 
1 
1 

Radio-ondas 
cortas 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

cm) 

1 
1 

---------Luz visibl.e---------

Fig. 4-A 
Espectro de radiaci6n electromagnética. 

38 



100 

Abs. 

50 

Eficiencia de la luz 
en la fotosíntesis 

1 

400 a oo 
Longitud de onda (nm) 

Fig. 5-A 
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la 
a 

Espectro de absorci6n de la clorofilR a. La línea 

más clara representa el espectro de eficiencia de la luz en 

la fotosíntesis. 
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

I Aislamiento de cloroplastos clase II (sin d~ 

ble membrana). 

Esta técnica fué publicada en 1974 como resul­

tado de los trabajos de Takakoi y col. (40), y se adapt6 

de la siguiente manera en el laboratorio: 30 e; de hojas 

de espinaca (Sninacea oloracea) previamente lavadas, se 

guardr-tn en el refrip,-er:=t.dor la noche anterior, conservan­

dolas húmedas. Se les rtui te. la vena central y la punta., 

se pica finamente y se colocan en un vaso de licuadora -

(que ha sido previamente enfriado en congelador durante 

30 mine). Se adicionan 180 ml de medio de aislamiento (-

200 mM de sacarosa, 20 mNI de tricina, 5 mM de MgCl•6H2o, 
50 mM de KCl, 0.1% de BSA y o. 5 mfll de ascorbato), se li­

cúa durante 5 segundos intermitentemente. Inmediatamente 

se filtra a través de 8 capas de gasa colocadas en un eill 

budo de filtración rápida, para eliminar los pedazos de 

hoja que no fueron molidos. El homogenizado se coloca en 
/. 

los tubos de centrífuga previamente enfriados y se equi-

libran. Se centrifuga a 1,500 rprn durante 3 minutos (ce!! 

tríí'uga MSE modelo LR-6); en este paso se elimina el se­

dimento que contiene las células enteras, núcleos y pa-­

red celular. El sobrenada.nte se centrifuga a 3,500 rpm-
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durante 8 min. Se elimina el sobrenada.nte y el seélimento 

que contiene los cloroplastos se lava con medio de resu!! 

pensión (lOO mM de sacarosa, 20 mM de tricina, 5 mM de 

MgC1~6H 2o, 50 ~d de KCl y 0.1% de BSA), cuidadosamente 

con un pincel de cerdas suaves se remueve el bot6n, se 

homogeniza y se centrifuga a 3,500 rpm por 8 min. Este 

procedimiento de lavado se repite dos veces con la fina­

lidad de eliminar impurezas. Finalmente el sedimento se 

resuspende en 2 ml de medio de resuspensión y se conse~ 

va en un tubo de ensaye cubierto con papel aluminio, a -

baja temperatura en un baño de hielo. En esta metodolo­

gía es importante conservar la temperatura a 4°C como -

máximo y a un pH= 8. 

II Determinación de clorofila. 

La valoración de la clorofila se hizo de acue~ 

do al método descrito por Strain y Svec (41) de la si-­

guiente manera: A tres tubos de ensaye de 13 X lOO se le 

adicionan 5 ml de acetona al 80%. A dos de ellos se les 

pone una alícuota de 20~1 de la suspensión de cloropla~ 

tos previamente homogenizados, se cubren los tres tubos 

con papel parafilm e inmediatamente se agitan en un Vor­

tex por 30 seg. y se incuban en la oscuridad durante 5 

min.;se centrifugan las dos muestras en una centrifuga 

clínica mod. CL No.l97 A, a velocidad máxima por 5 min., 

se decanta y al sobrenadante se le lee la absorbancia a 

649 y 665 nm contra el blanco de acetona al 80% en un e!! 
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pectrofotómetro Carl Zeiss M4 Q III, 45309-PMQ II 46275, 

calculando los valores con la siguiente ecuación: 

Clotot<)(g/ml)= 6.45 (A665) + 17.72(A649 ) 

Ecuación que se obtuvo a partir de la deducción 

basada en los coeficientes de extinción específicos (42,-

43), 

III Preparación de cloroplastos deficientes en 

CF1 • 

Esta técnica fué adaptada a partir del re~orte 

hecho por Racker (44) en la siguiente forma: 

1.- Se aislan cloroplastos como se explicó en 

la técnica anterior y se determina la concentración de -

clorofila. 

2.- La suspensión obtenida se diluye a una co~ 

centración de clorofila de 1.5 mg/ml, por la adición de 

una solución de NaCl 10 mM, o de medio de resuspensión. 

3.- Una alícuota de ésta suspensión se diluye 

a una concentración de clorofila de 0.1 mg/ml por adición 

de una solución de EDTA 0.75 mM a pH= 8. 

4.- La suspensión resultante se incuba durante 

5 min. a temperatura ambiente en la oscuridad y sin agi­

tación. 

