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A OBJETIVOS DE ESTA INVESTILACION

Durante los últimos años, nos ha Sido dado observar la creciente frecuencia con que se han

i mp2eudolos detergentes como medio encaminado a lograr un mayor conocimiento de la es­

1ruvtum de la cadena.respiratoria en mitocondrias, y una creciente comprensión de las rela­

('inncs entre dii-ha estructu ra y su funnón.

Dada lu Similitud funcional existente entre mitocondrias y cromatóforos, en lo referente a la

:‘ormnor. de compuestos de alta energía, hemos considerado que, necesariamente, los de

"gt-mes Ïl ndrian que ser de suma utilidad para el estudio de la organización interna de los

“nm-iMim-M_Por otra parto: existían investigaciones previas, que señalaban la posibilidad

de que ios detergentes resultaran una excelente herramienta de trabajo, destinada a lograr ,

un mayor conocimiento de la estructura cromatofórica y su relación con su actividad foto­

quimtca. Ello resultaba de la relamón que se podía establecer entre los cambios en los es­

pectros de fluorescencia induc1dospor los detergentes, de diversas bacterias fotosíntéticas

_\ los posibles cambios estructurales de los cromatóforos bacterianos.

Frente u tales .mtecedentes nos propusimos tratar de obtener la dilucidación de diversos ins

tivrroenntes t-Xistentes, en las relaciones entre la estructura y la función del cromat'oforo.

Para ello hemos optado por llevar a cabo este estudio empleando dos generos diferentes dt­

bacterias fotosíntéticas, pertenecientes a la familia de las Tiorodaceae y Atiorodaceae, rf-K­

pectivamente.

Nuestro programa, expresado dc manera muy sintética , pretende:

--Aportar evidencia que permita decidir si ias diferencias en la fisiología del Rhodos­

pirillum Rubrum y el Chromatium, representantes ¿e las dos familias de bacterias menciona­

das en el párrafo anterior, están asociadas con diferencias 1.:: .:i estructura de sus cromató ­

foros.

—Tratarde relacionar, hasta donde ello nos resulte posible,la composición de los

sistemas en estudio, con la función, en términos de actividad fotoquímicai

—Procurar el aislamiento y purificación doi denominado "centro de reacción", exisv

tente en el cromatóforo.

-Lograr una mayor caracterización de alguna reacción fotoquímica, tal como la re­



ducción de piridin nucleótidos, sin desconocer la posibilidad, puesta de manifiesto por a1­

gunos investigadores, de que la acción de los detergentes empleados se traduzca en una

parcial inhibición de los sistemas fotoquímicos.

"Investigar soore la posibilidad de emplear centrifugaciones en gradiente, como

medio de poner a punto un método destinado a determinar diferencias fundamentales, entre

las posibles fracciones que pudieran obtenerse a partir de cromatóforos tratados con deter-'

NOTA: Los resultados expuestos en esta tesis han SldOya publicados en:

-Ag García Leo Pl Vernony H. Mollenhauer
Biochemistry á (1966) 2399

—A.García —Leo P. Vernon y H. Mollenhauer
Biochemistry á (1966) 2408



B-REVISION GENizlii Yl. SOBRE ljÏQTOSIN'l‘ESIS

Se denomina fotosíntesis a la serie de procesos mediante los (-uans. ¡Jincosas \'i\ wm.

utilizan la luz, para promover eventos bioquímicos que requieren energia.

esta Iiniilznizi qu.aLa calidad de la luz que puede ser usada en el proceso de i'otosíiito. í a

la naturaleza del organismo que la emplea, y por el csixrctro de la n17.solar (¡lu ¡Ii-gn

la tierra. La luz de corta y larga longitud de onda es absorbida unn-s m- lla-54::g . :llll no

planeta, lo que nos deja un rango entre 300 y 1300 mu que, pnl «im lo. Ls suiiuJ; nn. ¡mi .

el desarrollo de los procesos fotosiméticos.

En la figura 1 es posible apreciar la manera cómo (los clases (“forum-s (lt. (¡l‘g'lelir-innisi'o

tosintéticos, aprovechan distintas zonas del espectro.

La conversión de la energía de la luz en energía químicm 5L: ¡H'Ullllk'ca traves de una :‘eae

ción de'óxido-reducción, fuertemente, endergónica, mediante los (lili-rentes pigmentos con ­

tenidos en los organismos ÏOtOSinlÓLiCOS.

Durante el primer cuarto de. este siglo, el prOCeso l'olmiiiiíiic'o im- ('ÍL'SC'into. eomnnmenw

te, por medio de la siguiente reacción:

C02 + HZO “1‘ (Cl'120 r' 02), en la que (Cl-{20) I'i'iu‘i's't-nlzilui -..-.;; u ¿l

de carbono. El proceso parecía ser, por lo tanto, lo ('Ulllill.‘io (le ¡a n spii ;u.; 'm durante

la cual, 1a combustión del Hidrato de Carbono forma ('U; ¡un .

Muchos investigadores, entre ellos R. Willstater, C()llCil)iL'i'i)nque el ()()¿ _\' “¿0. Irn nm

ciación con Clorofila, estaban involucrados en una serie de i'i'ui'cinni'ri, a li'aví-s de Eras.

cuales el O2 del CO2 era reemplazado por HZO. El producto resultante (l-‘otoformnldehi--_

do), podía ser luego convertido en Hidratos de Carbono.

Una nueva concepción, muy diferente, fue introducida por C. B. Van Niel, durante el año

1930; ella era el producto de una comparación entre e] proceso ¡izfosiiitetieo en las plan­

tas y algas, por una parte, y en las bacterias por la otra. listos (los proceSos fotosínte­

ticos difieren en los siguientes aspectos:

Solo se observa la evolución del oxígeno en plantas y algas.

Las bacterias no crecen fotosíntéticamente, a menos que sean suplemenmdas con un su­

trato oxidable (una sustancia dadora de Hidrógeno), así como con fuentes de carbono 3"ni ­

trógeno. Los más simples alcohuíes y ácidos orgánicos. pueden sen-ir como dudores de
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hidrógeno.

Algunas bacterias fotosíntéticas puedenutilizar sustratos inorgánicos, tales como i'msul­

fato, sulfuro dc hidrógeno, o simplemente hidrógeno.

Por lo tanto, una reacción muy general, que describa el proceso fotosíntético sería:

(302 1-2H20 ---> (CH2O)+ HZO+ 02. Esto equivaldría a afirmar que elo2 no proviene

del 002, sino del H20, lo que fue confirmado, años más tarde , por medio de experimen­

tos con Oás .

De igual manera, un paralelismo muy convincente fue establecido por .H. Gat'fron. Ordinn -­

riamente, una especie de algas lleva a cabo un proceso de fotosíntesis del tipo observado.

en las plantas, en las cuales se produce una evolución de oxígeno. Pero'estas mismas al"

gas pueden ser inducidas, en ciertas condiciones, a llevar a cabo un tipo de fotosíntesis­

similar al que se desarrolla en bacterias fotosíntéticas, en el cual el Hidrógenosirve co­

mo sustrato oxidable . Las mismas algas, así adaptadas, pueden ser revertidasbal pro-v)

ceso anterior, en el cual se produce evolución de 02. Van ldiel también propuso,_ por' rra-­

zones de economía, que el proceso de reducción de C02 a CH2 O, no estaba involucrado .

en el principal proceso fotoquímico, postulando que el acto fotoquímico primario era:

HZO"5 (H) + (HO), donde (H) representaba un agente reductor y (HO) un agente

'oxidante.

Por consiguiente, en reacciones enzimáticas comunes, (H)podría reducir CO2, y el

agente oxidante podría ser eliminado a través de reacciones de óxido-reducción. I

También durante el proceso fotosíntético, se produce el almacenamiento de energía en for­

ma de -ATF.

Una manera muy simple de correlacionar esta información con la teoría enunciada por Van

Niel era la de permitir la recombinación de (H)y (HO), acoplada alla fosforilación del

ADF.

Según ello, el proceso de fotosíntesis puede ser representado, esquemáticamente, de la ma-—

nera que se indica en el Esquema 1.

jl_-Obscrvaciones gue sugiere el esguema 1:

De acuerdo con el esquema, el AH2 serviría, únicamente, como dador de hidrógeno. .5!es­

te sustrato es orgánico, su oxidación puede producir 002 u otros compuestos carbonado's
.‘



que pueden ser reducidos, en lugar de C02.

Pero desde el principio, muchos investigadores y principalmente Gaffron, argumentaron

que los sustratos orgánicos podían ser asimilados por las bacterias fotosíntéticas púrpu­

ra sin ser oxidados (es decir sin servir como AHZ). Esto determinó que, en la actualidad,

el proceso de fosforilación sea considerado como el proceso primordial del acto fotosínte­

tico. Tambien ha sido criticada la significación de (H)y (HO). En esquemas alternativos,

han sido reemplazados por electrones y lugares "vacíos" de electrones. Aparentemente,

esta observación resulta un tanto trivial ya que en última instancia, (H)y (HO), lugan .L:

"vacíos" y electrones, son meramente símbolos usados para representar una separacion

fotoquímica de entidades oxidantes y reductoras.

Por consiguiente, un esquema que tuviera en cuenta estas observaciones , podria represcn-r­

tarse como el que se muestra en el Esquema 2.

2-Dos sistemas fotosintéticos coop_erativos:

Un análisis de los efectos de activación (Emerson, Chalmers y Cedestrand 1957) (1), en

plantas y ciertas algas, ha revelado la cooperación de dos diferentes reacciones fotosmtéP

ticas, catalizadas por distintos sistemasde pigmentos (Myers y French 1960)(2) (Duysens,

Amesz y Kamp 1961) (3), Kok y Hoch 1961) (4), (Witt y col. 1962) (5), (Losada y col. 1961)(6),

(Whitíngham y Bishop 1961)('7). Una de las reacciones lleva a cabo la oxidación del 12'20,

acompañada del proceso de evolución de oxígeno, mientras que la otra, genera electrones

con un potencial lo suficientemente negativo, como para. reducir piridin nucleótidos.

Esto da lugar al esquema 3 , que tiene en cuenta esta particularidad del sistema fotosín­

tético en plantas y algas.

Muchas diferentes combinaciones pueden realizarse y suponerse, en cuanto a la identidad

y tipo de relaciones existentes entre los oxidantesyreductores formados durante los dos

actos fotoquímicos, y el rendimiento cuántico en el proceso de fotosíntesis, sobre los cua-­

les no entraremos en detalle.

3-Esggema de la fotosíntesis en bacterias fotosintéticas

Todos los paralelismos estableCidos hasta ahora, entre fotosíntesis en plantas y en bactcú

rias fotosintéticas, permiten suponer que éstas carecen del sistema fotoquímico que permi”

te a aquéllas utilizar al HZOcomo dador de electrones. Esto significa , que sólo un siste­
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ma de pigmentos opera en la generación del poder asimilatorio, durante el proceso de i'o­

tosíntesis en bactei ias , y un esquema que describiera este proceso, sería similar al pre-­

sentado en el Esquema 1.

La ausencia de efectos de activación (Blinks y Van Nie] 1963)(8), y la observación de que el

espectro de accion para 1.: xduecion del NADy para la fluorescencia de bacterioclorol'ila,

en bacterias l'otosintéti 'as, coinciden, (Amesz 1963) (9) proporcionan evidencia experi ­

mental (le lo expresado anteriormente.

EU. nid=1_d[9.!_92‘intétk.=r

Aproximadamente, 5 a:i..io.-scle luz son suficientes para reducir una molécula de CO2 y

hacer desprender una molécula de oxígeno. Si cada molécula de clorofila de un vegetal,

puede reaccionar fotoquími ‘amente para generar productos utilizables en la fotosíntesis, un

"flash" suficientemente intenso. debería dar por. resultado la reducción de una molécula de

C02 y el desprendimk nu (l; una‘molécula de oxígeno, por cada ocho moléculas de clorofi­

la presentes. listo sería el resultado de exeitar cada molécula de clorofila, siempre y

cuando el prou-5o en la (::-;<‘.1.::‘id2ldno fuera limitante.

En 1932, Emerson y Arnold explora ron este punto, utilizando Clorella y midiendo el 02

desln'enrlulo. como respuesta a muy Cortos "flashes" (10 milisegundos). Se pudo observar

asi, que el mejor rendimiento que se obtenía era de una mélécula de oxígeno-desprendida,

por cada 2. 500 moléculas (le cloroflla. De estas experiencias se deduce que, en Cloi‘elia,
Q .

2. F00 molécula-side clorol'ila sirven iznr:"mr‘utlrína" " "Enlaceuna molécula de C02 y

' produce una molécula de oxigeno. _\'Que ocho cuantos de laa. absorbidos en cualquier ref

gión de estas 2. 500 moléculas, dclcl'lï‘.:“'!n que la "máquina" funcione una vez, producien­

do los electos anteriormente expuestos.

Por consiguiente, de acuerdo con lo expresado, una unidad l'otosintética, en Glorella. con­

,.tendría 2. 500 moléculas de cloroi'ila. '. s

Pero, de acuerdo con Van Niel, el primer acto químico, en la fotosíntesis, es la l'otolisís

del “20, con formación de (ll) y (l-IO).

Cuatro (H ) pueden reducir una molécula de C02 a (CHZO)y cuatro de (HO) pueden dar una

molécula de 02. Ello significaría que en ¿i proceso H2O ---) (H ) l- (HO ), se necesitan dos

cuantos de luz.



Si (H ) y (HO) pudieran ser transformados en oxidantes y reductores estables, podrian ser

usados luego por las reacciones que Se producen en la oscuridad. En tal caso, la unidad fo­

tosíntética ejecutaría una reacción que requiere dos cuantos, para formar los primeros pro­

ductos estables.

Por lo tanto, el tamaño de la unidad fotosíntétíca quedaría reducido a 2. 500/4, es decir,

600 moléculas de clorot‘ila involucradas en un proceso primario de dos cuantos. Ha sido

posible reducir ese número a 300 moléculas de clorofila, en reacciones llevadas a cabo por

la asimilación de un cuanto de luz.

En la actualidad existen otras evidencias, acerca de la existencia de la unidad fotosíntética,

que permiten también afirmar que un gran númc, o dc moléculas, de clorofila, deben coope­

rar para recoger cuanto.»de luz y transferir la energía, por medio de un mecanismo de re­

sonancia inductiva, a un centro especializado, donde debe tener lugar la conversión cn

energía química.

Ello resulto de Consideraciones teóricas enunciadas por Gaffron y Wohl, quienes compro­

baron que una molécula de cloroi’ila, en una planta bajo condiciones de poca iluminacion, I

absorbía un cuanto dc luz, una vez, en varios minutos.

Deesta manera resultaba evidente. quc para que una molécula de Vclorofilacolectara ocho

cuantos, necesa. im; ¡,ai a 1;:u oración de una molécula de oxígeno. dchía transcurrir un

muy largo tiempo. listo estaba en pugna con la conocida comprobación experimental dc que.

cuando una planta es iluminada, las máximas velocidades de producción de 002 y de 02‘

se obtienen inmediatamente . De ello era lógiCQdeducir. que la energía recogida en un

gran número de moléculas ¿e u‘urufila. era transferida a un Cent;o de reacción. Como van-­

remos mas adelante, ciertos Compuestos han sido determinados como integrantes de un

centro de reacción fotoquímico. Entre. c-“ur t'ígnraría un citocromo, y una sustancia que

parecería ser una forma escL-cializadade cloroiila.

Cierto tipo de herbicidas como el DCMU 3-(3-4. diclorofenil)l, 1 dimetil urea, inhiben el

proceso de fotosíntesis, a concentraciones correslmndientes a una molécula de herbicida

por cada 200 moléculas de clorofila, lo que cont'irmaría el tamaño de una unidad fotosin--­

tética, de acuerdo con lo expuesto anteriormente.

5 -’l‘ransfercncia de Energía:

El fenómeno de transferencia de energía, prerrequisito para el funcionamiento eficiente
pt.

¡(v3
J!



de la unicer i'otosintótica, ha sido iii meinente establecido.

Se han propuesto varios mecanismos de trasfereïaisn . Rabinowitch (1962)(10)y Bay y

Pearlstein (1963)(11), han demostrado que la transferencia de energía de excitación, por

resonancia inductiva, probablemente el_mas importante, sino el único, de los mecanis­

...os que operan en fotosíntesis.

La (¡nc "-¿‘ïa'de excitación puede ser transferida a.distancias de 100% , siempre y cuan-­

dr :í‘nan los siguientes prerrequisitos:

—Superposiciónde ias bandas de i'laorescencia- de la molécula dadora de energia, con ia

banda de absorción de la molécula aceptora.

--l>z-oximidadespacial de las moléculas reaccionantes, pues la eficiencia de_transferencia,

cs inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia que.las separa.

La transferencia entre moléculas no idénticas. se produce siempre en dirección a 1a que

tiene la banda de absorción mas desplaza’da hacia el rojo.

(¿LMEEencia de energíaen bacteriasfutosiniïjici

La transferencia de'energ‘ía entre los pigmentos fotosíntéticos. en bacterias púrpura, hn.

sido cuantitativamenteestudia-ia por Duysens (1952)(12).

lndepvndíentemente-del número de bandas en el infra-rojo, lbs espectros de fluorescencia.

en estos organismos, son muy similares, mostrando un máximo --..;dor de los 910 mu.

De aquí se concluye que el complejo con banda de absorción en 870-890 mu, es el único pig­

mento fluorescente, habiéndose comprobado , además, que la excitación de esta fluorescen.—­

cia es independientede la banda de iluminación, confirmando-.con-ello'la existencia de trans­

fercncia de energía.

La eficiencia (le la energía absorbida por carotenoides es, en general, del 30 al 40%. En

cambio, la correspondiente a diferentes tipos de complejos de bacterioclorofila en bacte­

rias l'otosintética;, cs de 100%;Bril (tesis, Utrecht,_1964)(l3).

7_—_C<_:ntrode reacción en bacterias fotosíntéticas:

Los cuantos absorbidos por varios pigmentos de la unidad fotosintética bacteriana, ¡son

transferidos, como hemos visto, más o menos eficientemente, al complejo de bit-“¿ju­

clorofila cuya banda de absorción está en 870-890 mu y donde, finalmente, son atrapado-3',

en un sitio especifico, en el que inician el proceso fotosintético.

No se conoce la naturaleza química de este centro de reacción, pero puede suponerse que
r
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se trata de un conjunto de moléculas de bacterioclorofila en un medio especializado, que

le confiere un cierto tipo de caracteristicasparticulares.

La evidencia experimental sobre 1acual se basa la suposición anterior, podría resumir­

se de la siguiente manera:

--Inmediatamente después de la iluminación, se produce una pequeña'.'diSminuciónde la

absorción, centrada en 870-890 mu y, al mismo tiempo, un corrimiento hacia el azul del

compuesto que absorbe a 800 mu (Duysens 1952 (12), Godheer 1960 (14), Clayton 1962 (15).

Este es un proceso reversible; aún a bajas temperaturas (Arnold y Clayton 1960 (16) ,

Clayton 1.962,(17), Vrcndenberg y Duysens 1963 (18).

Un cambio similar al producido por la luz‘,-puede ser' inducidopor el agregado de un oxi­

dante débil (Godheer 1960 (14), Clayton 1962 (15).

--I]uminandocon luz correspondiente al infrarrojo, se producen cambios de.absorción en el

visible, que son.cara'cterísticos de la'oxidación del citocromo (Duysens 1954)(20).

Este procesott'ambién ocurre a bajas temperaturas (Chance y Nishimura 1960 .(21),

Vrendenberg y Duysens 1964 (22), y tiene una eficiencia que se aproxima a un electrón

trunsfcrido,’ por cada cuanto absorbido'(Olson 1962 (23)y Vrendenberg y Duysens 1964(22).

Estos resultados experimentales, han llevado a la conclusión deque el prime'r 'paso en la

fotosíntesis bacteriana, es la liberación de un electrón del pigmento excitado, lo que deter­

mina su oxidación. La transferencia 'de este electrón: es lo que produce un reductor fuerte.

Posteriormente, un citocromo se oxida al transferir sinelectrón alpigmento oxidado (Losa­

da et al 1.960.(24), Chance y Nishimura-1960'.(21) y .(Calvin y Androes-1962(25).

E_laceptor primario del electrón liberado, no ha sidó' aún identificado. Clayton :(1962)(26)

ha sugerido que una Ubiquinonapodría ser este aceptor-pero, de acuerdo con su potencial

de oxidoreducción fuertemente negativo, probableme'nte'sea 1a ferredoxina, un candidato más

adecuado (Tagawa Tsujimoto y Arnon 1963 (2.7).

La naturaleza de'este tipoide' reacciones parece ser más fisico que quimico, sobre todo te­

niendo en cuenta que se produce-a"muy bajas temperaturas'.(-77°K).

El concepto de centro de reacción, ha sido extendido po'r Vrendenberg y mysens (1963)(18).

Estos investigadores, estudiando fluorescencias y disminuciones en la intensidad de la luz,

han encontrado una relación entre el incremento del complejo que absorbe a 870-890 mu. y

la cantidad de disminución de la intensidad de absorción a 870-890 mu.
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Explican este tipo' de fenómeno, diciendo que, por resonancia inductiva, la energía es

transferida eficientemente desde el complejo que absorbe a 890 mu, hacia el pigmento

activo, que ellos denominan P890 y que, consecuentemente, al ser oxidado, pierde inten­

sidad de absorción a 890 mu. En ese estado, el-P890 no puede aceptar más energía y,

por lo tanto, esa energía, radicada en el complejo . que absorbe a 890 mu (BBQO), se di-­

sipa en forma de fluorescencia.

Una descripción similar, para el centro de reacción en RhodopseudomonasSpheroides, ha

sido emitida por C1ayton(1963)(28).

La espectrofotometria diferencial, es técnicamente mas dificil de observar en plantas y al-­

gas que en las bacterias, sobre todo debido a la preponderancia muy grande de pigmentos

inertes.

Duysens fue también pionero en este tipo de estudios. Le fue posible demostrar que al ilu'

minar algas, una sustancia similar al citocromo "f" se oxidaba. Este y otros fenómenos

han.sido repetidos por Koky colaboradores, y su contribución fundamental ha sido la ca­

racterización del P700, un pigmento que parece ser algo similar al P870 u 890, descripto

'en bacterias fotosíntéticas.

La oxidación del P700 "in vivo”, se encuentra acoplada, en este caso, a la oxidación del.

citocromo "f", pero el aceptor primario asociado con este proceso, no ha'lsido aún identi­

fic-ado.

21:13Lopiedadesfísicas, Químicas y estructurales de las bacterias fotosintéticas

:i-Estado natural de i.. :i..l;i,elincun'oliia

Aunque las bacterias púrpura contienen sólo una clase de bacterioclorofila, este pigmento

adquiere. "in vivo". ciertas propiedades especiales que Son estrictamente dependientes del

:)|‘g:iliis¡n()que se encuentra en estudio.

En la Figura 1, puede verse el espectro de absorción de diferentes organismos, en el ultra­

violeta cercano, visible e infrarrojo cercano. Comparando los espectros de absorción del

Chromatium, Rhodopseudomonas Spheroides y Rhodospirillum Rubrum (Fig. 2, ¿{y -.-)se pue ­

den detectar las siguientes bandas de absorción:

«La banda de Soret (370-376 mu)

--Unabanda a 590 mu, correspondiente a bacterioclorofila.

--Unamúltiple serie de bandas, entre 800 mu y 890mu, también correspondientes a bacte­
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ri oc]orol'ila.

La banda (le absorción alrededor de 265 mu se debe, muy probablemente y en cierta m'uutra,

a bacterioclorofila, así como los pequeños picos entre 310 y 320 mu. Ver figuras 3 y 4.

Se puede observar además, que el espectro de absorción del Rhodospirillum Rubrum cs

muy similar al del Chromatiumfil’iguras 2 y 3), salvo que en aquél, la banda que absorbe

a la mas larga longitud de onda, tiene una posición algo diferente. Esto induce a suponer

que los distintos tipos de complejos de bacterioclorofila, son los responsables de los di ­

le rentes espectros observados. Para una mejor comprensión del trabajo que se describii-a

posteriormente, los diferentes tipos de asociación de bacterioclorofila y proteína serán

denominados B800, B850 y B870 u 890, indicando aproximadamente esos números, la po­

sición de las diferentes bandas de absorción en el infrarrojo cercano, pero entendiendo que

la posición exacta de la banda de absorción dependerá, en última instancia, del organismo
.

estudiado.

Es de destacar que, en todos estos complejos, se produce una banda de absorción menor,

21590 mu y que, de acuerdo con Duysens (1952)(12), la absorción a esta longitud de onda

particular, es directamente proporcional a la absorción en el infrarrojo cercano, para ca"

da uno de los complejos correspondientes.

Un fenómeno interesante, cmese observa en las bacterias fotosintéticas, es que'las difcná

rentes bandas de absorción se convierten en una banda única alrededor de 770 mu, cuando

los pigmentos son tratados con solventes orgánicos (ver Figura 2).

La absorción entre 420 y 55:) mn, es debida, principalmente , a los carotenoides y, como

se observa en las Figuras 2, :3y 4, existe una gran diferencia en la composición, para las

distintas especies.

Son estos carotenoides los que dan el nombre de bacterias púrpura, a las bacterias foto-­

sintéticas púrpura.

Mucho se ha especulado con la naturaleza de los complejos de bacterioclorofila. La obse"i--—­

vación del cambio de posición, con corrimiento hacia el rojo, de las bandas de absorción '

de bacterioclorofila "in vivo", induce a suponer la existencia de un estado altamente orga­

nizado. Ta] efecto de corrimiento es observado, por ejemplo, cuando hay una transición

de moléculas de bacterioclorofila, monomolecularmente dispersas en solución, hacia una

variedad de estados de condensación (suspensiones coloidales, monocapas y microcristaleg)
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(Jacobs y Col. 1957) (29), (Trurit y Colomano 1959)(30). Este tipo de observaciones fue

el que llevó a Krasnovskii, en 1959, a sugerir que las diferentes formas de agregación,

eran las responsables de las característicaslespectra]es observadas para la bacterioclo­

rofila "in vivo”. Thomas y Col. 1956 (31)y Godheer (1957)(32), calcularon la cantidad de

clorofíla que se encuentra presente, como una monocapa, en la superficie laniélar, en

cloroplastos. En el caso de las bacterias fotosíntéticas, aunque no hay estrucutra lame­

lar, . la membrana exterior de los cromatóforos puede acomodar la bacterioclorofila en

monocapa.

Otravinterpretación que se puede dar a las observaciones anteriormente citadas, es la

de la presencia de diferentes complejos de bacterioclorofila con algunwmacrómolécw­

las,probablemente del tipo de las lipoproteínas.

Este punto de vista fue sugerido, originalmente, por Wassink y col. (1939-)(33).'Luego

Oster y Billing (1957)(34) y(Oster y col. (1961)(35), demostraron que los colorantes uni—­

dos a macromoléculas, difieren fundamentalmente, cn sus características espectrales, ‘

del colorante en solución. Esto proporciona una base para la interpretación de los cumple-­

jos de bacterioclorofila. Recientemente, y en apoyo de esta segunda teoría, Olson y Ro­

mano (1962)(36)yIOlson y col. (1963)(37), han aislado un complejo de pigmento-proteina,

de bacterias verdes del azufre.

Pero en la actualidad, aunque la idea de complejos es generalmente aceptada, no existe

prueba directa de que la eidstencia de tales complejos, sea la causa fundamental del com­

rrimiento espectral antes mencionado.

Algunos resultados obtenidos por Griffiths (1955)(38), Calvin (1955)(39)y Sistrom y col. ...

(1956)(40), utilizando un mutante de Rhodopseudomonas Spheroides, que carece del com

plemento natural de carotenoides, permiten suponer que las interacciones de los pigmen­

tos con los carotenoides son, en cierta forma, responsables de las bandas de absorción.

En este mutante, los máximos de dasorción han cambiado en intensidad y número.

Krasnovskii y col. (1952)(41), Krasnovskii y col. (1962),.’42)hanintentado explicarlas multi.

plcs bandas de absorción "in vivo", y las diferencias que existen entre este estado y cn so­

lución, en términos de diferentes agregados de bacterioclorifila "a"._ Para ello, es_mc--

nester tener en cuenta que, las capas secas muy delgadas de bacterioclorifila, son similar-1:

res, ,en ciertos aspectos, a la bacterioclorofila "a" "in vivo". Ahora bien, ocurre común»
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mente,que las bandas de absorción y aún las bandas de fluorescencia en este tipo de modelo,

sean mas anchas que las bandas observadas "in Vivo". La figura 2 muestra el espectro de

absorción "in vivo" para Rhodospirillum Rubrum. Se puede observar en ella, que este mi­

croorganismo presenta Solamente dos bandas en el infrarrojo cercano; una a 802y otra al­

rededor de 883 mu. Sin embargo, el espectro de la mayor parte de las bacterias fotosínte­

ticas muestra, por lo menos, tres bandas de absorción en esta zona. La Figura 3, espec­

tro de absorción de cepa D de Chromatium y la Figura 4 de Rhodopseudomonas Spheroidns,

refleja lo expresado anteriormente. Por supuesto, que los picos de absorción evidenciadors

dependen, fundamentalmente, en cuanto a su intensidad relativa, de las condiciones de ero"

cimiento.

Los estudios de Bril (43)y (13), sobre absorción y fluorescencia en cromatóforos de Rhodns"

pirillum Rubrum, Chromatium y Rhodopseudomonas Spheroides, han demostrado que los de«

tergentes puedencambiar estas características, por medio del bloqueode la transferencia

de energía entre los complejos de bacterioclorofila que poseen las bandas de absorción de

mayor y menor longitud de onda, con transformación de la forma que absorbe a mayor lon- '

gitud de onda.

Dos explicaciones; alternativas pueden darse para este último fenómeno; o bien la banda de

mayor longitud de onda.e; zmestado de,agregación, que es destruido por la acción de los

detergentes, o bien. trata de un’lcomplejode proteina y bacterioclorifila que seria medi-­

ficado, en cierta manera, por los detergentes.

._b_-(Tarotvnoi.les on el aparato 171;.ízosintéticohacteriano

El aparato t'otosintético de todos los fototrofos contiene, invariablemente, carotcnoídes,

pero hasta cl. momento no se ha dado una explicación satisfactoria sobre su distribución.

Comoveremos, los carotenoides contribuyen ala fotosíntesis bacteriana, transfiriendo la

energía que ellos absorben más o menos eficientemente, a la bacterioclorofila, ampliando

de esta forma el fimbito espectral. utilizable. De todas maneras, muchos investigadores

dudan aún de que esta sea su l'unción fundamental.

Algunos, tales como Yamamoto, Chichester Nakayama (1962)(44), han sugerido, aunque

sin fundamento experimental, que los carotenoides pueden funcionar como "carriers" de

electrones o de oxígeno.



Por otra parte, el simple hecho de que mutantes que no contienen el complem; m. 1.n r .ul

de carotenoides, puedan efectuar fotosíntesis, (Griffiths y col. 1955)(38), (Sistx n y c >l.

1956)(40), (Cohen-Bazire y Staníer 1sL-su45), (Dworkin 1958)(46), (Bergeron y eo}. 1959)

(47) y (Crounse y col._l..1._963)(48),induce a suponer que los carotenoides no están involu­

crados en las reacciones fotoquímicas primarias. Sin embargo, en este tipo de mutun ­

tes, o en las células en las que se ha inhibido la biosíntesis de carotenoides por medio de

sustancias dutnúcas, la exposicióna la luz.y oxígenoproduce la destrucción de su back rio­

clorofila y; eyïentualmente; la muerte (Griffiths y col. 1955)(38)y (Sistrom y col. 19%)(40). '

También se ha efectuado este tipo de estudios, con cromatóforos aislados de estos micro-J

organismos, los que resultaron dañados de manera similar (Fuller y Anderson 1.958).

Debidoa que este‘tipo de fenómeno ocurre en células o‘cromatóforos normales . Stanier

propuso para los carotenoides', en‘1959, el papel de agentes antioxidantes efectivos, para

contrarrestar los procesos de fotooxidación-catalizados por bacterioclorol’iln.

e-Eslructtgaw submicroscópica del aparato fotosinggticobacteriano:

Cuando se observan las células vivas .con el microscopio óptico, resulta imposible distinm‘

guir la localización de los pigmentos fotosíntétlcos. Lo único que puede observarse es la

distribución de lo's mismos.

En 1925 se reconoció_por primera vez, que los pigmentos de las bacterias púrpura estaban

asociados con las proteínas celulares obtenibles de las células rotas (R.Wurmser, R. Levy

y G. Tessíer) 1925)(49). En 1938, (C.S. French 1938).(50)’logróun sistema pígmcntndo ii"?

de células, de Rhodospirillum Rubrum, que mostraba el mismo espectro de absorción qu

la suspensión original de células. Pero ninguno de los intentos efectuados para separa: l=¡A‘

terioclorofila de spirilloxantina, tuvo éxito. Ello llevó a French a deducir, que cstm: pg -­

mentos desiguales estaban unidos a las mismas proteínas. Por esta época, ya se subía qu"

cierto tipo de bacterias son fototrofos facultativos (C.B. Van Niel 194461). Cuando esas .

bacterias crecen en aerobiosis y en la oscuridad. 'el contenido en pigmentos I‘otosintí-Lico--;

es extremadamente bajo.

En 1952, (A.B. Pardee, H. K. Schachman y R. Y. Stanier 1952)(52)‘analizaron,' en la ultra- '

centrífuga analítica; extractos de Rh'odospirillum Rubrum crecidos aeróbicamente, en lu

oscuridad y fotosíntóticamente, De los extractos de células crecidos en la luz,podía sedimen
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tarse rápidamente una fracción pigmentada, cuya constante de sedimentación fue estimada

entre 190y 200 S. El material sedimentado, observado en el microscopio electrónico, po­

nia en evidencia partículas en forma de disco, con un diámetro aparente de 1100R . Los

extractos de células crecidas en la oscuridad, no poseían una fracción similar. Estos in-—

vestigadores dedujeron, que los pigmentos obtenidos a partir de células crecidas fotosin»

téticamente, estaban asociados con partículas que denominaron cromatóforos, adelantando

que las mismas debían ser el lugar donde se producían las reacciones fotoquímicas prima»

rias. Más tarde , (A.W. Frenkel 1954)(53), demostró que los cromatóforos podían efectuar

un proceso tan fundamental como la formación de ATF, a partir de ADF y Fosfato inm'gïr­

nico.

En 1958, (A.E. Vatter y R. S. Wolfe 1958)(54), publicaron el primer estudio citológieo en

bacterias fotosíntéticas púrpura, por medio de la observación, en el microscopio electró­

nico , de secciones delgadas. Se pudo determinar así, que el Rhodospirillum Rubrum

crecido fotosíntéticamente , contiene estructuras, en el citoplasma, muy similares a las

que habian sido descriptas para los cromatóforos. Estas partículas parecían estar «ro­

dcadas, además, de una membrana. En las células crecidas en la oscuridad, no se podía

observar este tipo de particulas citoplasmicas. En otras bacterias, tales como Rhodos­

pirillum Rubrumy Chromatium’cepa D, se observar estructuras similares, aunque

más pequeñas.

Estos datos permitieron , inmediatamente, identificar a los 3cromatóforos previamente ais"

lados, con las particulas fotóquimicamente activas, de este tipo de bacterias.

Por otra parte, también se pensó que los llamados cromatóforos, podrian ser un artefacto

de preparación, resultante de ia fragmentación de estructuras más grandes y más comple—

jas.

En 1959, A. L. Tuttle y H.Gest (55), mostraron que otro tipo dearupmras, especialmente la

osmótica, no ponían en libertad cromatóforos, sino que más bien, todoiel pigmento pr_esen-­

te en la celula original sedimentaba a bajas velocidades, conservando este precipitado todos

-los atributos de los cromatóforos. Estos resultados tuvieron como interpretación lógica, la

de que los pigmentos fotoactivos están asociados con los componentes lipoproteicos de la

membrana citoplasmática; {-0 con extensiones membranosas dentro del citoplasma. De to- o,

das maneras, la idea de representar a los cromatóforos como estructuras independientes
._ l
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y organizadas, continuó prevaleciendo (Bergeron y Fuller, 1961)(56).

Al mismo tiempo Drews en 1'960(57), trabajando sobre Rhodospirillum Molischianum y

Boatmany Douglas (1961)(58)c:onRhodomicrobium Vannielii, 'evidenciaron que lo que había

sido mostrado para R. Rubrum, Chromatium "yR. Spheroides, no era un fenómeno de carác­

ter general en lasvbacterias fotosintéticas. Efectivamentets'e comprobó que, en este tipo

de bacterias, existe un sistema lamelar situado en 1aperiferia de_‘lacélula. Este tipo de or­

ganización ha sido también comprobado en R. Fulvum, R. Fotometricum¿_¿así como en otras

bacterias púrpura que no corresponden a1grupo del azufre.

La teoria de Tuttle y Gest (1959)(55), ha encontrado fundamento en las experiencias realiza­

das con R. Rubrum (Cohen-Bazire y Kunisai‘ra. 1963)(59) (Drcws y Giesbrecht; i963)(60), (Holt

y'Marr: 'l.965)(61l_\'con R. Spheroides (Drews _vGiesbrecht, 1963)(60). .En estos'casos se obser­

yó que existe-una continuidad física entre la membrana citoplasmática y las estructuras vesi­

culares cítoplasmáticas.