5.- Esta suspensión se centrifuga a 15,000 rpm 

en la centrífuga J-21, durante 20 min. a una temperatura 

de 4°C. 

6.- Los botones obtenidos son resuspendidos en 
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1 ml de medio de resuspensión y se determina la concentr~ 

ción de clorofila. El sobrenadante que se obtiene en el 

paso 5, es una fuente conveniente de CF1 • 

lV Preparación de Bromuro de cianógeno. 

Este método fuá desarrollado de acuerdo al re­

portado por Hartman y col. (45). El bromuro de cianógeno 

es un polvo cristalino blanco que funde entre 49 y 51°C 

con punto de ebullición de 60-62°C, que tiene la propie­

dad de activar la molécula de sefarosa. El procedimiento 

empleado fué el siguiente: 

1.- En un matraz bola de tres bocas (en un ba­

ño de agua fría para conservar la temperatura) se coloc,!! 

ron un embudo de adición. un termómetro y un tubo de sa­

lida. Este sistema estaba provisto de agitación magnéti-

ca .. 

El matras contenía 50 g de bromo, el embudo de 

adici6n 17 g de NaCN en 120 ml de agua. Se fué adicionaB 

do gota a gota la solución de NaCN controlando la tempe­

ratura por debajo de 30°C. 

2.- Cuando se ha terminado de adicionar la sol~ 

ción de NaCN el bromuro de cianógeno obtenido se destiló 

controlando la temperatura entre 60-62°C, recibiendo el 

destilado en otro matraz bola. 

3.- El destilado se calienta con CaC12anhidro 

10 g, sin dejar (1ue se enfríe se filtra y se obtiene en 

un matraz bola en baño de hielo; este matraz se conecta 



44 

a su vez a un refrigerante con ttn matraz receptor previ~ 

mente tarado~ Se calienta el matraz con el contenido, -­

controlando la temperatura nuevamente entre 60-62°0 has­

ta que se ha agotado el máxi1no de remanente, obteniéndo­

se de esta manera los cristales blancos del bromuro de -

cian6genoo Es conveniente tener muchas precauciones por­

que se trata de una sustancia extremadamente t6xica. 

V Acoplamiento de las aminas a sefarosa. 

El primer paso de este proceso se desarroll6 de 

acuerdo a CuatrecP.sas y colG (46, 47) que consiste en la 

activación de la sefarosa 4B previamente lavada con 1 lt 

de agua y 100 ml de Na2C?3 2 M. Después, con todas las -

precauciones se adiciona 0.5 Vol. de una soluci6n de br~ 

muro de cian6geno ( 2 g de CNBr/ml de acetonitrilo), ag! 

tando fuertemente de 1-2 min. Después se vierte en un e~ 

budo de vidrio poroso(previBmete enfriado) y se filtra 

parcialmente sin dejar empacar la sefarosa lavando con 

una soluci6n de bicarbonato de sodio 0.1 M a pH= 9.5, a­

gua fria y bicarbonato de sodio 0~2 M a pH= 9.5; Después 

de este Último lavado se empaca y se obtiene la sefarosa 

activada. 

En un volúmen de bicarbonato de sodio 0.2 M y 

pH= 9.5, se disuelve ~reviamente la diamina, en el caso 

de las diaminas de 10 y 12 átomos de carbono se emplean 

2 lts. de dimetilfonnamida al 5ry~ para disolverlas. Se -

ajusta nuP.vamente el pH a 9.5 y cuando estan completame~ 
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te disueltas se mezclan con la sefarosa activada. 

La reacción de acoplamiento se lleva a cabo d~ 

rante 20 hrs. a 4°C, con agitación suave y constante. De~ 

pués de efectuada la reacción, se filtra el paquete y se 

lava con 20 r.1l de solución acuosa de acetato de sodio 0.1 

M-cloruro de sodio 0.5 M pH= 4, y después con 20 ml de s2 

lución acuosa de urea 2 M-cloruro de sodio 0.5 M pH= 10. 

Finalmente se empaca y se resuspende en 40 ml 

de agua cada sefarosa con su ligando. 

VI Medición de grupos amino primarios libres. 

Esta determinación se basa en el trabajo hecho 

por Okuyama y col. (48), medümte el empleo del ácido 2, 

4, 6 trinitrobencensulf6nico (TNBS), que forma un deriv~ 

do característico de color amarillo al unirse a un grupo 

amino primario libre. Esta reacción se efectúa por el a­

taque nucleofílico del nitrógeno de 1~ amina al carbono 

del grupo sulfito, desplazándolo y formando el trinitro­

fenil derivado: 
N02~ 

~-iR n n YNH2-R 
No 2vf' ~·-J-0-H 
~o 

,¡, H2so3 
Este producto presenta un máximo de absorción 

de 345 nm, lo que nos permite preparar soluciones estandar 

de monoaminas a diferentes concentraciones midiendo su -

absorbancia para obtener una curva patrón, con la finali-
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dad de interpolar las absorbancias de soluciones prepar~ 

das a partir de las-sefarosas acopladas y conocer la co~ 

centración de grupos amino. El procedimiento empleado se 

resume en la tabla No. 1. El espectrofot6metro empleado 

es el Carl Zeiss M4 Q III, 45309-PM Q II 46275. 

VII Medición del transporte de electrones. 

Basándose en el hecho de que por efecto de la 

luz hay fotolisis del agua, y de que el oxígeno es un e­

lemento electroreducible, originando una onda que se pu~ 

de determinar por medio de un electrodo, que mide el gr~ 

diente electroquímico por efecto de la concentración de 

oxígeno manteniendo constante el voltaje aplicado, se e~ 

ple6 en este caso un electrodo tipo Clark (49} que mide 

los cambios de concentración de oxígeno que se producen 

por la fotolisis del agua. Este electrodo esta compuesto_ 

por un cátodo de platino y un ánodo de plata los que es­

tan en contacto con una soluc.i6n concentrada de cloruro 

de potasio, la que a su vez está contenida en una membr~ 

na de politetraflúoretileno (PTFE) que está en contacto 

con el medio de la reacción, protegiéndolo de sustancias 

contaminant·es y siendo permeable a gases. Se considera -

que la permeabilidad es selectiva, porque en el caso pa~ 

ticular del oxígeno en la mezcla de reacción es el único 

que esta variando. Aplicando un voltaje de 0.5-0.8 V a 

través de los electrodos, la corriente es proporcional a 

la concentración de oxígeno en la cubeta de reacción. 
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En el electrodo tipo Clark se efectúan las si­

guientes reacciones: 

ANODO 4 Ag+ + 4 Cl-~ 4 AgCl + 4 e 
CA TODO 4 H+ + 4 e + 02 ~ H20 

4 H+ + 4 Ag+ + 4 Cl- + 02 ~ 4 AgCl + 2 H20 

Los cambios de corriente detectados en el ele~ 

trodo son traducidos a voltaje por un oxímetro construido 

por el Dr. Dilley (en la Universisdad), y éste último e~ 

ta conectado a un registrador Beckman con una entrada má 

xima de 10 mV, lo :1ue equivale a 1-2 eq electrónicos. 

El esquem:::t mostrado en la Fig. 13 ilustra la 

dis~osición del equipo empleado. El proyector swyer's con 

una lámpara de 500 W para proporcionar luz a saturación, 

el rayo de luz pasa a través de una lente de Izawa que -

consiste en una solución de sulfato de cobre(2%), conte­

nida en un matraz bola de 500 ml, que hace la función de 

filtro, concentrando la luz y eliminando calor de la cá­

mara de reacción que tiene paso de corriente de agua pa­

ra mantener 1~ temperatura (como un refrigerante), esta 

sostenida por un agitador magnético, que mantiene homo­

génea la suspensión. La cámara de reacción tiene adapta­

do el electrodo tipo Clark, por una horadación hecha es­

pecialmente para este fin, donde se ajusta perfectamentee 

Para medir las reacciones en PS I y PS II se -

utilizaron dos mezclas de reacción diferentes, pero am-­

bas con un volúmen total de 2 ml. 

Mezcla de reacción estandar: Sacarosa 100 mM, 
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tricina 20 mM, KCl 50 mM, BSA 0.1%, l\1gC1•6H2o 5 mM y 20 

g de clorofila/mi. 

Para PS I: La mezcla de reacción estándar, más 

2.5 ~~ de ascorbato, 0.4 mM de DCIP, 5 M de DCMU, 0.5 M 

de MV. 1 mM de ADP y 3 mM de KH 2Po4(Pi). 

Para PS II: La mezcla de reacción estandar, más 

1 M de DBMIB, 0.5 mm de DMQ, 0.4 mM de Fe(CN)~·, 1 mM de 

ADP y 0.3 mM de KH 2Po4(Pi). (Ver Fig. 14). 

La calibración se realizó con la mezcla de rea~ 

ci6n estandar y 50 mM de ferricianuro. 

En los dos fotosistemas se midió el transporte 

de electrones en condiciones fosforilantes, sin adicio-­

nar más reactivos, p2ra obtener los trazos control. Des­

nués en otras alícuotas se probaron concentraciones cre­

cientes de las monoaminas, diaminas, sefarosa-aminas, ami 

da y ácido aminado. 