Detodas mani-rra“. queno existe evidenciacitológicade que

lar. estructuras "r‘rzít'iilai‘eso lamelares (ie-;criptas. representen el aparato fotosíntético, hay

pruebas circunstanciales que apoyan esta suposición. Es así como. por ejemplo. el contenido

de pigmentos f()tc::i¡‘.‘;í'¡ico:;puc-d!)variar en ".n amplio rango, en respuesta'a diferentes inten­

sidzaars; de luz y temperatura (Cohen-Bazíre v col. 1957)(62), (Gibbs y col. 1965)(63), y en los

aerobios facultativos, Como respuesta a la tension de oxígeno (Cohbn Ba'zire, 1960)(64). El

R. ltubrum, por ejemplo, crecido aeróbicamcmc. contiene muy pocas inclusiones'vesicula­

res. Cuando la síntesis de pigmentos se produce en condiciones de oxígeno limitado, apare­

cen, correspondientemenlc, mas invaginaciones resieulares de la membrana citoplasmática

(Cohen Bazire, 1963)(65). Las celular que crecen a altas intensidades de luz y que contienen­

reluliramcntr ¿toco-spigmentos. inucstian. cn secciones delgadas, menos estructuras mem­

bi‘anosas que otras células que. crecidas a baja intensidad luminosa; contienen.mayor canti­

dad dc pigmentos (Cohen Bazire 1963)(66) (Drews y col. 1963)(60).

d- Fracciones cromatofóricas

:ngpiedadgs {is_icí_)ggim_ic:¿s¿Los metodos usados en la preparación y purificación de la frac­

ción cromatofórica. son similares a los ya desarrollados para membranas celulares. Los más

utilizados Son: la prensa de French. homogeneización con alfimina, lisis osmótica y sonica­

ción. todos ellos seguidos de una centrii'ugación diferencial. Se han obtenido fracciones, pesada
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y liviana, mediante el fraccionamiento del =material cromatofórico de R. Rubrum y R. Sphe­

roides (Cohen Bazire y col. , 1960)(64), (Worden y col. , 1964)(67). Tales fracciones han si­

do denominadas así, por su posición en un gradiente. Worden y Sistrom mostraron que las

fracciones, no sólo diferían en sus velocidades de sedimentación, sino en sus relaciones cn­

tre bacterioclorofila y carotenoides, y las bandas de absorción correspondientes a la bacte­

rioclorofila. . Sin embargo, todavía no resulta claro el significado fisiológico de estas dos

fracciones . Por otra parte, Gibson en 1965, en una serie de trabajos, ha mostrado que el

material cromatofórico de RhodoseudomonasSpheroides, posee una constante de sedimen­

tación de 1658, lo que hace suponer que la fracción pesada y.1iviana de Worden y Sistrom,

podría ser un artefacto producido por la fuerza iónica del medio.

El estudio de estas partículas con el microscopio electrónico, sugiere que, por lo menos,

una gran parte del material cromatofórico está'compuesto por elementos de forma casi es­

ferica. -de 50 milimicrones de diámetro, lo que coincide con los datos de-difracción de rayos

X de Langridge (196-1)(68).

.—_C_omposiciónguímica de la fracción cromatofórica

Lamentablemente, lostrabajós llevado's a Gabohasta este momento, acerca de la-composi­

ción química de°la fracción cromatofórica, son muy pobres. El único estudio más o menos

completo es el realizado por Nou-ton(l957)(69). En esta, oportunidad, se. determinó que la

proteína 'era el doble del material Iipídico. que la cantidad de fósforo inorgá._nicolipidico,

era el 5%de la proteína; La composición en fosfolípidos, en Chromatium, resultó ser muy

simples Los únicos productos de hidrólisis, detectados por Newtonfueron, GIÍCeroly Etano­

lamina. .Este investigador; por otra parte, no analizó la composición en ácidos'grasos. Ré-r.

sulta importante hacer resaltar,¡que las bacterias fotosintéticasv, en marcado contraste con

otros organismos foto'sintéticos, no contiene'ácidos grasos polinosaturados y, en especial,

ácido <>( - linolénico.

:E‘.¿tructura: Es relativamente escaso lo que se ha realizado, en'cuanto a la estructura y

sub-estructura de la fracción cromatofórica. La primeras micrografías electrónicas de pre­

paracionessecadas al aire. revelan estructuras en forma de disco, relativamente homogé—_

neas encuanto a tamaño y forma._ Mediante otro tipo de técnicas, se ha podido observar que

estos discosno parecen cerrados. sino que tienen forma de taza (CohenBazire 1963)(66),cu­

yo diámetro varía entre 200 y 900 Á) . En ciertas preparaciones, - se han observado subruni­
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dades de alrededor de 50 X de diámetro, (LOWy col. 19671)(70). Estas subunidaoes, son

muy similares a las observadas en mitocondrias (Stockenius 1963)(71). Algunas veces, las

subunidades se observan en forma de inclusiones en la superficie de los cromatót'oros (llolt

y Marr 1965)(72), y son muy parecidos a los cuantosomas observados en clorop]astos(l’ark

y col. 1963)(73).

Sobre la base de estos resultados, parecería prematuro adelantar alguna hipótesis sobre si

estas subunidades representan en realidad la un-idadfotosíntética.

9_—I¿f_ormacióngeneral sobre reacciones de fotooxidación y fotore'ducción en bacïgas

[otosintégiübg

Van Niel ha demostrado claramente, usando células enteras, que la fotosíntesis bacterianu

involucra la oxidación neta de las moléculas del sustrato, bajo la influencia de. la luv. (74}.

Esto ha sido puesto en evidencia en las bacterias del azufre en las cuales, varios estados di­

oxidación del azufre pueden ser detectados y correlacionados con la reducción del (302,

French (75)describió la fotooxidación del ascorbato, por extractos de Rhodovibrio, y Vernon

y Kamen (76), la del citocromo "c" de mamíferos, por extractos de R. Rubrum. Más tarde

(77)se observó que esta misma reacción transcurría en anaerobiosis, si se agregaba un ¡wep

tor dc electrones, tal como el l'umarato.

Ibáñez y Lindstrom (78), extendieron los estudios sobre la fotooxidación del índol'enol'1:ch

cido, y comprobaron que existe un acoplamiento entre la l'otooxidación del DPIPH2 y la fo­

torreducción de sulfato.

De los experimentos descriptos más arriba se dedujo que el citocromo '_'c"reducido y el

DPIPHZ, eran fotooxidados de una manera similar a las reacciones que ocurren durante el

proceso de fotosíntesis. Una prueba más directa de la oxidación del citocromo, como reac­

ción primaria en fotosíntesis en bacterias, fue obtenida , independientemente en 1954, pnl‘

Duysens y Chance (20) (79), poniendo en evidencia la reducción de citocromo "in situ”.

ta reacción fue estudiada luego por Chance y Smith (80) y por Olson y Chance (81) (32). La

fotooxidación del citocromo tiene lugar a temperaturas tan bajas como 800K (21) lo que indi­

ca que esta reacción no involucra mecanismos de colisión característicos de las reacciones

químicas comunes, sino que, más bien, representa una transferencia electrónica directa del

citocromo, que debe estar en contacto íntimocon el centro de reacción.
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Reacciones similares en cromatóforos aislados de R. Rubrum y de R.Spheroidt-s, pueden

observarse en la fotooxidación del citocromo "c" y en la fotoreducción del citocromo "h".

Sin embargo, cromatóforos secos y aún células enteras de R. Rubrum y de R.Spheroides,

no muestran una fotooxidación de citocromo a 77o 'K (28), lo que indica una menor estabi -'

lidad estructural del centro de reacción, cuando se comparan estas bacterias con el (,‘hromm

tium, a bajas temperaturas.

En las células“ del Chromatium, tres diferentes citocromos (C 422: C 423, 5: C 426) son van ­

dados por iluminación. De los tres , el‘C 423, 5 es fotooxidado preferencial'mente, sobre todo

a bajas temperaturas {(81)(82).Sin embargo , en cromatóforos secos, el C 422parece estrr

favorecido (8_3).

F".poder 6.?-las-células de Chromatium, para fotooxidar el citocromo a la temperatura dr:

nitrógeno líquido. .indica una. transferencia física de electrones entre moléculas de bacte

rioclorofila y citocromlos. Una mayor información sobre este tipo de reacciones, puede o!)­

tenersc de las experiencias de Chance y colaboradores (84), quienes examinaron el efecto

de la viscosidad del medio en Chromatium y R. Rubrum. Se pudo observar que el efecto del

medio era despreciable. Sin embargo, las reacciones en la oscuridad que se. obtuvieron

en estas experiencias, eran sensibles a la presencia del glicerol, lo que.indica que Se tra“

taba de reacciones enz'imáticas comunes.

Los resultados obtenidosch Cliloropseudomonas Ethylicum y Clhorobiumthiosulphahophi-­

lum (85), demuestran que las reaccionesdescriptas son de tipo universal y due debido a

su inSenSibllidadala viscosidad del medio, pareCen ser originadaspor bacterioclorofila

en el centro de reacciónidel cromatáforo, representando una delas reacciones fotoquímiw

cas primarias de la fotosíntesis bacteriana.

Los cromatóforos de R. Rubrum, son capaces de oxidar citocromo "c" de mamífero (77),

ascorbato (75)y la forma reducida de un gran número de,colorantes que incluyen DPIP,

Azul de Metileno, Fenazma metosulfato (77) y FMN. El ascorbato y el Dl-‘IP, forman una

pareja de tipo redox que es rápidamente fotooxidada por los cromatóforos(86) y (87). En es»

te caso, el ascorbato reduce al colorante de indofenol,-químicamente, el que luego I'UÉLCCÍO“

na con el sistema fotoquímico. La fotoox1dación del Ascorbato-DPIP, ha, sido acoplada a La

reducción del oxígeno (87), del rojo de metilo, y azul de tetrazolio (86). Los clm-oplustos
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son capaces de llevar a cabo una reacción similar usando, en ese caso, el sistema into“

cpiímicoI. Este es un tipo de reacciones fotoquímicas idénticas, para plantas y bacterias.

Posteriormente se demostró que la fotooxidacióndel DPIPH2 se produce en dos fases (88).

Si solamente el DPIPH2 está presente, tiene lugar una muy rápida aunque limitada reacción.

Si se agrega NADo fumarato, la reacción inicial es seguida por una segunda fase más lone

:a. Se supone que la primera reacbión corresponde a 1a reducción de un componente endóge­

no, probablemente una quinona. Lo mismo se observa (89) con TMl’D, azul de metileno y

catocromo "c" reducido. El ferrocízmnro potasio no es efectivo en este tipo de reacci-‘m.

Con Chromatíum o R. Spheroides, también se observa la reacción inicial, pero el agregarlo

de NAD.0fumarato, no produce una reacción secundaria más lenta._

Clayton (QÓ);'ha. relacionado los cambios inducidos por la luz en la región entre 240 y 3-1"?

mu, con la reducción de ubiquinona, y también ha mostrado una relación unitaria entre ci

c1tocromo 'onidadoy la ubiquinona reducida. Bales y Vernon (91), también observaron un

cambio en 280 mu con R. Rubrum, el que fue atribuido a ubiquinona que acompañaba a la

fotooxidación del DPIPHZ.

Iii-Reacciones de fotoreducción:

La fase reductora, en el proceso de fotosíntesis, se pone de manifiesto en la reducción del

C02.

Los experimentos ya mencionados de French (75)y Vernon y Kamen (87), demostraron la

capacidad de-los cromatñforos de R. Rubraim, para fotoreducir oxigeno. Frenkel (92) m0.",­

:ró que el NADesfotoreducido por fragmentos de cromatóforos de R. Rubrum, acoplado a

la fotooxidaciónde-FMNHz. Más tarde, se observó que esta reacción podía ser acoplada

2 la oxidación de succinato (93)y (94). Nozaki (95) demostró que el DPIPH2 podía servir

como dador de hidrógeno.

Se han descripto otras fotorreducciones que involucran rojo de metilo, azul de tetrazolio(86),

DTNB (96) y sulfato (78).

Considerando 1a fotorreducción del DTNB (96), debe tenerse en cuenta que esta reacción re—'

qaiere la presencia de un colorante, tal como benzil o metil viológeno. A1parecer el agcné i'l

te que es reducido primero es el colorante, el que luego reacciona químicamente. Esto de-—

:ermina que se incluya a los colorantes de viológeno, en 1a lista de las sustancias que puc­
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La fotorreducción de piridin nucleótidos, es una de las reacciones que se observa después

de iluminar las células de bacterias fotosíntéticas, y parece estar acoplada a la fotooxi-­

dación del citocromo "c". Un muy buen resumen sobre la reducción del NAD, ha sido rea-­

lizado por Vernon, acerca del cual no entraremos aqui en mayor detalle (98).

La ubiquinona ha sido postulada como aceptor primario en fotosíntesis en bacterias (99)y

(100). Los recientes experimentos de Zaugg muestran claramente una reacción acoplada

entre la fotooxidación del citocromo y la reducción dc ubiquinona, en R. Rubrum.

La iluminación, en un sistema que contenía citocromo "c" reducido y ubiquinona 2 ó 6,

produjo una transferencia de electrones entre el citocromo y la ubiquinona; la reacción era

reversible en la oscuridad. Zaugg y col. (101)han extendido sus invest1gaciones, en las

reacciones acopladas con 1a reducción de ubiquinona, para incluir fenazina metosulfato,

Aquí también se produce una fotooxidación inicial muy rápida (8 a 10 milimoles/h. mg bcl. ).

Esta reacción es muy similar a la mencionada anteriormente, y podríamos esquematizar­

la de la siguiente manera:

PMSH2 + UQ --:Ï* PMS + UQH2

PMS + UQH2 -—-_1PMSH2 + UQ

11- Secuenciade transferenciaje electrones en el cromatóforo bacteriano:

Vernon ha propuesto un esquema (Ver Esquema 10 en el Capítulo IV), para la secuencia de

transferencia de electrones en R. Rubrum, que tiene en cuenta los resultados anteriormen­

te menc1onados (98).

De acuerdo con Vernon, tal esquema debe ser tomado solamente como una hipótesis de l

trabajo , en 1a que se supone que los caminos fotosintéticos y oxidativos, contienen compo­

nentes similares. Sin embargo, los componentes respiratorios y fotosintéticos pueden estar:

en cadenas separadas, pero interrelacionadas, y en una muy grande proximidad física.

Chance (102)ha propuesto un sistema similar, basado en análisis cinéticos, en el cual la 'i

única diferenc1a con el propuesto por Vernon, y aquí presentado, es un componente que él

denomina "X" y que.lo sustituye en lugar. de la Ferredoxina.

Horio y Yamashita (103)han propuesto un esquema, en el cual el RHP se encontraría situa"
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do entre la flavoproteína y la quinona.

En el esquema 10 (Capítulo IV) se observa que hay dos caminos que llevan a la ubiquinona,

basados principalmente en la evidenc1a presentada sobre la fotorreducción del fumarato,

y el NAD (89). A partir de esta ev1dencia se ha deducido que el NADno cae cn el siste­

ma cíclico de transferencia. La inclusión de FMNen este lugar, se debe, principalmente ,

al hecho (le que el FMN estimula la fotorreducción del NADy no tiene efecto sobre la re­

ducción de fumarato. El succinato y el fumarato reaccionan con la ubiquinona, para la

cual se ha establecido un rol central, en el fotometabolismo del R. Rubrum (104), debido

al hecho experimental de que la ubiquinona puede ser reducida en la oscuridad, por succi­

nato, en presencia de fragmentos de R. liubrum (105).

Es posible que la porción de la cadena que está entre NADHy RHP, pueda funcionar co-­

mo NADHoxidasa, en la oscuridad. Esto implica que, al carecer estos organismos de la

oxidasa tradicional, el candidato para este propósito sea el RHP (106) (103).

Los componentes que son fotooxidados por los cromatóforos, se muestran interaccionando

con citrocromo "c2". La razón fundamental para proponer este punto de entrada, es que la

fotooxidación de estos componentes no se ve afectada, apreciablemente, por inhibidores

respiratorios como antimicina A y HOQNO,a concentraciones a 'a-lscuales el proceso de

fotofosforilación está completamente inhibido. Los experimentos de Nishimura, indican

que estos inhibidores actúan en algún lugar entre el citocromo "b" y el citocromo 02 .

La entrada de DlïI P112y otros compuestos fotooxidables , a la altura del c1tocromo "c2",

es también concordante con el hecho de que el citocromo "02" no se encuentre unido a los

cromatóforos. Esto indica que el citocromo "c2", se halla relativamente expuesto al me- .

dio acuoso, y , en consecuencia, sería un sitio de acción para estos componentes. Tam­

bién la fotooxidación de PMS y citocromo "c", estudiada por Zaugg y co]. (107) (101),aco­

plada a la reducción de ubiquinona, muestra un período de retardo inicial, indicando que

el PMSH2 y el citocromo "c" agregado, están reaccionando a través de algún componen­

te endógeno de la cadena.
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INFORMACIONGENERAL SOBRE BACTERLASi-‘o'i‘osiyuyneas

A_--__Q.e_nezzalid=_ldgé

Las bacterias fotosintéticas conocidas hasta el presente, comprenden tres grandes grupos,

a saber.

1.-- Las bacterias verdes del azufre o Chlorobactcriaceae, representadas por los

generos Chlorobium y Chloropseudomonas.

2 HLas bacterias púrpura del azufre o Tiorodaceac, siendo las más conocidas las

espe-mes Chromatium y Tiospirillum.

3 -.-Las bacterias purpura no pertenecientes al grupo del azufre o Atiorodaceae, con

los bien conocidos generos de Rhodopseudomonas, Rhodospirillum y Rhodomi­

erobium.

En el presente trabajo nos ocuparemos de un miembro representativo de cada uno de los

grupos dos y tres.

Tal como su nombre lo indicadas Chlorobaeieriaeeae son de color verde, mientras que las

Tio y Atiorodaceae se presentan en varios tonos de púrpura, rojo y marrón.

Todas las bacterias fotosíntéticas contienen bacterioclorofila y carotenoides, y las diferen--­

cias entre los colores de distintos cultivos dependen, principalmente de variaciones en la

naturaleza o en la composicion de sus carotenoides. Ademas, el color puede ser influen­

ciado por las condiciones de desarrollo. Por ejemplo, cultivos de bacterias del azufre,

púrpura y verdes, que crecen en presencia de sulfuro, son visualmente opacos, debido a

la presencia de glóbulos de azufre de alto poder refring'ente. En las tiorodaceae estos glo­

bulos se encuentran en el interior de la celula, mientras que en la Chlorobacteriaceae

—queson mas pequeñas- se hallan en el exterior. Si se desarrollan en presencia de sulfuro,

y este ha sido oxidado totalmente a sulfato. los cultivos se hacen más transparentes y su

coloración mas intensa, estableciéndose una tonalidad diferente.