Las reacciones efectuadas en la mezcla son: 

CALIB~ACION: H20 --+ Fe(CN)6 

2 H20 + 4 Fe(CN)6 ~ 0 2 + 4 H++ 4 Fe(CN)6 

FOTOSISTÉMA I: DCIPH2 --+ MV 

2 DCIPH2 + 2 MV --+ 2 MVH 2 + DCIP
0

x 

+ 2 MVH2 + 2 0 2 + 4 H --+ 2 H
2
o2 

FOTOSISTEM~ II: H20 ~ DMQ 

2 H20 + DMQ --+ 2 DMQH 2 + 0 2 1 o,J4e 

REACCION TOTII.L = PS I + PS II: H20 ~ MV 

2 H20 + 2 MV: ~ 2 Il'IVH2 + 02 
2 MVH2 + 2 o2 + 4 H+ ~ 2 H

2
0

2 

c. 
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Los trazos obtenidos en el graficador nos ind~ 

ca la velocidad de consumo o producci6n de oxígeno, lo -

cual se puede determinar comparando la pendiente del co~ 

trol con los trazos obtenidos para diferentes concentr&~ 

ciones de la muestra problema, calibrando con la solu-­

ci6n de Fe(CN)~ 0.05 M, que en 1~1 equivale a 0.5~eq 
de e en 2 ml, lo que se emplea para hacer la conversión 

a microequivalentes de lectrones por hora por miligramo 

de clorofila, que es la expresi6n final del resultado: 

o.5)(eg e 
No. de 'líneas 
recorridas 
al calibrar. 

X 60 min/hr. ~~eq. e/hr./mg clo 
mg/ml clo. 
adicionada. 

La forma del trazo es la siguiente: 

on (ence~dido) 

L off 

~off (apagado) on 

--· -·---··--· _ _A ____ . 
TIEMPO 

A= muestra problema; B= calibraci6n. 

B 

I L 

+ 10 1 de 
Fe(CN)6 
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VIII Medici6n de la bomba de protones. 

Se mide el gradiente de protones, registrando 

los cambios de pH en un potenciómetro (Corning Modelo 12 

con escala expandida), a la mezcla de reacci6n que contie 

ne los cloroplastos, cuando ésta es iluminada a un pH= 6. 

La velocidad y el cambio de pH se pueden cale~ 

lar por la diferencia de pendiente y tamaño del trazo, -

debida a la alcalinizaci6n del medio al ser transporta-­

dos los protones dentro del tilacoide. El flujo inverso 

de protones sucede cuando se apaga la luz, pero con una 

veloci-dad menor. 

El medio de reacci6n estandar contiene: lOO mM 

de KCl, 5 mM de MgCl•6H20 y 0.5 mM de MV, además de 20-

g de clorofila/mi. 

El trazo obtenido es el siguiente: 

T 
pH .05 /J.M 

l 
.01 N 

TIEMPO 

Los inst~Jmentos se esquematizan en 

la Fig. 15; el equipo consiste en un proyector Swyer's 

con una lámpara de 500 W, haciendo pasar la luz por un -

lente de Izawa, para concentrar los rayos y eliminar ca-
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calor. LP cubeta de reacción tiene una doble camisa con 

flujo de agua para conservar la temperatura, dentro de -

la cubeta de reacción se su:nerge el electrodo conectado 

al potenciómetro, el cual está conectado a un graficador 

marca Becl\:man, <.tue registra los cambios dP pH por medio 

de los cambios de voltaje que registra. 

Cuando se iluminan los cloroplastos se genera 

un gradiente protónico en el ,:¡ue se están translocando -

los protones hacia el interior del tilacoide de los clo­

roplastos y por tanto se alcaliniza el medio externo que 

es el pH que mide el elf!ctrodo. Es característico de las 

sustancias desacoplantes el inhibir la formación de gra­

diente protónico inducido por la luz, por lo que para -­

comprobarlo es necesP..rio Rdicionar la sustancia desaco-­

plante a la mezcla de reacción y observar el efecto 
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·_(ABLA l 

1)eterminación de grupos amino. 

·rubo Arnin>t ;;IaHC03 Agua ~EOH TN~S 1 HC!, Lectu:t~as 

(ml) 4:1; pH 8.5 (ml) (ml) lmg/r.J.l canee!! Abs. 
frese trado 

l ----- 0.75 0.6 0.75 o.75 !f o.375 -----

2 0.025 0.75 0.575 0.75 0.75 -!!: 0.375 ------

3 0.050 0.75 0.550 ,). 75 0.75 !1 0.375 -------

4 0.075 0.75 0.525 0.75 8.75 !} 0.375 ------

5 0.100 0.75 0.500 0.75 0.75 J! 0.375 -------

6 0.40 ~-75 0 •. 200 o. 7~i 0.75 JI: 0.375 ------

7 0.60 0.75 o.oo 0.75 0.75 .:!: 0.375 ------

!J.- Incubar 2 hrs. a 40° G con agitaci6n. 



l.- Fuente de l'u.z 

2~.- I,ente de Izawa 

3.- Base de agitRci6n 

4.- Cámara de reacción 

5.- O.xímetro 

6.- Registrador 

Fig. 13 Diagrama que muestra la disposición del 

equipo para la. medición del transporte de electrones. 
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PS I 

- 0.6 

- 0.4 
NADPH 

- 0.2 PS II 

o.o 

+ 0.2 

+ 0.4 
cit f 

PC= DGIPH 2(Asc) 
2e 

+ 0.6 

+ 0.8 

+ 1.0 

Fig. 14 Esquema Z para el flujo de electrones 

en la. fotosíntesis. Se indican sitios de acción de los 

inh_ibidores y aceptares de electrones artificiales ein-

pleados en la medici6n del transporte de electrones de 

PS I y II. 