Mientras que la división en bacterias verdes y púrpura es relativamente sencilla, pues sr

basa fundamentalmente, en el color de los organismos respectivos,'la sub-división entre

bacterias púrpura del azufre y las que no pertenecen a esta categoría, se basa en el ht'Chu

de que las Tiorodaceae son predominantemente autótrofos, mientras que las Atiorodaceac

son heterotrofos.
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La distinción no es. Sin embargo, tan sencilla como alguna l .- se creyó. Es verdad que,

en la naturaleza, las Tiobacteriaceae «como típicas bacterias del azufre- están siempre

asociadas con la presencia de áCido sulfhídrico (que ellas oxidan a sulfato) mientras que

las Atiorodac ¡ae no lo requieren, dependiendo de la presencia de sustancias orgánicas. Pe­

ro pequeñas cepas de Tiorodaceae (que hasta fecha reCiente eran las únicas que se obtenían

en cultn os puros) pueden crecer también en un medio carente de ácido sult'hídrico y usar,

en cambio, un gran número de compuestos orgánicos, comportándose, en este aspecto,

como la Atiorodoceae. 1.omismo, pero en sentido inverso ocurre con ciertas cepas de

las Atiorodaceae.

B - Detalles sobre el ,Rlii'idospii'illumRume

Como se expuso precedentemente, el Rhodospirillum Rubrum integra el grupo de bacte­

rias púrpura, Atiorodaceae, es decir, no perteneciente al grupo del azufre.

Se trata de bacterias espiraladas, gram negativas, que se encuentran ampliamente difun­

didas en aguas estancadas y lodo.

('ultivos ,' venes de Rhodospirillum liubrum. ponen en evidencia su movilidad, producida

por la existencia de flagelos polares. Debidoa su necesidad de nutrirse con compuestos

orgánicos, estas bacterias son incapaces de crecer en medios estrictamente minerales,

aún en condiciones que permitan o favorezcan la aSimilación de hidrógeno.

El tamaño y las características de la espiral de las células, depende dc las condiciones

del medio ambiente durante el periodo de desarrollo.

El ancho de las celulas varía entre O,5-3 "l,5 micrones y su longitud, entre 2 y 50 micro­

nes.

La distancia entre espirales consecutivas es de 1 a 4 micrones; el diametro aprox1mado

varia entre las cifras señaladas precedentemente. Las células desarrolladas en un medio

de malato, tienden a produCir espirales achatadas. Es importante. para obtener un creci­

miento no floculento, mantener la Concentración de ión Ca, dentro de ciertos límites.

Las células son altamente coloreadas por la bacterioclorofila y los carotenoides. princi-—

palmente spiriloxantina. Los cultivos completamente desarrollados son de color rojo par­

do, y despiden un olor característico, que recuerda al de las levaduras.

Las células pueden ser adaptadas para el crecimiento aeróbico o anaeróbico. Durante esti

último es cuando se produce energía, mediante un proceso fotosmtetico. El desarrollo re­
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sulta posible en un amplio rango de plI, que varía entre 0'_\'‘13.

La temperatura óptima de crecimiento se sitúa entre los 27 y 32 C.

El rápido desarrollo i'otosintético de estas células, depende de la disponibilidad de un da­

dor de hidrógeno. Otros resultados indican que el metabolismo del lihodospirillum Rubrum,

en la oscuridad, depende, principalmente, del ciclo de Krebs.

Q, Detalles SODIgSLghl'ÜmfltÍulnH

Los únicos cultivos puros de esta bacteria púrpura del azufre. son pequeñas especies de

Chromatium, género que puede ser definido como una tiorodaceae. cuyas células adoptan

una forma ox‘oide_vse movilizan por medios de un único flagelo polar. Cuando las células

se desarrollan en un medio que contiene sulfuro, depositan en su interior gránulos de azu­

fre que desparecen posteriormente, cuando todo el sulfuro ha sido usado.

Es muy probable que los cultivos empleados habitualmente, inclusive los denominados Ce­

pa D.deban se ‘ asignados al grupo que incluye al Cliromatium Mirrus, Chromatium Graci­

lis _\'Chromatium Minutissmun.

Estas diversas especies, han sido establecidas sobre la base de diferencias de tamaño. Pero

como las dimensiones señaladas por diferentes investigadores, presentan un muy amplio

rango de variación. resulta posible afirmar que una distinción de las especies, fundamen­

tada de tal manera. puede resultar arbit 'aria.

Los cultivos puros de que se dispone en 1a actualidad. son anaerobios, y pueden ser desa­

rrollados en medios minerales, libres de Vitaminas, utilizando sulfuro, tiosulfato, hidró­

geno o bien, simplemente compuestos orgánicos oxidables. Se ha observado que, en me:­

dios que contienen sulfuro, las células pueden variar considerablemente, de tamaño y form

ma. Este fenómeno se debe, principalmente. a la concentración de sulfuro y al pH del

medio.
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M122131254¿l .13};HARE. .YJQLMÓLLS

A“ _Mótodos

l - MQQIQÁICcultivo utilizado pa ra el crecimjgntg del RhodgspirilltL I{u_b|urn¿[erIa 5):)

El mcdlo de cultivo entiene los siguientes Compom-ntes, por litro de agua destilada:

Acido DL —-malico 6,0 gm.

Acido L - glut'amico 2, 0 gm.

Extracto Dil‘code levadura 0, 8 a 1,2 g'm.

KH2PO4 0, 6 gm.

MgSO4. 71120 0,2 gm.

CaCl2. 2 ¡[20 50 mg.

l-‘eb‘04. THZO ¿3 mg.

Biotlna 1, 4 mg".

Solucion A 1 ml.

Soluggn A' (Proporcwnes para 100 gm. de agua destilada)

Zn(NO3)2. 6H20 2:3 mg.

MnSO4. 4 H2O 210 mg.

Cu(NO3)2. 3HZO 20 mg.

[131303 280 mg.

NaM004. 2H20 75 mg.

El medio de cultlvo se ajusta a pH 6, 8 con NaOII (se requieren aproximadamente 4 gramos

por cada litro de solución); se coloca luego en botellas de cuello ancho y se procede a su

esterilización.

Un medio SÓlldOde la misma composición se puede obtener Sl se agrega de 1 a 2% de agar,

antes de proceder a su esterilización. Generalmente se inicia el crecimiento en medio lí­

quido, a partir del medio solido, por creeimiento en botella de 50 ml. de capacidad. Se

transfiere luego a botellas de 250 ml y se obtiene, de esta manera, suficiente cantidad de

células viables como para crecer en mayores cantidades de medios de cultivo.

En general se utilizan botellas de 2 litros, iniciando cl desarrollo por el agregado de un

3 a 5‘},de iníiculo, que está formado por células cultivadas durante 2 días en medio líquido

Se ¡»Mi-mede est manera un desarrollo exhuberante y las células se encuentran listas pa]
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ser cosechadus despues de 40 horas dc ds sarrollo.

¿Ï_ÜE(LQE._CUÏÜV9.U_U¡12999 para. el_C.r .SEELESÏJÏÉQÉQI.Quomat. 1.111...(99m Q).

Consiste en dos soluciones que contienen minerales. las cuales se tratan en autoclave y se

mezclan inmediatamente, antes de agregar el inoculo. El procedimiento de crecimiento de

móculo y de preparación (le medios sólidos, es el mismo que el descripto para el Rhodos­

pirillum Rubrum usando, por supuesto, en este caso, el medio mineral de Chromatium.

Cuando =e requiere un creeimiento exhuberante se puede agregar un 0, 2%de malato de

SOle.

Solucijjág. z (Pre: )rciones para un volumen final de un litro de solución)

NaCl 10 gm.

NH4C1 2 gm.

KH2PO4 1 gm.

CaClz. 2H20 0, 2 gm.

SoluCLÓnLarsen (113) 2 ml.

SO4H2 concentrado 9 ml.

ggliLciónB : (Proporciones para un volumen final de litro de solución)

NaZCO3 12, 6 gm. ;

N112 82 O4. 514120 6, 0 gm.

EDTA 0, 2 gm.

Nazs. 9 HZO 1 gm.

Como se ha mencionado más arriba, estas soluciones se tratan en uutocluve, por separado

r luego, para su ¡1:20,se ""czclan en iguales volúmenes. El plí resultante es de 7, 5.

El crecimiento se inicia -como para el Rhodospirillum Rubrum- con un inóculo de 5%en

concentración final. El tiempo de desarrollo es un poco más largo que para el Rhodos­

pirillum Rubrum, pudiéndose recoger las células luego de 48 hs. La temperatura óptima

de creeimiento está dentro de los mismos límites que para el Ilhodospirillum Rubrum.

B - Aspectos metodológicoscomunesmi el Rhodosnirillum Rubruinlgl Chromatium

1- Centrifgggci'on de células v preparamón de comatóforosz

El método de preparación de cromatóforos, es esencialmente el mismo para el Chromat
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y al RhodosMrillum Rubrum.

Se basa en 17'cen""Ifugaeifm diferencial de los extractos de células obtenidos después de la

ruptura de las mismas.

Luego que las células han crecido entre 32 y 48 horas, la suSpensión es centrifugada en

una centrífuga Sorvall, modelo R, de.flujo continuo a 12. 000 rpm.

lÏna vez sedimentadas, las células son lavadas por resuspensión en Tris buffer . 01 M

pH 8, 1 , repitiendo la operación dos veces.

Luego las bacterias son resuspendidas en una solución del mismo buffer, hasta obtener una

concentracion de aproximadamente de 300 mg. de peso de células húmedas por mililitro

de solución. Resulta convenirnte el uso de esta concentración final, ya que experimental­

m. nte —durantela operacion de ruptura de las células— se ha observado que, a más altas

concentraciones, se produce un rápido descenso en el porcentaje de células rotas, y que

¿lmenores concentraciones se producen partículas de tamaño muy pequeño y muchas veces

una solubilización de enzimas y cofactores esenciales para las actividades fotosíntéticas

a determinar . Por lo tanto, con esta suspensión óptima, se procede a la ruptura de las

células.

Se h1mensayado varios metodos, pero los resultados, en cuanto a porcentaje de rupturas

han sido los mismos, produciéndose la única difírencia, en el tiempo requerido para el

tratamiento. Es por eso que, teniendo solo en cuenta el factor tiempo, se ha usado, a

través de todo este trabajo, la ruptura por medio del ultrasonido. Los otros métodos en­

sayados son: la disgregación por medio de alümina y 1a prensa de French.

En todos los casos, el porcentaje de rupturas es de alrededor de] 95%, comprobado expe­

rimentalmente por observación microscópica de los extractos de células, antes y después

del proceso de ruptura.

La sonic-ación se llevó a cabo en un oscilador ultrasónico Rayteheon 10KC, a máximopo­

der. Sonvarias las condiciones requeridas para realizar una buena sonicación, siendo prr

bablemente, la más importante, la concentración de células y el tiempo de sonicación, ha

biéndose establecido para Chromatium y Rhodospirillum Rubrum, condiciones óptimas en

cada caso. Más tarde se comprobó que era un factor importante, la temperatura a la cua

se efectuaba la ruptura, para la preservación de la estructura de los cromatóforos, eli­



gií-ndose tanto para el Rhodospirillum Rubrum como para i? (hrnmatium, -4 C,

El tiempo requerido para la ruptura de Chromatium es de 4 minutos, mientras que para el

Rhodospirillum Rubrum es de 1, 5 a 2 minutos.

Una vez obtenido el extracto de células rotas, se aplica, como ya se ha mencionado,un mé­

todo de centrifugacion diferencial, para la obtención de la fracción cruda de cromatóforos.

El extracto es centrífugado a 15. 000 rpm. durante 10 minutos, para eliminar células y

fracciones mayores, repitiéndose luego el proceso de centrifugación, una vez mas . Pos­

teriormente, el sobrenadante de esta operación es centrifugado a 144.000 x g. durante 90

minutos. Debe teni-rm) en cuenta que, en estos tiempos de centrifugación, no están incluidos

los de aceleración y desaceleración.

Luego de 1;;última u.—ni’r;iugación,el precipitado contiene todo el pigmento original y el so­

brcnadante. una serie de proteínas y algunos pigmentos solubles.

Finalmente ¿os cromatóforos sedimentados son resuspendidos una vez más en el mismo

buffer, esta vez hasta una concentración final de proteinas de 10 mg. por mililitro. Esta

concentración es óptima para una posterior purificación de la fracción cromatofórica así

sedimentada.

En el Esquema 5 siguiente, puede obServarse con facilidad, el proceso de la operación

descripta precedentemente.

2 - MémgsadeeamrjfisagióL de¿remat_ó_f0_ros

Se ha comprobado, experimentalmente, que la fracción cromatofórica obtenida en las con—

diciones mencionadas en el punto 1, todavia contiene impurezas, principalmente proteínas,

que pueden ser eliminadas por alguno de los siguientes métodos: Electroforesis sobre gel

de poliacrilamida, centrifugación en gradientes de sacarosa o centrifugación en gradientes

de medios densos no viscosos, tales como soluciones de cloruro de cesio o de rubidio. Lnr.

métodos de purificación usados en este caso fueron el de gradiente de sacarosa o de cloru­

ro de cesio. Ambos métodos son muy sencillos. Este último consiste en una centrifugaciñ

de la fracción cromatofórica que contiene, aproximadamente, 10 mg. proteína/ml. de sus­

pensión depositada sobre una capa de solución de cloruro de cesio al 50%. El procedimien

to correspondiente se ilustra en el esquema 6. El método mediante gradiente de sacaros;

se lleva a cabo, asimismo, por una centrifugación en un gradiente de sacarosa discontinu

En el esquema 7 se puede apreciar el desarrollo de este proceso y en la Figura 5 una f0t<



ESQUEMA 5

ObïENCíÓl os FRACCÍOHESCICMATOFÓKÍCAS
LAVADAS

CELULAS CULTÍVADAS Emma 32 y45 Nomsfifi
l

CELULAS LAVADAS EN TKIS buFFEL.o1M- PH3.1 (¿oo m9.Prot/mL)
ÑV

l
EXTKACTO oe CÉLULAS EoTAs- «o MíNUTosA12.000rpm(3g>omaggtosA.0 Kg

_ T

l Í

L 4

SODKENAOANIE Camus ¡MACIAS
“——'V"——‘ YTrozos MAyozes

l 1o MÏNUTOSA 20.000 xgl Ï
SOBKEMW E EEsro oeRoms AMyones

I eo MinuTos A 144.000 ng

jmccïóu CzoMATOFOHC/x SebnsNAo/xrqe
(KESUSPENSION'EN bUFFER Omara/K1.)

90 MINUTOSA 144.000 x9

l 1
CFOAMTÓFOKOS SprENAOANTE

LAVADOS (uouioo DELAVADO)



ESQUEMA G

PUKÍFipAcióN os CzoMAïór-‘oms .EN
Gmossms DECLOKUKODECssso.

1GmL.FRACCIÓNGnom­
TOFÓMCA LAVADA
1o m9. onTEIM/mL.

1'20 MINUTOSA1os.ooo ¡9 _
royo; Pao UL.pasarla-T
FUGAsrmco ooELo L.

b mL Cs CL ALSOV. EN
Tus bUFFELpMA PH 8.1

J

AL CQMENZAF'LA AL. TEEAAÏHAK._L¡«\ . ,
CENTHFUGAC‘ON CENïmFUG/«csou í



ÉSQUEMA 7

Punipicxxgío'n DE CKOMAÏOFOKOS
ENGmonsuïs DE,SACAKOSA

, ¿mLFgAccióuCzom.
TOFOKICA“AfUZ/x
(1o mg rmyemA/mL.

b

L ¿mL SAC/NFOSA 147.

12° Minutos A 105.000qu
‘ E010: H'5,o_0L.1I:AcsR- ’THFUGAsmco mosto l­

>¿mLW 28%.

Brut.MSA 57% 1 ï

AL.cogen/uz. .L’fx AL. F¡tg/«Lim; LA
CENÏLIFUGAC‘AON CeuïmFoGACtóu



F (CURA S

¿atribución de; matemal pigmmado después du la centrifu¿ación de ‘
¿os crumatóforos de Ehcdospimlim msnm en un ¿radiante discontinu¿
¿e sacarosa, duranLe dos horas í ¿0.5200 x 31 gradiente se compone
de iguales volúmenes dc Val-nas soil.¿<;2_:m:wae sacarosa ( doncentraoión
57-2532115 7a).
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después de finalizada la centrifugación.

Se observa que, a través de los diferentes pasos empleados en la obtención y purificación

de la fraccion eromatofórica, se elimina proteina no pigmentada y por consiguiente, la re­

lación de bacterioclorofila a proteína aumenta, hasta llegar a un valor constante después

del proceso de purificación. Estos resultados se encuentran registrados en la Tabla I.

Como se verá más adelante, cuando los diferentes pasos dcl proceso de obtención y pu­

rificación. son llevados a ¿nabode acuerdo con esta descripción, la fracción cromatofórica

es altamente homogénea a la observación con el microscopio electrónico.

3 - Dsz'x.21112.29:an57:-lxsïsfílc-‘gzgíï

El método consiste en la extraccion y determinación espectrofotométriea de la bacterio­

clorofila.

Es sabido que cuando los eromatñferos son extraídos con solventes orgánicos, tales como

acetona o metano], la bacterioelcrofíla es detectada en el extracto, presentando solamen­

te un pico en el infrarrojo a 770 mu. (Ver l-‘igura 3), Clayton (111), trabajando con bacteric­

clorol'ila purificada, determinó que el vale-r del coeficiente de extinción molar de la bacteric­

clorol‘ila, en solventes organicos, es de 7:3. Este valor es especialmente cierto, cuando la

extracción es realizada con una mezcla de acetona y metano] en la proporción 7 a 2.

Con este propósito es importante recordar que la aplicabilidad de este dato es correcta,

cuando la cantidad de solvente acuoso, en el extracto de solventes organicos, no es mayor

de 1 a 100y, preferentemente, de 1 a 200. Es decir que con el propósito de determinar

bacterioclorofila por este método, se extrae generalmente entre .03 a .05 ml. de la sus­

pensión cromatofórica, con 5 ml de la mezcla anteriormente mencionada de acetona y me­

tano]. Es importante recordar, que si bien los pigmentos fotosíntéticos son estables en su

estado natural en la célula o bien cuando se encuentran formando parte del cromatóforo, el

agregado de solventes organicos, con la consiguiente solubilización de la bacterioclorofila,

determina que esta sea sumamente sensible a la luz. lïs por eso que todo el proceso, inclu­

yendo la extracción, la consiguiente centrifugación de las proteínas y la lectura del extrac­

to en un eSpectrofotómetro Beckman DU, no debe llevar mas de 5 minutos, para evitar la

fotooxidación de la bacterioclorofila, aún bajo condiciones de muy débil iluminación.

Se usa, en este caso, un valor de 990 como peso molecular para la bacterioclorofila, de



TAbLA Í

RELAcióN ENTREbAcrEKiochOFíLA y
PmïEíNA EN KHOOOSI’ÍKÍLLUMKUbKUM y
CHKDMATÍUM, A TRAVÉS DEL.PROCESO oe
OBTENCÍÓN v I’URÏFÍCACÍÓNoe CKowqóFoms

- v I KnooosrnnleM KUme CHKOMATI'UMl A , ,
DES CN C‘ON Ug bel/mg FLOTEINA ooseo/mg PLOÏEWA

:éwms Odón/«LES 1o - 15 0.50

Oesrués oe LASoma/ción 1o - 15 0.30

DESTUES OELA SecunoA
SENTKíFucwcíóu OUFAHÏE
10 MinuTos A 20.000 x9. zo - 25 OGG

CaouuqóFozos pax/Anos 35 asc

CKOAMTÓFOZOS LAVADOS
v PunFlmoos en Cs CL 39 1.o- 1.2

bcL : bACÏEK-¡OCLDKOFÏLA

mg FKOÏEÍNA 2 MÍLJ'CWAOS oe FKOÏEíHA ïoTAL.

00590 : ÁbSOLb/KNCÍA A sao miLímU



nmm :‘zidv ¡nda-:- i-f‘u-lnzn' la conversión il ug,

.2. I'iiulildvu :i'rr;m«'it‘- ['."¿;-d;'.':ib‘.esi se trabaja lo suficientemente rápido como para evi­

- É=.destrucción de' [ÉgEIH-‘K'IÉO:1 determinar.

E! \ 1! (¿uuCial)wn rizmendapara Chromntium, para el. coeficiente dc extinción molar,

dc 90 (1'31).

1-3,".¿"iizuimulíiznn :jin l'HlÏLU‘gO,nue fur imposible ¡mir este método dc determinaciññ, ya que,

cin ¡LnF-.LUZCÍus.iim no determined"; lc. RdíFÏ'Vz‘.de ¿frente orgánico. a ias fracciones ob­

tenidas ¡mr medio dc Triton X 100. si bien permiti? 1 extraer-i’m de '_o=pigmentos, los re­

sultados i; z .gakn ‘eproduciblcs iwbidr; principalmente, a la destrucción de la bacterioclo­

(unn... . r r. ' ur.= ar":-'_r.'_-mnn:e. no hw un: razón concrete. que explique este

5‘ hi 2::1d.“ cr. r' r du (‘hrom,¡tium, ia comparación de la banda de absorción carecte­

iit ’:dt la. l;.ï(.".1'i"'." w 2'12'-. ¡”ivivo” n asu mu. Es discutible 1:1validez de los resultados

wir-.¿n’iím("unh :iplicm-iïm do este criterio. Se puede argumentar en contra, que si bien

“"l'íLlun buen metodo para comparar la concentración relativa de bacterioclorofila, en

dv.< “un. ¿unes .cimilzi'rear.cl carácter de esta banda de absorción puede no ser transitivo,

('u'l (-3consigu-ïcntc mmbio en oi Coeficiente de absorcion molar. De todas maneras este es

un argumento que, si bien puede ser cierto, no existe pruebe. de que Io sea efectivamente,

.ir ":w'rrz qu";en ei momento. cn que Se establezca 1:1validez de un argumento en contra,

Ls,T.. . . :3, r..¿,-(ict_'_':ï.’.:.:_.. tk. VC'L‘d¿dt.'i,coeficiente de extinción, será muy senci­

iio efectuar ia conversión del dato presentado en esta tesis, transformándolo en el valor

rcui.

4 - MMSÏQ-QPÍCEMEEÁÉFLQLPLQÉQBEÉ

Para esto se ha usado el método de Lowry (112)y, lo único que sc describe en este punto,

el método de yreparación del extracto de proteínas cuya concentración se desea deter­

minar.

Primero. c= 'Ïïi')}"«':ï't;‘nït?tener en cuenta que los extracto- de cromatóforos deben ser trata­

dos, (Jt' círrtri Inlnt'i‘il, {Turf}[oder efectuar el análisis de proteínas, pues se ha comprobad

cxperimentaimenrc, que;izs pigmentos interfieren en el valor obtenido.

Para esto se prccripímn las proteínas con acetona-metanol en la proporción 7 a 2, se cen­
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trifug'a, y el precipitado se recxtrac con el mismo solvente. Posteriormente , el precipita­

do de proteínas se seca al vacío y luego se resuSpende en HONa.1, 0 N y se homogeiniza en

un "potter" de vidrio esmerilado. Se calienta a lOOOCdurante 10 minutos, lo que ayuda a la

suspensión del precipitado, y luego se toma una alícuota, con la cual se determina la con­

centración de proteínas. Se ha comprobado que este tratamiento no interfiere con el proce­

so dc determinación, y que la alcalinidad de las muestras no es obstáculo para obtener re­

sultados reproducibles.

5 - Ilegrminación de citocromos

Existen muchos métodos que tratan la separación de los diferentes citocromos , y su deter­

minación por medio de la observación y comparación de sus espectros oxidados y reducidos.

También existen otros métodos que, basados en la lectura de los espectros oxidados y redu­

cidos, a diversas longitudes de onda, permiten la determinación simultánea de citocromos

de diferentes tipos.

En este ‘aso. sin embargo, no era el propósito de la determinación efectuar un análisis

cuali-cuantitativo de los diferentes citocromos presentes en la fracción cromatofórica si­

no, más bien, realiza r un cálculo estimativo de las diferencias, en cuanto a su contenido

en citocromos sc refiere, de las distintas fracciones obtenidas por tratamiento de la frac­

ción cromatofórica con Tritón X-lOO. Para ello, y teniendo en cuenta que las bacterias fo­

tosintéticas contienen pret‘erententmente citocromo c2, cuyo espectro de diferencia pre­

senta una banda a 551 mu, se usó el valor en unidades de densidad óptica de esta banda.

A una de ellas se le agregó un exceso de hidrosulfito de sodio y a la otra un exceso de

ferricianuro de potasio. Inmediatamente se determinó el espectro de absorción de la frac.­

ción que contiene hidrosulfito, usando como referencia la que contiene ferricianuro de po­

tasio y se leyó la absorbancia a 551 mu, usando este valor como representativo de la con­

centración de citocromo presente en la muestra en estudio.

6 - Determmiánfieguinmü

Para esto se usó un método basado en la extracción lipídica que contienen las quinonas.

Los cromatóforos fueron oxidados, previamente, con 1/4 de volumen de una solución de

cloruro fórrico al 5%, cn etanol. Se dejó que la oxidación transcurriera durante 20 minu­

tos y luego se extrajo un volumen de cromatóforos oxidados con ocho volúmenes de metano]
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buffer de acetato, pH 7, 5 (Relación 9 a 1).

Esta mezcla se transfirió a una ampolla de decantación, de donde se extrajo 4 Vv't'.¡;Scon

el mismo volumen de eter de petróleo, fracción liviana. El extracto amarillo donde se en­

cuentra la quinona en solución, es secado sobre sulfato de sodio, durante 8 hs. y luego se

evapora al vacío, en un evaporador rotatorio.

El residuo se disuelve en una cantidad conocida de hexano y se utiliza, sin mas traumuenw

to, para su análisis en cromatografía en capa delgada.

7 wProcesos de cromatografía en capa delgada.

Se usa indistintamente silicagela G o H,Zempleandoun aplicador'comercial que.permita la

disposición del material en capas homogéneas, de un espesor de 2:30micrones.

Una vez preparadas las placas se dejan secar al aire y luego se activan, antes de ser usadas

por calentamiento durante 30 minutos a 120 grados, y se dejan enfriaren un desecador que

'Icontenga cloruro de calcio.

Luego, se aplica sobre la misma 1a solución a cromatografiar, en forma de bandas , usando,

con este propósito, una micropipeta de 50 microlitros.

Se deja secar el extracto y luego se introduce en un tanque que contenga cloroformo. Se de-­

correr el solvente, aproximadamente 45 minutos; se seca la placa al aire, y luego se re--­

vezlarlaposición de las quinonas usando una solución de azul de metileno 10.3 M. reducida

con zinc y ácido'sulfúrico.

Se revela así la posición de los compuestos capaces de oxidar el azul de metileno en estas

condiciones, sobre una placa que se corre paralela a la anterior, luego se raspa el mate-­

rial que se encuentra en la misma posición que las manchas de azul de metileno oxidado.

De esa manera se recoge la silicagela que contiene las diferentes quinonas y se extrae es—

ta fracción con alcohol etílico.

Luego se efectúa una determinación espectrofotumeu ¡cu de Ja qumona pl :‘¡cticamenle pura,

contenida en el extracto alcohólico, registrando sus espectros oxidado y de reduccmn, por

agregado de una cierta cantidad, en exceso. de borohidruro de sodio. Se toma la dxlm-en­

cia a 275 mu y se usa como coeficiente de extinción molar un valor de 12. A tu] l'in. ln su ­

lución a analizar se distribuye en dos cubetas ópticas.

8 --¿reparación de gginona reducida



lsl método usado se basa en el método de Green Burkhard (110).

La quinona a reducir es disuelta en etanol, tratando de obtener , aproximadamente, um con“

centración final de 10 micromoles/ml. Luego se agrega un exceso de Borohidruro de sumo,

para tener la certeza de que toda la quinona en solución ha sido reducida.

Se agrega, posteriormente, suficiente agua destilada como para precipitar la «fdliihllhm ;aolu-­

ción, y se extrae la suspensión resultante con hexano. Dos extracciones son, en g.:Iiu'.u. sufi»

cientes como para extraer toda la quinonapresente.

Esta solución en hexano es llevada a sequedad al vacio y en la obscuridad, y luego se inmzzel

residuo de quinona reducida en etanol, hasta un cierto volumen.

9 -- Determinación de la concentración de gginona reducida en solución

El método se basa en la determinación del espectro ultravioleta oxidado y reducido, del pro

ducto logrado.

Se toma primero el espectro ultrav101eta del producto obtenido, que contiene practicamente un

100%de quinona reducida. Luego se oxida la quinona obtenida. alcalinizando :a solución eta­

nólica con un muy pequeño volumen de HONa,5 N. En general, la proporción es de . 00]. ml

por cada 3 ml de solución a oxidar. Se agita el etanol alcanilizado, lo que provoca, en uno o

dos minutos, una completa oxidación de la quinona presente.‘ Se toma entonces el espectro de

absorción del producto oxidado y se mide la diferencia de absorción a 275 mu, empleando un

valor de 12 para el coeficiente de extinción molar para esta diferencia, de acuerdo con lodes”

cripto por Dilley (113). Ver Figura 6.

En realidad, la determinación espectrofotométrica no necesitaría el registro del eSpectro dc

absorción en el ultravioleta pero. sin embargo, se ha visto que debido a impurezas presentes

en el producto comercial o en los solventes usados, o bien por que se produce una fotodestruc-­

ción de la quinona,‘ el punto de intersección a 292 mu que puede observarse en la Figura 6. mu

chas veces no se produce.

Es dec1r, que el hecho de tomar el espectro de absorción antes y después de la oxrdacion, sir"

ve, en cierta medida, como control de pureza de las drogas usadas.

10 mErgszuión de citoCromos reduCidos

Conmste , senCillamente, en la.reducción del citocromo de mamífero, oxidado, por Limia»al:

hidrógeno gaseoso, en presencia de un catalizador de platino o paladio. El rendimiento es (¡(­
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alrededor del 98%. En este caso, no se determina la conccntiucion ima} dc cn.u;romo reducido

en solución (analizando la solución obtenida después dc la rcduccii'nn >an que, simplemente. sc A

pesa lo más exactamente posible el citocromo a reducir y sc “('Vll a un volumen conocido. Ge­

neralmente, las soluciones empleadas para ser reducidas. contienen entre 25 y 30 mg. de ci«

tocromo por ml. A esta solución se le agrega una punta dc i-spñtula (Joasliestos de platino o

paladio y se burbujea hidrógeno durante 15 minutos, Sc elimina luego cl catalizador, por

centrifugación. Se ha empleado este método eon‘éxito, para la rcdncciónde citocromo "c',’

de mamífero o de citocromo "02" , obtenido a partir (lo Rhodospirillum Rubrum.

lil.—Tratamiento de los cromatóforos con¿ele i'gcnu

El método consiste, simplemente, en la suspensión. cn ciertas condiciones, de los cromato

foros correspondientes a Chromatium o Rhodospirillum Hulu'uvn.cn solución de Triton X400.

Inmediatamente después de obtener los cromatóio: (¡n M..-ii ¡(union por medio de uno:d.e-los dl'

ferentes. medios antes expuestos, se 'resuspenden en una solución de 'l‘ris Buffer pI-Í-S.1. ,01 M

que contenga concentraciones-variables de Tritón X100. pero cuya concentración final sicm ­

pre oscile entre 3 y 5%.-­

En el caso del Chromatium, la proporción de Tritón X-lOO, o sca . mg de proteina por mg. dc

Tritón X1100, es de. 2, 6/100.

E'arathodospirillum Rubrum, la relación es de 40 mg. dc protc‘ina por 1.00mg. de Triton

X—].00._

La suspensión en Tritón X-lÓO, debe ser hecha bajo condicioncs de baja iluminacion, para evi­

tar ldlifotooxidaciónde liacterioclorofila.

Rápidamentc, después que los cromatóforos están en suspension, sc colocan en un desecador

y o bien se provoca e] vacio, por medio de una bomba dc vacio, o se recmplaza la atmósfera,

por una de Argón o Nitrógeno.

Aparentemente, de acuerdo con los resultados obtenidos. lo IllL'ÍIH'us usar Argón, como pro­

tector. '

Los cromatóforos se dejan a -4° C en la oscuridad, bajo esta atmósfera de Argón, durante

3 a 5 hs. Posteriormente, la suspensión resultante es Sometida a una ccntrifugación en gra-r

diente de sacarosa.

Las condiciones descriptas más arriba dan resultados 'i'cproduciblcs, y lo que es aún mas im ­
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portante, mantienen en cierta medida, 1a actividad de fotorreducción de NAD.

12 - Gradíentes de Sacarosa:

Este método ha probado ser de suma utilidad para la separación de diferentes fracciones de

los cromatóforos, obtenidas por tratamiento con Triton X-100.

También permite hacer desaparecer el resto de células, rotas, que no han sido eliminadas por

los gradientes de Cl Cs o de sacarosa usados en la purificación de la fracción cromatoíórica.

Finalmente , los tubos son centrifugados durante 15 hs. a 30. 000 rpm en el Rotor Nro. 30 (án­

gulo fijo), de una ultracentrifuga Spinco, modelo L.

El hecho de usar un ángulo fijo en 1a centrifugación, no afecta para nada la posición de las di­

ferentes fracciones, y las bandas obtenidas en estos tubos son. aparentemente, homogéneas y

bien marcadas, según puede apreciarse en la Figura 5.

Transcurrido el periodo de centrifugación, las fracciones son extraídas por medio de una agu­

ja hipodérmica que se introduce a través de los agujeros laterales existentes en las tapas de

los tubos de nitrato de celulosa. Este método es mucho más conveniente que el clasico de agu­

jerear el tubo en la parte inferior, y recoger gota a gota el liquido, ya que evita el movimien­

to de las bandas y no provoca la destrucción del gradiente obtenido.

Por último, se dializan las fracciones durante 24 horas contra Tris buffer pH 8. 1 (8 litros, dos

cambios)” quedandoasí listas para su posterior caracterización.

Samara-.to

1- MMotómetro y nLdifÉacionesintroducidasal mismo

'Las reacciones fotoquímicas fueron registradas en un espectrofotómetro Baush and Lomb, mo­

delo 505, modificado de acuerdo con lo descripto por Vernon (108).

La transformación que se llevó a cabo en el espectrofotómetro original, consiste, como se pue­

de ver en eli-Esquema 8, en la instalación, en el sistema original, de una fuente de luz que rie­

nominamos excitadora.

La descripción de este espectrofotofnetro modificado es la siguiente:

Un rayo de luz monocromático pasa a través de 1a muestra C.

El detector se encuentra protegido de la luz excitadora, por medio de filtros de colores com­

plementarios, xry.‘

Los cambios de intensidad.óptica son registrados'en R.
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Este mismo arreglo puede ser usado cuando se miden pequeños cambios de densidad óptica

producidos por la luz.

En este caso, si se emplea un aparato comercial como el .Perkin Elmer, usado en este tra­

bajo, es necesario acoplar, al sistema antes mencionado según puede apreciarse en el Es­

quema 8, un sistema amplificador tal como se ilustra en el Esquema 9.

Estos son los medios más simples paradetectar cambios foto-inducidos de la densidad óptica.

Los espectros de absorción fueron registrados en un 'espectrofotómetro Cary Modelo 15,.Los

espectros ESR fueron obtenidos con la ayuda del Sr. R.W. Threharne, usando un espectrome­

tro Varian V4502, de acuerdo con lo que ha sido descripto por Heise y Vernon(109). Las mi­

crografías electrónicas fueron tomadas por el Dr. Hilton Mollenhauer, usando un microsco­

pio electrónico Philips, modelo 200.

2 — gubetas:

Los cambios de densidad óptica. en las reacciones de fotorreducción y fotooxidación fueron

seguidos, como se mencionó anteriormente, en un espectrofotómetro Baush and?Lomb, mo­

delo 505. Se usaron cubetas ópticas dobles. modificadas, similares a las que se muestran

en la Figura 7.

De esta manera, lo que se registra es la'diferencia '(Luz menos oscuridad).

Como se ve , el sistema puede convertirse en anaerobio, ya que la parte superior de la cube­

ta es un tubo de Thurnberg común que. por lo tanto. se puede conectar a una bomba de vacío.

El método para transformar un sistema determinado, en anaeróbico, es el siguiente:

Se hace el vacío durante un minuto, seguido por burbujeo de argón durante unos pocos segun-_

dos; este procedimiento se repite 4 veces y.por último se deja el sistema bajo Argón o bien

al vacío, La experiencia indica que'es mejor que en el sistema exista una presión positivaya

qui: ivesta manera. el aire no penetra y se evita cu ' . Lígt;(¿e pérdida que pueda produ-_

cirse.

Cuandorealmente resulte indispensable eliminar el oxígeno de una manera casi completa, se

puede acoplar un sistema consumidor de oxígeno, como por ejemplo el de glucosarglucosa

¿xidasa

"3— Descripción de la "Caja de luz"

Se trata , simplemente, de una caja (ver Figura_,8) en la que se han colocado dos o mas ban-- '



LSOUEMA 9

ESQUEMA DE un ESfECTKOFOTÓMETKO
KooiFÍCAoo AL QUE. se LE HAACOI’LA­
o UNSiSTEMA AMrLtF|CADOL

Y

3343:. -c ¡FM R
x__

GD

FUENTEos Luz E FOTOMULTïrLímoon

= Monocnomoon mrLíFíC/xooz.

Mueqm E hacian/«¡om

FUENTEoeLuz.ExciT/xoom 3' } Fïqms DEComunes





amm¡(M m



cos de luz. Las fuentes luminosas son lámparas de tungsteno, comunes, de 200 watios: 39­

Cuando las células son cultivadas en botellas de vidrio blanco, de 2 litros de capacidad y

15 cm. de diámetro, la intensidad luminosa sobre la superficie de la botella es de aproxima­

damente, 500 pies /ca.nde1as.

La temperatura de cultivo dentro de la caja, se regula por medio de circulación de aire. De

esta forma se puede asegurar una fluctuación de la temperatura no mayor del 5%. De tal ma­

nera, durante el desarrollo de este trabajo se procuró mantener una temperatura constante

de alrededor de 30° C.