..,..-----1 ~i::-~ o amo 
3 

1.-· Fuente de luz 

2.- Lente de Izawa 

3.- Base de agitación 

4.- Cámara de reacci6n 

5.- Potenci6metro 

6.- R(.:¿;i;:, ;:.rador. 

Fig .. 15 Diagrama que muestra la disposici6n 

del equipo para la medición de la. bomba de protones. 

IJ1 
\.11 
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R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

I Efecto de las aminas alquílicas sobre el 

transporte de electrones en PSI (DCIP ~ MV), en condi 

ciones fosforilantes(ADP + Pi). 

En la Fig. 16 observamos la gráfica del porcie~ 

to de la velocidad del transporte de electrones en PS I 

con respecto al control, contra la concentración crecien 

te de las diaminas, con fórmula general NH2-(CH2)n-NH2 en 

donde n= 6, 10 y 12 átomos de carbono, hexametilendiamina 

decametilendiamina y dodecametilendiamina respectivamente. 

La dodecametilendiamina produce una marcada ac­

tivación, alrededor del 80%, en cambio la decametilendia­

mina y la hexametilendiamina activan cerca de un 25%. Los 

resultados indican que la dodecametilendiamina tiene una 

mayor actividad desacoplante, lo que sugiere que la lon­

gitud del brazo hidroaarbonado le confiere estas propie­

dades, ya que es la única diferencia entre las tres ami­

nas mencionadas. 

En la Fig. 17 encontramos la gráfica. del efecto 

de las monoaminas, con fórmula general NH 2-(CH2)n-CH3 

donde n= 5 y 11 átomos de carbono, hexametilenamina y do 

dece.met.ilenamina, que al igual que las diaminas, presen­

ta un mayor efecto desacoplante la amina de doce átomos 

de carbono, que la de seis(hexametilenamina). 
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De acuerdo a los resultados obtenidos, no se 

puede dilucidar aún, cual sería el mecanismo de accioñ 

de las aminas, ya que se encuentran moviendose libremen-

te a través de la mémbrana, por lo que es necesario inm_2. 

vilizarlas. En este caso se empleó sefarosa 4B, que es -

un polímero de gran tamaño, impidiendo de esta manera --

r1ue la amina atraviese la membrana. 

En la Fig. 18 se observa el efecto de la sefa­

rosa-alquilaminas de 6, lO y 12 átomos de carbono, que 

son sefarosa-hexametilenamina, sefarosa-decametilenamina 

y sefarosa-dodecametilenamina respectivamente, en concea 

traciones crecientes sobre la velocidad del transporte 

de electrones en PS I. Se debe tomar en cuenta que las 

concentraciones empleadas llegan hasta 0.1 M, que en co~ 

paración con otras sustancias desacoplantes como el NH4Cl 

y etilenamina que necesitan una concentración hasta de -

lO y 5 mM, son mucho menores, lo que indica que tiene u-. 

na mayor eficiencia desacoplante. Los datos encontrados 

nos muestran la activación del transporte de electrones 

en PS I, que es casi la misma para las diferentes sefar2 

sa-alquilaminas de 6, lO y 12 átomos de carbono; a dife­

rencia de las monoaminas y diaminas, tiUe con-forme aumen­

ta la longitud del brazo hidrocP.rbonado, aumenta la acti 

vación del transporte de electrones. Esto nos sugiere -­

que existe una zona general de desacoplamiento en la me~ 

brana del til;:¡,coide a través de la cadena transportadora 

de elect:v:ones, debido a que todas las sefa.rosas-alquila­

minas producen desacoplamiento, descartando la posibili-
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dad de 'iUe sea un si ti o de desacoplamiento a una distan­
o 

ciH. de 21 A como se nostuló con anterioridad. 

II Efecto de la.s Hminas al:~uílicas sobre el -­

tr2.nsporte de electrones en PS II (H 2o ~ DlVIQ), en con­

diciones fosforilantes (ADP +Pi). 

Los resultados se muestran en la Fig. 19, el ~ 

fecto de las aminas alquÍlica.s en concentraciones crecie!! 

tes en relación al por ciento de activación o inhibición 

en la velocidad del transporte de electrones en PS II en 

condiciones fosforilantes, observamos c[Ue la dodecameti­

lendiamina9 decametilendiamina y hexametilendiamina inh! 

ben la velocidad del transporte de elctrones, a exceP-­

ci6n de la concentrc.ción 1 mm de la dodecametilendiamina 

en la que se observa una ligera activación con respecto 

al control. 