D - Drogas Empleadas:

Las drogas empleadas durante la realización de este estudio fueron obtenidas, en su mayo­

ría de 1a Sigma Chemical Co.

El Triton X-100 (Alquilfenoxipolietoxietanol) es un detergente no iónico. Fue obtenido en

Rohm y Haas Co. de Philadelfia (Pensilvania). Este detergente tiene de 9 a 10 grupos oxieti­

lenos por molécula, lo que da un peso molecular promedio de 625.
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A. — NQHBQM. A._T.Ib..’M;

J ’ Cïúdlaasu! 11392.121.212 jetsngklgcilyminosa:

Y. l .i i-Ldodemostrado, por varios investigadores, entre ellos Fuller y colaboradores (142),

qlu‘ la concentración de los diferentes complejos (le bacterioclorofila, en eie rto tipo de hac ­

uva-ra “zo-sintéticas, puede ser modificada dentro de un amplio rango, evidenciado por los

(llflsl‘cliu‘hespectros de absorCión (le los diversos cultivos, especialmente en la zona del in­

l‘rarrojo cercano. Esta variación se puede inducir, en general, cambiando las fuentes deear

bono y el pH (lc los medios de cultivo, pero principalmente, por modificaciones en la inten­

sidad luminosa a la cual estas bacterias son cultivadas;

Se ha observado en (ilirmnatium que, si la intensidad luminosa es alta, la cantidad del com­

plejo H 890 es preferencialmente incrementada, mientras que el complejo resulta muy dis­

minuirlo, si ¡as celulas son cultivadas a bajas intensidades luminosas.

I-Iemoselegido, para el desarrollo de este trabajo, dos diferentes intensidades luminosas pa-­

ra el cultivo de Chromatium. Ello da como resultado el crecimiento del mismo tipo de célula

con dos espectros de absorción muy diferentes en el infrarrojo cercano, como se verá mas

adelante.

a - Efectodel Trith x-mo sobre el espectro (leabsorción (191%gromatófogslwugle

diferentes tienpoÉde incubacióncm el detergente:

Bril ya ha demostrado que, de acuerdo con los espectros de absorción que se pueden detec­

tar y los espectros de fluorescencia resultantes, parecería que el Tritón X-lOO, entre otros

detergentes, efectuara una separación física de los diferentes complejos de bacteriocloro­

fila y proteína, dentro del cromatóforo. Observó, asimismo, que para que este efecto «¿lese­

paración tuviera lugar, era necesario la presencia de sales y que la concentración óptima de

ClNa a utilizar fuera de O,25 M. A esta solución de ClNa y a una concentración de 0,1% de

Tritón X-lOO, se observaba una disminución de la densidad óptica en el infrarrojo Cercano,

que se intensificaba con el tiempot Si se omitian las sales, no se observaban efectos. Tra A­

tando de reproduCir los mismos resultados , observamos que el tiempo de tratamiento era

otro de los factores importantes y que el porcentaje de material fotosintótico disuelto, au
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meniaba con el incremento del ’l'r.'.on X4100; Si la concentracifm de Triton X-lOOera aumen­

tada hasta una proporcion de la mg de 'l'riión X 71.00por m. g. cieproteina, se podía obser­

var qUe, en todos los casos ensagados, la "solubilizamón" de pigmentos era casi del 100%.

La ‘--solubili/.acion' se ensayo, simplemente. midiendo la cantidad de pigmento que permane­

cía en la fraccion sobrenadante, cuando el extracto de cromatóforos era centrifugado durante

una hora a 1-1-1o000 x g.

Era lógico entonces suponer, que de esta manera se había obtenido una "solubilización"de los

pigmentos f()t()Slnteth()S, debido princu'mlmente, al efecto del Tritón X-—100,y que esta "solu­

bilizamon ‘ estaba acompañada por una real separacnón física de diferentes complejos de bac­

tcrioclorofila y proteina.

En la Figura 9 puede observarse el efecto de Triton X-IOOsobre cromatóforos de Chroma­

tium, cultivados a 1500 pies candela (lo que denominamos alta intensidad luminosa).

Puede observarse en la Figura 9 que el efecto principal del Tritón X-JOOes el de producir

un descenso en la densidad óptica de uno'de los picos de absorción más importantes de Chromatium

cl B 850 y el aumento del pico en B 800, pero sin afectar 'asi al que absorbe a 890 mu.

Esto significaría que, realmente, existe una diferencia entre los distintos complejos de bac­

terioclorofila y proteina y que, muy probablemente, tanto el B 800 como el B850, sean más

suceptibles al ataque. del detergente, De aqui que.pueda suponerse, en principio, que el B800

y el B 850 provengan de un lugar diferente del cromatóforo, a aquél en que se encuentra ubi­

cado el B 890. Se vera mas adelante, que esto ha sido confirmado por las micrografías elec­

trónicas de las l'raccmnes obtenidas.

l) - Efectodejgicent]:ij'ugggionmfljrgfi suspensiones de Tritón X--100y cromatóforo :

De acuerdo con lo mencmnado en el punto anterior, una vez que los cromatóforos fueron

suspendidos en 'I‘ritón X---100,hasta una cierta relación de proteilla/detergente, el problema

consistía en aislar los distintos complejos que, teóricamente, se habían separado del cro­

matóforo por disolución. Para esto se adoptó un metodo basado en la centrifugación en gra­

dientes de sacarosa. Después que se llevaron a cabo los primeros intentos realizados en

estas condiciones, aún luego de prolongadas centrifugaciones a altas velocidades, no se ob­

servó una separación neta de bandas, Sino que mas bien, el material cromatofórico se dis­

tribuia en un pigmentado continuo que Se extendía entre la mitad del tubo y su parte superior.



ÁESOKbANC1A

FÍGUKA 9

r I u a

—+ TKtTON x-100

\.__

E

l 3

1 i

_ 885 ‘ W;

É

i

i

“a

\\B É
x» g

¡ 1 1 ‘ 1 “ha, a

750 800 850 900 95€}

i._:;aNc3ïïuo DE ONDA, EN mu

Hayeotro de absorción de cromatóforos de caromatium en presencia 5 ¿un
sencia ue tres por ciento de Tritón A lOO. Los cromatófdros fueron sus
pendidos en Tris buffer 0,011.1jpH 8,1. Las absoroanc1as a 590 mu para
los cromatbïoros, en ausencza y en fresenoia de Tritón ÁlOOfuerom de
0,2 J 0,.18 rEsSpectivaunente.



-42­

Luego de diversos intentos, en los que se variaron las relacmnes de ’l‘ritón X-lUOy protei'na,

se observo que era importante, para obtener una separación con formaCión dc diferentes ban­

das, mantener la concentraCión final de protei’na y Tritón X-lOO, dentro de ciertos límites.

Así las condicmnes óptimas para la separaCIón resultaron: 100 mg. de 'l‘ritón X-100/2, 6 mg.

de protei'na y una concentración final de Tritón X-IOO y de protei'nas, del 3 al 4 ‘70y de 10 m". /

ml. respectivamente.

La eeiii‘r:_¡iigación se llevó a cabo durante 15 horas a 110. 000 xo'.

En la Figura 10 se puede apreciar el aspecto final del tubo de centrífuga, luego de una cen“

tril'ugaue'in de los cronialóforos en 'l‘ritón Xv-JOO,en las condiCiones antes menCionadas.

I-Istetubo esta dibujado a escala, así como la intenSidad y ancho relativo de las fraccmnes on

u-l 1‘03.)l'l'FL'lllLiLiilh

Se puede observar que se ohtuweron dos bandas de diferente color y en diferentes posimmir-s.

De acuerdo con la posición en el tubo de centrífuga, se las denominó banda pesada (P) y li­

Viana (LL

Tambien puede observarse, en la parte superior del tubo, una banda, o mas bien zona ama“

rilla, que parece contener, como veremos más adelante, preferencialmente carotenoides,

La banda L es de un color marrón, y a veces no muestra una separación neta con la banda

amarilla. Por otra parte, la banda l) es de color rojo,y hemos comprobado que siempre la

separación entre I. y P ha sido neta y bien definida.

Si se usa una concentración final de 'l‘ritón X 100 del lt}, dejando constante la cantidad total

de proteínas cromatofóricas, se puede obtener, además, una terce ia banda tal como la que

¿puede observarse en la Figura 11. Posteriormente se apreCió que esta banda debía estai­

constituida por cromatóforos intactos o bien por trozos de cromatóforos, aún muy grandes,

que contenían todavía ambos complejos. Se supuso que esta última parecía ser la hÍDÓteSLS

más acertada, lo que se vio'luego confirmado por las micrografías electrónicas, Si se re

extraía esta tercera fracción con cantidades adicionales de Tritón X-lOU y luego se la :inzi

lizaba en forma Similar, en un gradiente de sacarosa, se comprobaba la formación de IÁIS

bandas L y P anteriormente incnc10nadas.

c - Ewgírg deabsorción{mgLnengtenidasv

Los espectros de absorción de las fracciones obtenidas por medio del procedimiento nnlr­
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rior estan registrados en las Figuras 12 _\'13. Se puede observar, de :urucrdo con estos

datos, la naturaleza diferente de las dos asociaciones de bacterioclorol'ila _\jproteina, ya

que el pigmento asociado a estas fracciones es el mismo. listo se eomprolio cxtrayéndolas

con acetona y metanol, y determinando el espectro de absorCión en el infrarrojo cercano.

Las dos bandas, cn estas condiciones, presentan un único plCo dc absorción a 771 mu, ca

i'acleri'stico de la bacterioclorofila en solución en salvcntes organicos. 'l‘al como va se ha

expresado en cl Capitulo lll, este analisis no puede llevarse a cabo con fines cuantitativris.

Sc puede observar en la Figura 12, que la banda P ha Sldo grandemente enriquccula con la

forma de Iiacicrioclorofila que hemos denominado B 890; aunque las formas B 800 y l’,Him

se encuentren todavia presentes. Asimismo, que la fraccion I, esta casi completamente

despronsta de absorción a 890 mu, pero, en cambio, contiene las dos otras formas (13300

y B 850), en conecntraciones equivalentes (suponiendo que ambas formas posean el mismo

('(wficiente de extinción molar);

Por otra pal'le. la fracción amarilla que permanecía en la parte superior del tubo (le cen­

trífuga, parecía contener una muy pequeña cantidad de B 800; ademas ee pudo ('umprnliar,

que el principal componente de esta banda, en el visible, eran los carotenoidcs.

EXiste una muy pequeña diferencm en el complemento de carotenoides, entre las fracciones

L y P. Esta dit'erenCia conSiste en las distintas relaciones entre los picos (le absorción a

520 y 460 mu, habiéndose observado que, cn la fracción P, el pico (l i absorción a. 520 mu

era mas ¡.rominente. Otra pequeña diferencia en la misma región del espectro, es la dislln

ta posición de las bandas a 2390y 370 mu. Esto refleja, muy posiblemente, dlfL‘TL‘nU'HInlt'l'­

acciones de las moléculas de bacterioclorofila en las diferentes bandas, con el medio que las

rodea.

d - yariligagión de las bandas L \' B

Se ensayaron varios metodos para la purificación de las fracciones L y P antes obtenidas,

La mayor dificultad consistió, esencialmente, en la imposibilidad de eliminar el 'l‘rilím .\

100 del sistema, sin afectar la estructura de las partículas obtenidas, listo him iiii¡in:¿i¡)l('

la aplicación de tecnicas de cromatografía en columnas o bien de electroforesis. la :¡uu’m

del Tritón X-lOOcon estas fracciones es realmente muy fuerte. Si por ejemplo se ¡z-i'm'ura

. , f . .efectuar una precipitac1on de las proteinas por medio de bulfato de Amonio sc comprueba
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4;. --‘.Trítón X 100 es arrastrado por las proteínas y prempita conjuntamente con los com­

plejos. Asimismo, si se pasan estos complejos a través de columnas de Sephadex (G 100 ó

t‘:2“W.fas bandas corren como bandas homogéneas, pero siempre el detergente se encuentra

asociado a las mismas.

m.-puedt- del tuar una posterior separaCión 0' por lo tanto purificación) de los diferentes com­

plejos de bacterioclorofila y proteína, si estas fracciones son reextraidas con cantidades adi­

-'.ionales de Tritón X 100, Se usa en este caso, un exceso de detergente, pero teniendo siem­

en cuenta qui: la concentración de detergente se encuentre entre 3 y 4%. Este tipo de ex"

I'imenl’ndemmstm que, con toda probabilidad, las tres bandas de absorción en el infrarro­

u cel-ram obs: rvadas “in vivo”, en estas bacterias, se debe a tres asomaciones diferentes

'Ï( bacter'ï 10]"¡‘0fila y proteína°

C...indo 5L pr-a-cdii’;a reextraer la banda P, ello causaba la casi completa eliminación de las

bandas B 800 y B 850, produciéndose un espectro de absorc1ón similar al que se muestra

cn la Figura 14. Fue posible observar también, que las únicas bandas detectables en el in­

frarrojo cercano del producto reextraido, eran las B 890 y B 800. No es posible, sobre la

base de estos resultados, decidir si esta pequeña cantidad de B 800 que se detectó, fue o no

debida a una contaminación con B 800, proveniente de la fracción L, o bien si se trataba de

una banda de absorción menor del complejo B 890. Probablemente se haya tratado de esto

último , lo que estaría de acuerdo con el hecho de que, posteriores intentos efectuados pa­

ra separar esta pequeña cantidad de B 800 del complejo B 890, hayan resultado infructuo-­

sas. También Clayton ha discutido (136) sobre la pOSibilidad de que una banda de absorción

en 800 mu esté asociada con el centro (le reacción, en este tipo de bacterias. Es muy posi­

ble entonces , que esta pequeña banda a 800 mu, no forme parte de la masa de bacterioclo­

rofila que absorbe a esta longitud de.onda,sino que sea más bien una parte integrante del

centro de reacción y que, lógicamente, este asociada con el complejo B 890.

Si se lleva a cabo una reextracción de la banda L, se produce una destrucción parcial del

complejo B 850, dando romo resultado una partícula cuya absorción se encuentra principal"­

mente a 800 mu. (Figura 14). No ha sido posible, por lo tanto, separar físwamente los com­

¡flujos B 800 y B 850.qu comosc ha ohservad< siempre aparecen juntos, si bien, en algunas

ocasiones, el complejo B 6:30aparece solamente como una pequeña saliente del espectro,
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no como una banda del'imda Aunque existe una cercana relación entre cl B 800 y el B850,

hemos comprobado que las absorciones relativas a estas longitudes de onda, varían con las

condiciones de cultivo Por las razones expuestas resulta pOSi|)leapreciar, que las tres ban­

:ías (lt absoremn í’UI'I'USpUndel]a tres formas separadas de bacterioclorofila. El B 850 seria

¿articularmente senSIble y facilmente destrtudo. Esto es diferente con lo que ocurre en

.3:nrlopseudomonas Spheroides, en la que las bandas a 800 y 850 mu parecen no variar en

¡»n-minosClt'st. intensidad relativa. Sobre esa base, Sistrom dedujo que estas dos bandas re­

:‘esentaban un solo tipo de baeterioelorol’ila Por otra parte, sin embargo, los experimen­

-‘'ie líl'll H3) e\';dencian que pueden obtenerse dos partículas diferentes a partir de esta

¿("t‘t'lit una que se ha enriquecido con el (“OhiplL‘JUque absorbe a 87:3 mu. y la otra conte­

‘.;endo B 800 _\ B “350

4 (¿426989111. '_\' dai a baias intens1dades luminosas

C vmose ha mencionado anteriormente, el espectro de absor ‘lÓll(le Chromatium cambia con

.4 intensidad luminosa de ('ultH'O.

La diferencia mas notable entre este tipo de celulas y las cultivadas a alta intensidad lumi­

::;sa, es el marcado incremento en B 800.

S; se lleva a cabo el mismo tipo de experimento, es decir la solubilización de los pigmentos

¡gar medio de Triton X 100, se puede observar lo siguiente:

- El agregado de Triton X 100 a los cromatoforos, de acuerdo con las condiciones descriptas

:7. la figura 9 permite obserxar un cambio en el (w -'>l'*t'ode absorción. En este caso hay

-11 dismimwit’mde la 'tbsortraneia u. .odo el infrarrojo een-ano, mientras que en el caso an­

terior. el complejo B 390 permanecía inalterado listo rel'leiaría por lo tanto, una diferencia

:2 la organizacion interna del cromatoloro, la qee rlr‘terminarïa una distinta sensibilidad de

_;v:‘complejos frente al detergente. Ver I-‘igura l:3

- Cuando se trata de analizar los productos separados por ei ue;et‘¿eiit,e, se obsen .1un baso

s;rnilar al mencionado anteriormente, es decir la l’ormación de dos diferentes fracciones qm

:capan, aproximadamente, la misma posicu’men el gradiente que las fracciones aisladas de

:élulas cultivadas a alta intensidad luminosa, El espectro de absormon de estas [rm-ciones,

:_i_epor similitud con lo ya descripto se han denominado, L y l), de acuerdo con sus posx

;; nes en el gradiente de sacarosa, puede verse en la Figm a '16.
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-- Se observa que, excepto e] incremento en B 800 obsmwado en este cx¡x-rmwnto, los es­

pectros de absorción de estas partículas son esencialmente los mismos que antes.

Este resultado indicaría, por lo tanto, que a pesar de las diferencias observadas en los 05-­

pectros de absorCión, entre las células de bacterias cultivadas z alta y baja intensidad lumi­

nosa,y pese a la diferenCia de solubilidad y senSIbilidad, frente al 'l‘ritón X [00, de los pi­

(-05en el infrarrojo cercano, ellas señalan tan sólo un cambio en las cantidades relativas

de los tres tipos de pigmentos , _vno cambios esenciales en la estructura del cromatoforo

de estas bacterias.

3 - ¿candados s fo_togt¿í_rnl_c;¿s_dglas paraguas}; y. 13obtenidas a partir (1.0.91'(,)n1=1tóf.mfos
gg Chromatium'

P'i'ra este experimento se utilizaron, solamente, células cultivadas a altas intensidades lil-­

minosas. Las razones por las cuales se utilizó este tipo de células, son las siguientes:

H El rendimiento por litro, en gramos de células, es aproximadamente tres veces más ele­

vado, en el caso de células crecidas a altas que a bajas intensidades luminosas.

- El rendimiento en cromatóforos, por gramo de células, es también mayor.

En general, la estructura de los eromatóforos obtenidos por sonicaeión de las celulas,

se halla mejor preservada.

Las reacciones estudiadas son representativas de las actividades [()t()(|llínll('¡lfidel c roma -«

:óíoro bacteríano.

Es sabido que aún muy pequeñas. concentraciones de Triton X 100, destruyen la actividad

je fotofcsforílación de los cromatot‘oros intactos ([03), _\'además, se ha comprobado que no

puede detectarse ninguna actividad en este tipo de partículas .