En la Fig. 19 se encuentran los resultados de 

la dición de hexametilenamina y dodecametilenamina so­

bre la velocidad del trA.nsvorte de electrones en PS II, 

en los que observamos una marceda inhibici6n, conforme -

aumenta la concentración hasta lmM, datos que coinciden 

con los encontrados con monoaminas al•tuÍlicas de cadena 

corta (39)e 

En la Fig. 21 muestra los resultados del efec­

to de las sefarosa-alquilaminas sobre la velocidad del -

transporte de electrones en p;:-; rr, observamos también -­

una marcada inhibición con la sef~rosa-dodecametilenami-

na, sefarosa-deca.metilenamina y sefarosa-hexametilena.mi-
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na, a excepción de la concentración 1 mM de la sefarosa­

dodecametilenamina en la que hay activación. 

Los resultados coinciden con los reportados e~ 

teriormente, con aminas alqu:Í.liqas de cadena corta, que 

al penetrar la membrana, las aminas varían el pH interno 

provocando una inhibición del rompimiento de la molécula 

de agua, y por lo tanto inhibiendo el transporte de ele~ 

trones hasta DMQ, que se efectúa en PS II, entonces este 

postulado se puede aplicar en este caso, asumiendo que -

la inhibición observada se debe a que la sefarosa-alqui1 

amina, al interaccionar con la membrana varía su pH in-­

terno interfiriendo el rompimiento de la mol~cula de a-­

gua. SÍ fuera posible neutralizar la interferencia espe­

raríamos encontrar, al igual que en PS I una activación 

en la velocidad del transporte de electrones. 

o 
III Efecto de la0amida NH 2-(CH2 )11-&-NH2 y el 

ácido aminado NH 2-(CH2)
11

-8-oH, sobre la velocidad del 

transporte de electrones de H20 ~ MV en condiciones -

fosforilantes (ADP + Pi). 

En la Fig. 22 se observa una activación del -­

transporte de má.s de un 150%, al adicionar concentracio­

nes crecientes de amida, hasta 1 mM8 En cambio el ácido 

aminado activa la velocidad del transporte de electrones 

cerca de un 95%. Estos efectos observados son caracterís 

ticos de sustancias desacoplantes, comparativamente con 

lla dodecametilendiamina y dodecametilenamina que tienen 
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la misma longitud de brazo hidroca.rbonado, :para comprobar 
o 

sí la distRncia de 21 A es donde :probablemente se encue~ 

tra el sitio,de desacoplamiento, y sí al variar las ca-­

racterísticas del grupo amino, :por los diferentes grupos 

funcionales integrados a la cadena del brazo hidrocarbo­

nado, se favorece o no, la protonación del grupo amino. 

IV Ef.eoto de las aminas alquÍlioas sobre la -­

Bomba de :protones. 

La :principal característica de las sustancias 

desaco:plan~e es que activan la velocidad del transporte 

de electrones e inhiben la sfntesis de ATP, debido a 

ésto se midiÓ el gradiente de pH, como una medida indi-­

recta de la síntesis de ATP. 

Se empleÓ la mitad de la concentraci6n desaco­

:Plante máxima, utilizada en la medici6n del transporte -

de electrones, ya que se ha postulado que la energía li­

berada del pH, durante el transporte de elctrones, es e.!!l 

pleada :para sintetizar ATP~ 

Se encontró una mareada inhibición de la ca:pt~ 

ción de protones, aproxima~amente un 50% con respecto al 

control con las diaminas de 6• 10 y 12 átomos de carbona 

Los experimentos se realizaron iluminando con luz a sat.];! 

ración, prendiendo y apag~d~ tres veces, para observar 

el efecto de abatimiento re la actividad de los cloro--­

Plastos, conforme al tiem~o de exposición de la luz y su 

capacidad quimiosmótica o electroquÍmica. (Ver Fig. 23) 
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Como podemos observar, el trazo control, en la 

Primera iluminaci6n (on), la amplitud de la curva indica 

que se capta la máxima cantidad de protones, alcaliniza~ 

dose el medio hasta un máximo, cuando apagamos (off) se 

observa una salida lenta de protones, entonces se vuelve 

a encender (on) se observa nuevamente el efecto de la -­

captaci6n de protones, solamente que la amplitud de la -

curva es ligeramente menor, en la Última curva se obser­

va otra ligera disminuci6n de la captaci6n de protones,­

esto se debe a un efecto de desgaste, por varios per!od~s 

de exposici6n a la luz actínica. 

Al hacer un experimento similar al anterior, -

pero en presencia de un desacoplante, dodecametilendiam! 

na, inhibe en un 40% aproximadamente, los trazos obteni­

dos son semejantes al control, con la diferencia de la -

amplitud en las curvas, que en este caso son menores de_ 

bido al efecto desacoplante de la diamina. En esta misma 

figura observamos el efecto de la decametilendiamina, que 

inhibe en una proporci6n aproximada del 30%, inicialmen~ 

te, porque en las sigu~entes iluminaciones el efecto in~ 

hibitorio es menor. De igual manera la hexametilendiami­

na inhibe en un 25% aproximadamente. 