Tampoco las fraccmnes descriptas consu‘van la actividad de reducción del .\'.-\l), aunque de­

")etenerse presente que, aún eromatót‘oros preparados cn óptimas ('(')n(|l('i()n('.'-iy cnsavados

.rtmediatamente después de su obtención, presentan una actividad sumamente liaja, j; que

pierden rápidamente esta actividad, despues de 3 a .3horas de haber sido obtenido“.

.\'oes pues de extrañar, que las partículas tampoco conserven esta actividad, iisamïo '\-:cor

dato-Indofenol o succinato, como dadores (¡e electrones.

Cromatóforos intactas o bien las particulas obtenidas, son incapaces dc fotorcducn- cl Ro­

_';ide Metilo, usando Ascorbato-Indofenol como dador de electrones. Esta reaccu‘m es, por

cierto, rápidamente catalizada por cromatóforos de Rhodospírillum ¡{uhrum, (86)
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Por lo lante. se ha comprobado que estas particulas son solo l'.l.¡);|(:c‘,sde (:atalizar dos reac­

c1ones fotoquímicas.

a Fotoox1dac16nde l’MSllz y TMPD: Sus dos fotorreaeeiones detectables son:

- La fotooxndmriónaeróbica del TMPD,

La lotooxndaeión anaeróbica del PMSH2, aeoplada a la reducción de UQZ o [1,26.

En esencia, la descripción de estas dos reaceiones es la '.J¿.¿Uieiite:

El TMPD es transformado. por oxidación, en un compuesto cuyo máximo de absorción se en-­

cuemra a 612 mu. Probablemente, el mecanismo de esta reacción sea simplemente la trans­

ferencia de electrones del TMPD al oxígeno atmosférico, catalizada por la bacterioclorofila.

El lugar de interacción del TMPD con la cadena l'otosintótiea de transferencia de electrones,
f,

se encuentra a la altura del Citoeromo "c 2", el que luego reaccionarïa, inmediatamente, con

la baeterioelorolila exeitada, transliriendo sus electrones al oxígeno. En el caso del PMSHZ,

se trata de una oxidaCión anaeróbica, en la que la qumona actúa como aeeptor final de elec­

trenes.

1.a reaccion se mieia' con PMS y UQHZ, los que reaccionan químicamente, formando PMSH2

y UQ, Luego la luz. invierte este proceso, y lo que se mide es ¡a f0tOOX1fÍIK'ÍÓndel PMSH2

formando en la oscuridad, según el incremento en densidad óptica a 388 mu.

En general, se sostiene que las reacciones fotoquímieas que tienen significación fisiológica

en estas bacterias, son iniciadas en o por un centro de reaccion, el que Comoya se mencio­

nó anteriormente, contendría un tipo especml de bacterioclorofila. La singularidad de esta

bacterioclorofila residiría en su contacto, o al menos proximidad (ln que lr- hace adquirir tal

singularidad) con los agentes de transferencia de electrones necesarios, tales Comocitocro­

mos _vposiblemente quinonas.

Aunque este centro de reacción no ha sido hasta ahora aislado y caracterizado, se puede de­

tectar, y por lo tanto poner en eVidencia, por medio de experimentos durante los cuales se

miden los cambios del espectro de absorción de la bacterioclorofila en el infrarrojo vercano,

inducidos por iluminación.

Tanto la fotooxidacion aeróbica de TMPD como la fotooxidaelón anaerohica de l’MSllZ, en la

cual una quinona intervendría como aeeptor de electrones, requieren la presencia de un cen

tro de reacción. Ésto ha sido demostrado por Clayton y colaboradores; (127)en llhodopseudo
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monas Spheroides, por lo menos.

En estas experienmas se observa que, solamente las partículas que hemos denominado P. ,

son capaces de llevar a cabo estas dos fotooxidaciones, mientras que las partículas L care­

cen de tal capaCidad,

Estos resultados pueden observarse en las Figuras 17 y 18.

El hecho de que solamente las partículas P pueden cutalizar con eficiencia las reacciones de

lotooxidac1ón, debe señalarse como una indicación de que el centro de reacción especializa­

do, debe encontrarse presente en estas particulas.

Si esto llegara a ser cierto, una serie de propiedades deberían ser observadas en las partí­

culas P y no en las L, que podrían ser asociadas con la presencia del centro de reacción

cn P.

b - Ubicación_d¡¿centro de reacción­

Esta ubicación se puede efectuar, midiendo el cambio de absorbancia en el infrarrojo cer­

cano inducido por la luz (890 mu).

Los primeros trabajos para detectar el centro de reacción, se deben principalmente a

Clayton. quien en una serie de investigaciones, estudió las características del centro de

reacción, en diversos organismos fotosintéticos.

Se lleva a cabo una reacción, mediante la simple iluminamón de una cubeta, que contenga,

en forma diluida. la fracción a medir en condiciones aeróbicas.

Como se sabe, la manifestación del centro de reacción es acompañada, no solamente por

cambios en el espectro de absorción de la bacterioclorofila, sino también por cambios de

absorción debidos a citocromos y quinonas.

La oxidación del citocromo, la aparición de las reacciones P 890 y el cambio de absorción

de la quinona (que denominaremos reacción UQ), presentan un caracter competitivo. Es de­

cir , que las reacciones P 890 y UQ, son detectadas cuando la reacción debida al citocromo

(quellamaremos reacción Cit) no ocurre. Estas reacciones parecen ser diferentes manifes­

taciones, de eventos que se producen en el centro de reacción.

La detección de las reaceiones P 890 y UQ involucra, como hemos dicho antes, a una mo­

lécula especializada de bacterioclorofila y ocurre, eficientemente, aún a muy bajas tempe­

raturas. Esta propiedad sugiere que la formación de P890+ y UQ' , representa el primer
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acto iotoquímico de transferencia de electrones de la fotosíntesis. Una alternativa obvia se­

ría la de suponer que ei primer acto fotoquímiCo es una oxidación del Citocromo, acoplada

a la reducción de un aceptor, aún no identificado que denominaremos A, que también podría

ser una molécula de clorofíla especializada, incluso P 890.

Existen varios argumentos en favor del segundo me “anismo (reacciones Cit" y A_) como

primer aclo l'otoquímico. La irre\-'ersibilidad de la oxidación del Citocromo a.bajas tempera­

turas. también esta en i'avor del segundo mecanismo, ya que implica que el Citocrcmo es un

producto estable. mientras que cl aparato enzimátiCo de transferencia de electrones no es oxi

dado Pero es aún mas significativoque Sf-nla oxidación (lel Citocromo y no las reacciones

i) 890 L'Q , la reaccmn primaria que se detecta en células en óntimas condiciones.

Ambos tipos de reacciones (P 890+ L'Q' y Cit'i' A') no son excluyentes, si se supone que amm

bos ocurren en una rápida secuencia tal como:

luz * ;. _..
P 890 [7Q -------- —- P 890 + UQ ----- -- P 890' 1-UQ (Reacción 1)

1) 390" +-Cit —------ —- p 890 + Cit+ (Reacción 2)

Solamente seria necesario, que la segunda reacc16n siguiera a la primera muv 'íipidamentc.

Por lo tanto, mientras Cit sea capaz de reaccionar con P 890, como ocurre en células intac­

tas (en anaerobiosis), no se podría detectar una acumulación de P 890?.

Pero Sl se trabaja con cromatóforos lavados, que han sido expuestos al oxígeno atmosfériCo,

o bien Simplemente con células aisladas, el citocromo estaría en estado oxidado _vpor lo

tanto, la reaCCión 2 no se observaría. Es de hacer notar que UQ—ocurriría aunque la se­

gunda reacc1ón se produjera o no.

Ciertos investigadores como Chance, sostienen un mecanismo alternativo, en el que se s1.­

pone que la oxidación del Citoeromo, acoplada con la reducción de la bacteriocloroi'ila, es

el acto primario de la fotosíntesis.

De aquí que, de acuerdo con este punto de vista, las reacciones P 890+ y UQ_, se producen

únicamente cuando el citocromo se encuentra oxidado. También , de acuerdo con esto, no ha

bría un motivo especial para suponer que UQsea un aceptor primario de electrones, lo que

equivale decir, que la bacteriocloroi'iia reducida, podría donar su elec‘uóu a otra molécula
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l-anstienciertas propiedades detectadas recientemente, en las que se observa lo que se ha

denominado reaCción B" que ha Sido asociada con la reducción de una molécula (le bacteno­

clorol'ila Esta reacción acompaña a la oxidación de un citocromo, poseyendo aquella su

misma einetica y propiedades de saturación por la luz. La reaccion (Clt+ B") y la (Pfi90+

l'Q”! se manifiestan una en pl‘ESt'ï'--".-({de la otra y pueden ser diferenciadas por su cinética.

En la actualidad: la eVidcneia que ¿”SCPen favor de una u otra reacción como ¿actofoto-­

quimico primario, no permite deciü: r ett":‘e ¿inguna de las (los _vpor lo tanto queda librado

u U5p\_'L.ulu('l()nCS.

En e‘i caso pi‘cszenl’e. se puede ver er. le. llama 19 que la única l‘raCeion que presenta un

camum (¡e :Ihrjul't'lón caracterísliieo, que puede ser relacionado con la reaccion P 890+ UQ“,

es la fraccion P, y que no ha sido posible demorar ningún cambio inducido por la Iii-7.,enla

fracción L.

c R_esonanc¡aparamag‘nétiea electrónica:

Asi como los cambios indumdos por la luz, anteriormente citados, fueron relacionados con

el acto fol‘osintético primario, también Calvin y Androes (13])(132) y (133) han sugerido que

las señales debidas a radicales libres producidos porla luz, estén realmente asoeiadas a proee"

sos de oxidación de la bacterioclorofila.

En el caso (le las fraceiones l. _\‘P, se detectan las señales inducidas por la luz. l-leaa ee en­

cuentran localizadas a un valor del campo magnético de 2. 002 gauss.

Como se puede observar en la Figui- 30 las partículas P (lan una señal más grande o (le

mayor amplitud, de acuerdo con su contenido de bacterioelorofila.

Cuando se examina. la cinética (¡e la aparicion de estas señales, se observa que mientras las

partículas l. poseen una cinética de aparición y desaparición lenta, las l’ evidencian una di-—

t'erente y mucho más rápida.

Es interesante hacer notar, aunque el problema no haya sido investigado, que las ['iilï‘llÍClllllr

P decaen con una cinética bii'ásma, lo que lndlCfli'Ïll dos tipos diferentes (le (‘l(‘('li'nn(";‘.m"

apareados.

Aunque como .se puede ver en la i'ipura 20, el tipo de cinética que presentan lar: particulas

P es muy similar al que se puede observar en cromatol'oros intactos, la presencia (le esta
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reacción en los dos tipos de partículas ( L y P ) es suficiente como para poner en tela de

julmo 111supuesta relación existente entre los electrones no apareados que se detectan (ic-,­

estu manera, con el verdadero acto fotoquímiu).
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4 ¿\;n'|lisu¡ cuali-cuantitatu'o dc las diferentes partículas­

Dc ln dicho anteriormente se desprende que en Chromatium, es posible concentrar en una

{rar-ción, n-lcentro ríe reaccion por simple CXEI‘EICCEÓIIle la masa rlc la bactcrioclorofila de

.w:c:ro.z:.a.'_m,.ros,lo que separa una fracCLón que hemos denominado P, que presenta todas

las cat-5;, .1 ,'Í>'_'_-.:'.'l>'.-.‘.7¿ipo casará-.1? 3-!"uactmnoclorofila .ic la que se supone está formado

el e nitro (le reacción Un Iii-en) más, que confirma que e: centro de reacció. resulta con­

contrario ul}in inacción l), es que en ella se encuentran reunidos los Citocromos asociados

t un l.: transferencia (¡e electrones.

En la Figura 21 puede verse el espectro de diferencia (ox1dadomenos reducido) que pone en

(¡videncia las características espectrales de los c1tocromos contenidos en estas partículas.

l.' ( -*.u-ctro (le.filfCl'i-‘IICI'J.efectuado en las condiciones descriptas, no permite eVidenciar una

(nik-renciacwónentre los listinïos tipos de citocromos presentes, pero sí es p051bleobserva]

que parece haber una distribución homogénea cualitativa.

l‘. interesante hacer notar, sin embargo, que las diferencias cuantitativas son muy grandes.

ESICtipo de análisis ha sido llevado a cabo con particulas P, L y cromatóforos que poseen

las:siguientes características:

Partículas P: Las pertenecientes a la fracción doblemente extrauia, observable

en la Figura 14.

Partículas L: Las pertenecientes a la fracción cruda, es decir, las que se obtiene;

después de la primera extracción de los cromatóforos con detergentl

cuyo expectro de absorción se puede Observar en la Figura 12.

Cromatóforos: Los obtenidos como se describe en el acápite 1, apartado B del ca­

pítulo III, y purificados de la manera que se informa en el acápite 2,

apartado B del mismo capítulo.

Cuando se efectúa el análisis cuantitativo y se relaciona la cantidad de citocromo con la con­

centración de proteina en cada fracmón, se obtienen los datos registrados en la Tabla 3. Se

observa que la fracción P se encuentra enriquecida en cttocromos y que la fracción L sólo

contiene trazas de los mismos. Como en el caso de la fracción L se usó una forma no pu­

rificada, es posible que los citocromos detectados provengan de impurezas de la fracción Pi
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En la tabla 2 es pOSlbleobservar, además, las cantidades relativas de proteínas y bac­

tenoclorol'ila., Como ya se menCionóanteriormente, estos datos son válidos si se supone

que el coeficiente de extinción de la bacterioclorofila, en ambas fracciones, es similar

al de la bacterioclorofila de los cromatóforos. El valor más alto para esta relación, co­

rresponde a la fracción L. Debe tenerse cn cuenta que esta diferencia obedece a un em­

pobrecimiento en proteinas pero, fundamentalmente, a la concentración de la masa de

bacterioclorofila en esta fracción, originalmente presente en los cromatóforos.

Algo similar ocurre con las quinonas presentes en estas fracciones.

La cromatografía en capa delgada descripta en el Capítulo III, permite el aislamiento de

ubiquinona (muy posiblemente UQ7). En la figura 22 puede verse el aspecto de una placa

luego (le haber sido revelada con azul de metileno, en la que se ha identificado la quinona

obtenida en estas condiciones, corrióndola paralelamente con el producto comercial. Se

observan también otras manchas de azul metileno oxidado. Si bien no se ha identificado

al compuesto capaz de producir tal oxidac1ón, se puede suponer que se trata de naftoquino­

na, de acuerdo con el espectro de absorción correspondiente (no mostrado en este trabajo)

y la posición en el cromatograma. En la Tabla 3 se muestra la distribución de la quinona

(“:1amgradiente de sacarosa, similar al que ilustra la Figura 10, y se observa que dicha

distribución es paralela a la de Tritón X 100 en el tubo de centrífuga. Ello evidencia queno

toda la quinona interviene en el proceso fotoquímico y que sería necesario llevar a cabo un

estudio más detallado, para determinar el significado exacto de los datos presentados en

esta Tabla.

B —En Rhodospirillum Rubrum

Son muy interesantes los resultados obtenidos con este tipo de bacteria, ya que mediante

ellos resulta posible realizar una comparación entre dos organismos , que si bien obtienen

su energía de la misma fuente, están caracterizados por procesos fisiológicos diferentes.

Cuando se comparan los espectros de absorción de Chromatium y de Rhodospirillum Ru­

brum, inmediatamente es posible observar que existe una gran semejanza en la absorción

en el infrarrojo cercano. Es cierto que, en el caso de Chromatium, es posible detectar una

banda de absorción adicional, pero esto a juicio de muchos investigadores, solamente refle­

jaría diferencias en la interacción de bacterioclorofila y proteina. Dadaesta semejanza de
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Las emulsiones en .¿ue se hevó a cabo el experimento son las des­
criptas cn el Capitulo III - 3-7.
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los espectros de absormón, es lógico suponer que la organización interna celular debe ser

semejante y, en particular, la distribución de los pigmentos en la fracción cromatofórica.

De acuerdo con los resultados obtenidos, esta comparación muestra, solamente, coinci--­

denota en ciertas manifestaciones tales como los espectros de absorción ya mencionados.

Pero si existe una marcada diferencia estructural, tal como lo ponen de manifiesto los re­

sultados que (‘lescribiremos a continuación.

1 - Células cultivadas a baja intenSLdadluminosa

z. -- Efectos del Tl‘ltón X 100 sobre el espectro de absorción de los cromatóforos de

Rhodospirillum Rubrum. luego de diferentes tiempos de incubación con el detergente

Es con este experimento que se comienzan a poner en evidencia las diferencias existentes

entre la organización estructural del Rhodospirillum Rubrum y del Chromatium. En Chro-­

matium, hemos visto que se producen cambios fundamentales en el espectro de absorción,

por el agregado de Tritón X 100, en Ciertas condiciones experimentales. Pero en Rhodos­

pirillum Rubrum ha sido imposible detectar cambio alguno en las bandas en el infrarrojo

cercano, El único cambio observable, es la formamón de una verdadera solución límpida.

Además , cuando los eromatóforos de Rhodospirillum Rubrum tratados con Tritón X 100,

son centrifugados a altas velocidades (por ejemplo: 144. 000 x g durante 60 minutos), no

se observa precipitacxón de pigmentos, sino tan solo la formación de un sedimento de color

blanco. Esto significa que los complejos de bacterioclorofila y proteína, responsables de

las bandas de absorción caracteristicas, han sido solubilizados y que, aparentemente, este

tratamiento puede conducir a la separación de los diferentes complejos de bactei‘ioclorofila.

Cuando Bril estudió el efecto del Tritón X 100 sobre el espectro de fluorescencia de los

cromatoforos (le Rhodospirillum Rubrum (13), obtuvo resultados sumamente complicados

que hacían imposible pronosticar cual seria la secuencia estructural de estos complejos en

el cromatóforo, y cual sería el orden de transmis16n de la energía de excitación. Es decir

que, en este aspecto, existen todavía dudas sobre la relación estructural entre el centro

de reacción y las moléculas de bacterioclorofila denominadas cosechadoras.

Una explicación alternativa que permitiera por lo menos justificar este comportamiento,

seria la siguiente- Clayton (136)ha demostrado, recientemente, trabajando en Rhodopaeu­
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¡lomonas Spneroides, que las bandas de absorción a 800 y 890 mu, están estrechamente re­

lacion;-u.lasy que, probablemente, ambas pertenezcan al centro de reacc16n, siendo el orden

(le tr"nsfr‘r'>n(=íade energía de excitamón, en este caso,de P 800 a P 890. Además se ha

:;..mi¡.)rob:u1u,experimentalmente, que la transferenCia de energía es aún más efectiva en­

tre loz-reu:-'1plejos que absorben a 800 y 890 mu, que entre los que absorben a 850 y 890 mu.

Por 1-.»:zm't;, r..;;i;_.i;.'.¡til verdadero contacto fÍSico entre los complejos que absorben a 800 y

.59011'11.. (¿alza este sea el mismo tipo de organización que existe en Rhodospirillum Rubrum,

ya que, campziramos los efectos de los detergentes sobre los espectros de fluorescencia

.>*:>"o:)=.:r'.‘_trrr_limruyn y Rliodopseudomonas Spheroides, veremos que son muy semejan­

L . (17)".

lis: sabre 2a¿Jasc:le estas consideraeiones, que aparece la importancia de efectuar la com­

,raeión de resultados entre Chromatium y Rhodospirillum Rubrum, sobre todo por que ella

permitirá decidir si las suposiciones efectuadas anteriormente tienen alguna verosimilitud,

y si, ademas, es posible usar un detergente del tipo del Tritón X 100, para efectuar un

n.nñ.1i31.stal como el que se pretende llevar a cabo en este trabajo.

i) - afeitar.- aie la ccntmfugación en gradiente de sacarosa de los cromatóforos tratados

con 'l‘ritón X¿(¿Q:

knïïloijameute con lo efectuado en Chromatium, se empleó en este caso la misma distribu-­

eión ¿leconcentraciones de sacarosa para la confección del gradiente. Por supuesto, las

condiciones experimentales en cuanto a relación de bacterioclorofila, detergente y proteí­

nas varió en uno y otro caso.

Las condiciones en que se efectuó este experimento, ya han sido descriptas en el Capítulo

III, por lo (¡ch e ¿rr-remos en (le-talles.

Se puede observar en la Figura 23 la distribución que se obtiene, luego de una centrífuga­

ción en el gradiente de sacarosa, de los cromatóforos tratados con Triton X 100. Esencial­

mente,se observa la formación de dos zonas pigmentadas que contienen bacterioclorofila y

una banda color marrón, en la parte superior del tubo de centrífuga, que aparentemente no

contiene bacterioclorofila. Por similitud con los resultados obtenidos en Cnromatium, estas

bandas pignientadas han sido denominadas pesada (P) y liviana (L), de acuerdo con su posi­

Ciónen el gradiente. La banda color marrón, detectable en la parte superior del tubo de cen­
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trífuga, ha sido denominada Feo (por abreviación de Feofitina, que es uno de.los compo­

nentes que absorben en el infrarrojo cercano en esta fraCCión).

Las bandas L y P son muy nítidas, y tienen una colocación Siempre fija en el tubo. Por

otra parte, la banda Feo es más bien una zona, ya que sus bordes son difusos. Aclara­

mos que la banda Feo es la zona que se ubica entre la parte superior de la Banda l. y

borde sap-ring- «nl talbOde centrífuga.

'l‘ainbiúnse observa un precipitado, cuyas características no han sido investigadas, pero

que se ha comprobado que contiene casi el 50%de la proteína presente en el material no

tratado. Estudios posteriores han demostrado que es posible eliminar una parte de este

¡'n'cmpitado, mediante el cuidadoso lavado y purificaCión de los cromatóforos, de donde

¡resulta la poSibilidad de que parte de este preCipitado esté formado por impurezas (pared

celular, y trozos mayores), de difiCil eliminación.

Las zonas entre las bandas tienen un color rosado, debido a diferentes cantidades de bacw

tcrioclorofila y carotenoides, no presentan características distintivas entre sí, y no con­

tienen más del 2 al 3%de. la bacterioclorofila original.

c Espggg'gggabsorción de las fracciones obtenidas

En la Figura 24 se puede observar el espectro de absorción, en cl infrarrojo cercano, de

cada una de las fracciones obtenidas. Como se puede comprobar, los espectros presentados

no proporcionan una idea sobre la concentraCión relativa de las diferentes fracciones.

Cuando se comparan las fracciones P y L, se puede ver que ambas contienen el complemen­

to normal de bacterioclorofila. Asi , la relación de absorbancia entre los picos que absor­

ben a 800 y 880 mu, es la misma en ambas fracciones. Lo mismo ocurre en la zona del vi­

siblc, especialmente en la relación entre carotenoides y bacterioclorofila. La pequeña dí­

fcrcncia en la posición de los máximos de absorción mostrados en la Figura 24, representa,

probablemente,diferencias en la asociación de bacterioclorofila y su proteína correspondien

te. Por otra parte , la fracción Feo, sólo posee una limitada cantidad del complemento nor

mal de bacterioclorofila siendo además pOSible detectar en ella, una nueva banda de absor­

c1ón que ha sido identificada como bacteriofcofitina.

El espectro de absorción de la fracción Feo presentado aquí, ha sido tomado después de

una diálisis prolongada contra Tris buffer. Es interesante recalcar que, en estas condicio­
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nes, cl contenido de pigmentos de la fracción Feo no sedimentó aún después de una cen­

‘¿riiugacfm durante Í: horas, a 144. (ï-UOx g.

(‘omo veremos más adelante, la fracción Feo contiene también grandes cantidades de cito­

cremo, 2:1como Hasido taosíble comprobarlo mediante la observamón directa de su espec­

tro (lo absorCLón entre 600 y 400 mu.

2 —-Análisiscuan-cuantitativo clc las diferentes particula_s

fic:efectuó un analisis cuantitativo de la cantidad de proteína y bacterioclorofila presente

en cad- una rio las fracciones. Los resultados se encuentran registrados en la Tabla 4. Es

posioie ooservar que filetin ochenta a un ochenta y cmco por Ciento de la bacterioclorofila

"¿al recuperada, luego de la centrifugación en gradiente, se encuentra asoc1ada con la

banda P que la banda L solamente acumula un dos por ciento de esta bacterioclorofila.

Ello parecería :.L:.'Ïicarque la cantidad de Tritón X 100 usada para efectuar esta separación,

no ntfoicra sido suficiente como para poner en libertad toni-ala forma I. presente en los

cromatóforos originales. Sin embargo, la pequeña cantidad de bacterioclorofila presente

en la .-;.-'.:=1."a1-, roomsenai la mayor parte de la fracción L presente en el cromatóforo. Es­

to ha sido cu;:1proïmt-_-'iomr-niaate experimentos en los que se trató de extraer cantidades adi­

cionales (¡e fracción L, que pudieran existir en la banda P ya purificada.

Se pudo comprobar así, que 1a banda P contenía, en algunos casos, algunos cromatóforos

no enteros pero que, esencialmente, no era p051bleobtener mas banda L, pues, a pesar

de liberarse una serie muy grande de bandas pigmentadas, ninguna de ellas poseía carac­

terística;- '¿Í'Ï-'ver'nítieran identificarlas con la banda I..

Por lo tanto, la aparición de la banda L no es sólo la consecuencia de una solubilización ,

sino (pio :se trata de una entidad con existencia real en el cromatóforo.

Es interesante hacer notar también, que tampoco es posible obtener cantidades adiciona­

les de fracción Feo a partir de la fracción P, por lo que también podría postularse que la

banda Feo representa proteina presente, aunque sólo en cantidades limitadas, dentro del

cromatóforo.

Por otra parte, el análisis de la cantidad de proteína presente en cada fracción, permite

comprobar la enorme diferencia que existe en la relación bacterioclorofila a proteína, en-­

tre las fracciones P y L. Dicha relación es, aproximadamente, unas 30 veces más alta en
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en la fracción L que en la P. lista es una observación interesante. ya que podrá ser co­

rrelacionado más tarde, con las actividades fotoquímicas de ambas bandas.

Como hemos mencionado más arriba, se observó que la fracción Feo contenía citocromo.

En las figuras 25 y 26 es posible ver los espectros reducido y ox1dado, en el infrarrojo

cercano _ven el visible, para la fracción Feo.

El espectro de absorc1ón de esta fracc1ón. en el visible. evidencia la presencia de un ci­

tocromo relac1onado con las bandas de absorción a 55X,5 y 410,5 mu. Cuando se agrega

hidrosulfito de sodio aparece la forma reduCLdadel Cltocromo. El pico de absorción, antes

centrado .¡45033mu se.ha corrido a 417 mu y ademas, se ve que ha aumentado en intensidad.

Por otro lado. la banda apenas detectable que se observaba en la forma oxidada a 551,5 mu,

no ha cambiado de poswión, pero se ha intensnficado. Estos datos son los que permiten

identificar, como componente principal de esta fracción, a un citocromo de tipo c, aunque

se observó , posteriormente, que no es este el único tipo de hemoproteína presente, ha­

biéndose identificado por lo menos, otro pigmento tal como el RHP (Rhodospirillum heme

protein) (A.F. García, resultados no publicados).

La porción en el infrarrojo cercano, del espectro de LlL‘SOI‘ClÓnde la fracción Feo, muestra

que la banda de absorción a 756 mu desaparece por reducción, mientras nue las bandas

que se pueden asociar con la bacterioclorofila, no se ven afectadas.

No es posible decidir, sobre la base de estos experimentos, si el citocromo c u otro ti­

po de hemoproteína, se encuentra asociado con la l'eofitina, formando una única fracción

dentro del cromatóforo.

3 —Actividades fotoquímicas de las partículas ¿LP obtenidas a partir de cromatóforos

QQeRh_0QQ.S_EÍ_LHU_TD_R.@MI

En todas las fracciones se midieron las reacciones característi "as de los eromatóforos

de Rhodospirillum liubrum.

En el esquema 10 (Cadena de transporte de electrones fotosíntéticos) se puede ver la más

probable composición y secuencia de los componentes de los cromatóforos de Rhodospiri­

llum Rubrum. Se puedenobservar asimismo, en este esquema, los puntos de interacción

de esta cadena de transferencia de electrones, con algunos de los dadores o aceptorcs de

electrones artificiales usados en este estudio.
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Sin embargo. este esquema toda: .:» no está ('UHIIÁL'lw.j. .um L '«u n “antrovei‘sias, sobre

puntos tan importantes como el mecanismo de reducción del NAD. Por analogía con las

plantas y otro tipo de bacterias fotosíntéticas, se incluye a la Ferredoxina Como compo­

nente del sistema de transferencia y como aceptor principal de los electrones provenien­

tes del centro de reacción. No existe, hasta el presente, en la literatura, una demostra—

ción fehaciente de la existencia de este tipo de hierroproteína no hémica, en RhOdOSplI‘Í"

llum Rubrum.

Las de: teorías fundamentales existentes acerca del mecanismo de fotorreducción del

NAD, en bacterias fotosíntéticas, son las siguientes:

El srsrema de reducción de] NADrequiere energía para efectuar la transferencia de eiec

[ruinas (¡L'Sdrc¡ Dl’ll’H2 o desde el succinato. Esta energía puede ser suministrada dlI'CC"

tamente por la luz. a un sistema de transporte de electrones no cíclico, asociado con la

formación de ATI-I

La reducción del NAD se produce por inversión de la cadena de transporte electrónico.

La energía necesaria para este proceso es suministrada por el funcionamiento del trans ­

porte cíclico de elctrones, el que determina ría la acumulación de ATF o compuestos ri­

cos en enérgía

Investigaciones efectuadas con mitocondrias de mamíferos, han establecido que es posi­

ble efectuar un transporte de electrones contra un gradiente termodinámico, utilizando la

r-nergia suministrada por el ATF e intermediarios ricos en energía , que se encuentran

asocxados con la fosforilación oxidativa (114) (115)y (116). Esto ha dado origen a diversos

experimentos, en los que se ha tratado de demostra que las reacciones promovidas por

la luz, en bacterias fotosinteticas, pueden ser originadas en un transporte de electrones

inverso, para el cual se requiere energía.

De acuerdo con esto, la funCión de la luz sería la de promover la formación de ATI" o

bien compuestos precursores, ricos en energía. Estos compuestos serían formados du—

rante el transporte cíclico de electrones y constituiría el proceso denominado "fotolosftr­

rilación cíclica".

Existen varios resultados que apoyan esta teoría, pero también hay otros que permiten ex­

plicar e] proceso de reduec16n del NAD, por un mecanismo no cíclico de transporte de elec



trones,

Experiencms llevadas a cabo con lihodospirillum Rubrum comprueban la formaCIón de H2,

mediante. la acción de la luz (117) (118) y (11.9). Se ha visto que dicha formación tiene lugar

en presencia de sustratos orgánicos fotooxidables. tales como ciertos intermediarios del

cielo del ácido cítrico. La producción de H2 ve inhibida por la presencia de sustancias

desneoplantes de la fotofosforílaciñn cíclica. tales como Antimícina A; 2. 4'-dinitrofenol,_v

“Y.'.'()S.

La adición de estos compuestos en cantidades suficientes, a celulas ilummadas, no sola-r

mente inhibe la produccion de H;2sino que, además, induce la fermentación de reserva»:

endoge as a acidos grasos. proceso que solamente puede ser detectado normalmentc ri:­

:-.\nt.eel metabolismo en la oscuridad. De ello se desprenderia, que la inhibición de la ío-r

te-‘Ïosfryriíaciñncíclica conduce a la supresión del fotometabolismo de estas células.

Muchas lineas de investigación evidencian que la conversión dependiente de la luz, de sue-­

citrato y otras sustancias orgánicas, en anhídrido carbónico y H2, ocurre por operacion

del ciclo del acido cítrico, y que, de alguna manera, se. produce la evolución de H2 a par­

tir del piridin nucleótido reducido.

Una explicación razonable del proceso esquematizado más arriba, sería la de.suponer la

existencia de ur. traiïptrtï inverso de electrones, y que el H2proviene de] piridin nucleo­

tido reducido originado durante el proceso ox1dativo del Ciclo del ácido cítrico.

Lïnaventaja de este mecanismo sería, además, la de proveer al sistema de un mecanismo

regulador, que permitiría mantener. dentro de ciertos niveles, el ATF y cl piridin nucleó—­

tido reducido.

En general, el mecanismo de reducción del NADpor la acción de la luz, utilizando succi­

nato como dador de electrones, es descripto mediante la hipótesis del transporte no cícli­

co de electrones. Pero es evidente que, de acuerdo con lo expresado anteriomentc, tam­

bién puede ocurrir por un mecanismo de tranSporte de electrones inverso, de manera simi—

lar a lo que ocurre en mitocondrias (120)(121).

El hecho de que la fotorreduccion de NAD, en presencia de succinato como dador de elec­

trones, sea mhihida en presencia de Mg, Pi y ADF (122)y (123), sugiere una competencia

por un mismo compuesto, rico en energía, entre esta reacción de oxido reduccion y el
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¿Isicnw dk ÍU'LL'ÏL'ID'ÏK'.¡uu-¡fun K';('\-."dt'il‘¿l"-:Zqua, ul las ‘.'v.;\¿t_’;&_ mismo sistema es acti­

-':1d- ,‘n‘ ln yreevnc-m de Mg. Pi _\'ADF. I’HÏCrk'C'hau-t su- “Hu-md. pa-¿eba directa de esto úl­

*.rzy.- Hp- 10‘..-.. : ¿.lzw'.¿:7 -d'.¿u- (un du NAD cn pu- ricnt'íá'. dc un dudor dc: eh ctrones

.w..,\.-..¡ \ 1511)!) 'ulL‘HdHLi1lïuí‘gïd, 1:11«¿su (JAH; ¡rr-unete. pu”: AT]? (124).

,n mus... ¡an-nn. un: el cnwrmnn c reducido nc pue:­

dL' A» n- u“. C. -d\- dl (¡11'11"!)(7- |‘.|".'I L'N'!‘ "g'u't'ul'vh. en qlJ' 'ndíl .. ¡{1. . ¡'¡"SPII' dC ¡Cad-D.

s ¡r Ih' d. 1«(ll,('l .-'-n(hi NAD .u'.n u» h.. md“ ¡.u Nm“ 4 nu m. n'n km 3.:Iv;\’.dn.

H' ll-‘t n Ï H d‘ l NAD ]_'ü'_"I'“!-.0'-:"'7€|"";l':!)l"Ï Lt y

‘ñv. _‘. (¡1.1. 2:1.(¿nina 1'. ..u- (¡n wapa/i dc .‘c-dm 11' NA I) (:s 2:1 l :md.‘

¿ez-a; 1. v ¿":r- is. ‘ÍtdhCCiÓll se utilizó DPÏP"A «hi-21.23.51)o 51.;(1<;2_n¿.tr.-det Sc­

(' I (i d; dv Nr-h'mc I..'. 'vri‘ ídad medida fue. cn el mejor de im casas, 1/? d‘

n- .¡_ :.:s:ux-n'-'- 9.1.¡mc-dcmah- en yzomatófoms recién pre-parados; (5 micromcles/h :i

mg" y _\'30 u ¡0 micromolcn l 2 rrha) sr:.. ¿xprzricnv-ía dic.- Laga: (iq-72.122.v -:-;«',c.;1!:i(“.(;-n

«WH-- «! ¡lu-:Jvle mccauzsnm de {a reducción del NAD en cromatót‘orus. Ya se ha demostrado

q“. .-_-jns.- -.¡' --v.-..14-:'d<=(¡emergen! sr; :sper 13':de Tïirón X LPO‘ inhiben e! ¡:rmr­

- dr "wm-fe". rr) 'n r'xnvn c uInnrñfn'zos dc Rln‘.dos¿ï-irthmr Ruhrum. (1.26,.

l) r 1.:. m >;'1.'.c=_r¡a ‘ unulumón de que las fracciones obtenidas a puruï dc Rhode;­

R: í “1 ¡ "3-¡wm-«'andd Tcmïn X 100, deben carecer dc. capacidad dr fotofc-bfnri­

mu.“ 5 r. —m: zas-gn, ¿1pf-sar de quo;-no existe lurnxación dv ATF, esta fracción puede form;­

:n du-v- É NAD. EN“. a .«uïtudú which ch unn!" :- dc: mw: n¡:,1.=.c.ul. "r " fa 1" ï' .' c-fin no

a ¿sin :nbLJhdu ¡JUlArnun (12.5)y cn roms-u también: (16:1mccumumo de transporte in­

-‘ U 'Vlnl Hggï' 'z‘:'(’r.>31“) (7.; ÍC'C¡¡.1('.¡? (¿lia CSIC üllimu [lll-.(Íinl-Sl'ilt- HU E15 k'í-lln}.-;LÍ-:ÏÉI1'“71' ¡UC‘IITD'

punhle, unn ios reemrados obtenidos en este trabajo; sino que podría cono-¿name .
, :31se re­

. . -d d: .‘r-rmsubn dv-ATP, nn. ¡mpíica "¡ano formamón de ¡nrervvpïz‘ív7-50.".

ru os en energía.

ll)7'¿¿_._._:1j_'3¿;u.-g_¿”IIS-Í fplggymícïs (-nrulimdns UL ¡(ha ¡“itv-¡(nes 1. P ,. \ Fth:

[Is-i 33 y muestran que mda: ‘3<fraccs'nnes Sflnerp-ces de Cifï-ÏÏZ.' 7.-' 'r furm'v‘n ­

du-iï-n d; ’IMPD _\,-plomo-mo c. También Lumitcn “¡men-ar que, ¡uh-.3«.mbas __-_.-».(-ciones,

l.»{zuu‘zízn 1-‘euncve ¡a reacción más lejos que las otras dos.
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