En la Fig. 24 observamos el efecto de la sefa­

rosa-dodecametilenamina y la sefarosa-decametilenamina, 

con respecto al control, en las que se encuentra una -­

inhibici6n del 40 y 3~fo respectivamente. 

Es importante notar que cuando se ha a.dicionado 

desacoplante e ilumine~os, la inhibici6n inicial observ~ 



da es mas acentuada que la de las sucesivas iluminacio-­

nes, con J;'·~specto al control. 

1, l a inhibici6n del gradiente de protones por --

las dife~ tes aminas, no tiene una marcada relaci6n con 

la longitud de su brazo hidrocarbonadop por lo que no se 

puede concluir que las aminas de 12 átomos de carbono 

sean las mas eficientes. 

V Efecto de la sefarosa-dodecametilenamina so­

bre la bomba de protones, en cloroplastos depletados de 

Se Qbserva en la Fig. 25, los cloroplastos sin 

CF1 que presentan pequeños cambios de pH, comparado con 

el control, debido a que hásta ahora con las t~cnicas a­

plicadas, se obtiene una activ dad residual que indica 

que no fué eliminado todo el CF1• Como se ha postulado 

en el "Modelo del mosaico fluido" (3) el factor de aco-­

plamiento CF1 (que es una proteína compuesta por 5 sub­

unidades polipeptÍdicas), que está unida electrostátic~ 

mente a la membrana, como una proteína periférica, puede 

ser extraída de ella resultando en un hueco en la membr~ 

na que provoca que se disipe el gradiente de prot~~s. 

Ademas :Mitchell (13) ha postulado que el CF1 esta cone_2 

tado con el canal de protones que atr-aviesa la membr-anae 

En el presente trabajo se inmoviliz6 dodecame­

tilenamina a sefarosa, asumiendo que el grupo amino de ~ 

la sefarosa-dodecametilenamina reconozca y forme algÚn -



tipo de interacci6n con el canal de protones, tapando el 

hueco dejado por el CF1• 

Los resultados obtenidos nos indican que, los 

cloroplastos sin CF1 adicionados de sefarosa dodecameti­

lenamina, disminuyen la amplitud y extensi6n del cambio 

de pH, comportandose como un desacoplante clásico, lo -­

que no coincide con los resultados esperados. 
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Dodecametilendiamina Decametilendiamina Hexametilendia.mina 

lOO}& 

25~ 

o 
.25 .5 l .25 • 50 l .25 • 50 l (mM) 

Fig. 16 Efecto de las DIAMINAS sobre el Transpor­

te de elctrones en PS I, empleando concentraciones crecien-­

tes de diamina. La velocidad en el transporte de electrones 

se expresa en microequivalentes de electrones por hora por 

miligramo de clorofila, pero en éste caso esta referida al 

control que se considera cero y se grafica el por ciento de 

activaci6n, en cada caso. 
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Dodecametilenamina Hexametilenamina 

lOO% 

25% 

o 
• 25 9 50 1 .25 .50 1 (mM) 

Fig. 17 Efecto de las monoaminas libres sobre -

la velocidad <,lel transporte de electrones en PS I, en con­

diciones fosforilantes. Se grafica el porciento de activa­

ción con respecto al control. 
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Sefarosa-aminac12 Sefarosa-aminaClo Sefarosa-aminac6 

.025 .')50 .1 .025 .05 .1 .025 .05 • .;¡_ (mM) 

Fig. 18 Efecto de las sefarosa-aminas sobre el -

transporte de elctrones en PS I, en condiciones fosforilanT 

tes. Graficando el por ciento de activaci6n con respecto al 

control. 
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Dodecametilendiamina Decametilendiamina Hexametilendiamina 

le>o.' 

-5~ 

1 (mlll) 

Fig. 19 Efecto de las diaminas sobre el transpor­

te de electrones en PS·II, en condiciones foaforilantes. Gr~ 

ficando el por ciento de ~nhibici6n o activacion encontrados. 
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odecametilenamina Hexametilenamina 

.25 .50 1 (mM) 
Ir----------------+--------~-------

.25 .50 1 
o 

-25% 

-50% 

Fig. 20 Efecto de las monoaminas sobre el trans­

porte de electrones en condiciones fosforilantes en PS II. 

GraficL~ndo el por ciento de inhibici6n o activación con re.:::! 

pecto a concentraciones crecientes de amina. 
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.025 .050 .025 .050 .1 .025 .050 

J.l'ig. 21 Efecto de lau scfarosa-aminas sobre d tr>ln.§. 

porte d~ electrones fosforilante en PS II. Graficando el llOr -

ciento de activación o inhibición con respecto al control, em­

·leando concentraciones crecientes de aminas. 
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150% 

lOOJb 

.05 .25 .. 5 .6 .. 75 

Fig. 22 Efecto de lH amida y el ~ciclo f:.minado 

sobre la velocidad del tra.nsporte de electro.'les de H2o-- MV 

Es decir, a través de todR la cadena tran~ oJor·tadora. 

(mM) 



on 
Iii=6 

f 
on 

pH= 6,125 

Iii=6.01 

on 
pH=6 

CON~ROL 

D A C= 12 

f 
on 

D I A M I N A C= 10 

on 

D I A M I N A C= 6 

Fig. 23 Medici6n de la Bomb~ de protones, por me­

dio de cambios de pH, contra el tiempo, prendiendo y apagan­

do tres veces ( on) ( of:f), la miam1~ mezcla de reaccion por ca­

da trazo. El pH inicial es de 6. 



on pH=6.0l 

pH= 6 

1 
on pH=6 

on 

CONTROL 

f 
on 

Sefc.rosa-dodecametilenamina 

t 
on 

pH= 6.07 

t 
on 

pH= 6.0 

e>ff -
Sefarosa-decametilenamina 
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Fig. 24 Medici6n de la Bomba de protones, por 

medio de cambios de pH, contra el tiempo, en cloroplastos 

normales, adicionados de sef~rosa-aminaa, en concentracio­

nes crecientes, comparado con el trazo control. 
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C O N T R O L 

t 
on 

i 
on 
~=6 

e O N T R O L de Cloroplaetos sin CF1 

eloroplastoe sin eP
1 

adicionados de Sefarosa-dodecar 

metilenamina. 

Fig. 25 Trazos obtenidos al efectuar la medidi6n 

de la Bomba de protones en cloroplastos depletadoe en e~. -

El experimento se realizo, con un pH inicial de 6, con tres 

peri6dos Luz-oscuridad. Se puede observar que al adicionar 

sefarosa-dodecAmetilenamina a cloroplastos sin CF1, dismin~ 

ye el gradiente de protones debido al efecto desacoplant9 

de la sefarosa-amina. 



74 

CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos nos indican que exis~ 

una zona de desacoplamiento en PS I y probablemente otra 

en PS>II. Que no hay una diferencia significativa en el­

grado de desacoplamiento por las alquil-aminas de diferen 

te longitud de brazo hidrocarbonado, lo que descarta la -

posibilidad de encontrar el sitio de desacoplamiento a u-
o 

na distancia de 21 A, como se propuso con anterioridad(38), 

y nos sugiere que, es una Zona de desacoplamiento. 

El efecto del ácido aminado, que tiene un pKb -

de 5 por el lado del ácido carboxílico y de 9.5 por el ~ 

do de la amina, parece no influir en la mayor protonaci6n 

del grupo amino que cuando se encuentra en forma de grupo 

amino libre, por lo que se comporta como un desacoplante ~ 

clásico sobre la velocidad del Transporte de electrones a 

trav~s de toda la cadena transportadora (K20~ MV). 

El efecto de la amida es el de activador de la 

velocidad del Transporte de electrones a través de toda -

la cadena (H20~V), que comparada con las aminas repor­

tadas con anterioridad, tiene un efecto mayor, a pesar de 

la estructura de la molécula que por el lado de la amida 

tiene un pKb de 2, lo que indica que practicamente no se 

protona, por lo que su acci6n desacoplante puede ser ati! 

buÍda a que se forme un complejo de transferencia de car­

ga en algÚn sitio de la zona de desacoplamiento, o bien -
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que interaccione con alguna sustancia específica encarg! 

da del acoplamiento entre el Transporte de electrones y 

la Síntesis de ATP, como se ha postulado en la Teoría del 

intermediario químico, sin descartar la posibilidad de -

que el efecto mesomérico del grupo amida influyerá posi­

tivamente en la proponaci6n del grupo amino libre que e~ 

tá en el otro extremo de la cadena y que por tanto fuera 

similar al efecto de las aminas libres, de acuerdo a la 

teoría quimiosm6tica. 

La teoría quimiosm6tica microscópica propuesta 

por el Dr. Mitchell, parece ser la más adecuada, para e~ 

plicar el mecanismo de acci6n de las aminas al~uílicas u 

nidas a sefarosa. Esta teoría retoma proposiciones hechas 

por ~1 Dr. Williams en su modelo del protón hidromotriz -

(35), ambas teorías coinciden en el hecho de que los pro­

cesos: Transporte de electrones y símtesis de ATP se lle­

van a cabo en la membrana del tilacoide. 

Los métodos empleados no nos permiten aún defi­

nir, sí las aminas desacoplantes, al protonarse actúan s2 

bre un protón hidromotriz, pero si sabemos que ésta reac­

ción debe tener una estequiometría definida y una especi­

ficidad traslocacional, que contribuyen a la reversibili­

dad del proceso, cuestiones que explica el Dr. Mitchell 

en su modelo quimiosmótieo microscópico. 
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