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RESUMEN 

En este tro/.:la_jo se ca;-acterist.icas 

e~-: i stent.es entre r E-a ce i ón de intercambio Pi-f'Pi y lo 

hidroli Lic.::¡ de la Pirofosfatasa de ~erubrana de cromatófaros de 

r.:hodosp i T' Í}) Ulll r1.1br1_1m, Arr:ba~ reaccione5 tienen dif~rente 

de Pare la hidr6li5is F'Pi \3 

cor1cerd, r se i én de 

PPi y l~ velocidad de hidr6lisis correlacions con la concentra-

ción de M9-PP i lo gue comprueba ~ue es el 

reacción. Mientras que el intercambio Pi-PPi es bajo a 1 rnH 

y se i ncr emen t.a a la cancentr~ci6n 

º+ Ms ..... af.adido 3umen+,a. La reacci6n de intercambia depende de la 

concentración sustrato 

la rc:-acc:ión; sin embargo: librE 

Por otra parte, se encontr6 gue le ~onc0ntraci6n 6ptims de 

PF'i p~r·2 reacción de intercan1bio fue d8 

~ue la concentraci6n de sustratos t1idroli=~bles 

modula l~s características cinéticas de la en=im3, 

'.:'f!::;--;"!",;;; ~ !. ;· '-:...¡•..ie1 i.1.,.it.:"Jti,o <:.lt::> ;-·H ~ la re2cc1.ón hir.:lrol{tir:::2 

posee un pH 6ptirno de l.~i 

tiene pH 7.5. 

r:li\'21Er1 t.E.,S 

di fe1·~)ntes riel 

reBcc:iones 

t,r·.:ición. 

c8tione= div2l!:·ntes C' o ITl Cl 

inhibitorios sobr~ 12s roaccionc~. 

el 
';}_+ 

Z:-1 

los catiories 

?1.1-::d'.~n ·~~ j1~; C'2f' 



this worl·., some charactE.'risi.-ic,, thut e;;ist bet1.1ecn the 

Pi-PPi exchan9e reaction and hydrolytic reaction of tl1e mrambr!ne-

bo1_1r1d pyr ophos:.phat ~se of chr omatophor e::; of F:hodospi r i l l 1.1111 

have been studjed, 

E:ot.h Teactions hsve a diifererlt reqvir01r1~~t far 

Optimcl retes of hydrolysis w0re ettained at 1 n1M M9Cl~ with 0.67 

mM PPi arrd the of hydrolysis correlated wi th the 

cc.nccr.tr2+.icn which indiceted that ~he later was the 

substrate for hydrolysis. The Pi-F'Pi e}:chan3e reac1:.ior1 r2t.e W<Z?S 

lou at 1 mM M9C1 2 bttt in~r~ased as ll1e concentratior1 of MgCl~ was 

the reaction deperids on 

r.or1cent.rctic.•r1 of M·3HP0
4 

'.Jhich su3:3est,s tl1at +.l1i~ is i.hf"= sr_•bstrat.e 

in the exchar19e reactions, However 1 

also e::erts ar1 effect on the Pi-PPi e::chan9e ·react.ir1. 

The conc•?n~rR~ian of PPi for tl1e 

i't:·.:::1ctior1 2110 •JM uh:lc:h s•_1:J9-::ist'.: that <:: concentration C)f 

hydroly:able substrates modul~tes the ~inetic ci1aracteristics oi 

the en::'/fllE'. 

The opt.imal pH i..1hi 117 Pi-F'Pi 

e>:change resctior1 was at 7.5. 

01:.her divalant cations 

can sr.1pport. both r<=:>2cti.ons 

d0pE.'ndins on it.,;: c:oncent.ralio11s. 

fT' e8 divalent c2tions~ 

inhibitory effects on both re2ctions. 

Ln different 

:i:r1 th.: pr;:,::cr•c!:' of 

lik~ 
....,. 2+ 
.LÍI can ~~::err . 
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CAF'ITIJLO 1 

GENi:::-RALIDADES 

1 .1. E:ACTERIAS FOTOSnlTE"TICAS 

Dentro de lo: or-3anisíl10'.:: ·_:¡uE· ::.on de 

de lu::::r 

cia:nobact,erias- de bacterias llamadas verde=: y 

púrpuras (E:ar::C'eirin·i-Mr.>! sr1dri :,· M-:-·lz:ndr ir 

;;e r:l·tslin·31_•err d(;;. lr:is dembs orga.nisrrios fototráficos en •=:¡t•e o!:idan 

donadores de ~lectron~s de potenci&l redo': menor qve el del H-0~ 

compuestos ir1or3énicos de zzufre1 

sin1ples. Los correspondiantes productos de oxidaci6n 

:on \\ compues t.03 or3ér1icos, Adf'.:'m3s• 

fotosírd,esis 11~1.·~n 2 cabe solo fotosistem.:: 

diferencia los dos fotosistemas que ,_,+.ili::t::n l r:; s 

El concepto moderno d~ fotoein~esis sur3e 2 partir- de los 

est•-•dios por Hiel SObT' \::- becterias 

rotosinl~ticas guien~ er, 19'.35~ forr111.1l6 la st·3uii=nte e•.::uaci6n 

3er1er8li=ada pare la fotosíntesis. 

.... , ,., 
-·' ''.:?. ,., --------~ ~H~U + 2A + H~O 

11_1:: 

siendo A = donador de elect1·cn~s. 

En dicho concepto, se consider3 2 la fotosíntesis 

•Jna rPacción de ó::ido rt:.'ducción promo1.•ida por 11_1;:;; así 

~1 o., .. ?raviene de 

fo1.61isi~ del H2 0. 

7 

como 

c:omo 

la 

S'-' 



1.1.1. Taxonon1ía de Bacterias FotosintéLicas 

Las bacterias fotosintéticas corresponden al orden 

Rhodospirillales, Este orden está inte~rado por or3anismos 1:¡1;e 

cont i 12n!?n y llevan D cabo ~oto$!ntesis sin 

producci6n de o2 CClasificaci6n se3ón 

1c;:i74; Tr1.1per~ 1976), 

Pfenni3 ~ Trup~r1 1971 y 

Las Rhodospirillales se dividen en 10. 

Suborden Chlorobiineae. ~ ~us ruiembros De les canee~ comunruente 

como bacterias verdQs, S1Js pi9mentos san becterioclorofilas 

o e y están colocados en ves!cul~s espcci~las llamad~s de 

•ctorobium", unida":> j 3 nrerrrbr=na. Tienen 

monocíclic:os. 

Este suborrjen se divide en dos faíl1ilias: Chlorabi ac~:ac 'I 

Ch 1 or of le:: a ce ae-. 

Zo. Suborden Rhodosplrillineao. 

conro b<Jcteri=.>s Tier1en como 

bacterioclorof1la3 2 b colocados si_,,., t,~n12s membr· anales 

intracitoplésmicos $Orr 

c~rot.erros ?lasmética, 

famili2s: Rhodospirj)1~~~~~ 

per ter1ecen 2: 

Ordc>r1 

Suborden 

Familia 

Géne1·0 

'3 

continuación de J5 

aciclico5, Se =1-•bdívide ~n dos 

j¡(¡ 

Rhodo$pir1llineae 

Rhodaspirill2cQ3e 

F:hodc:>!:".pi r i l luni 

.,. 

lr=ib:::jo 



E=pecie rubr1.1m 

por lo 91Je l12remos hincapié en esta famili3 y especie. 

familia Rhodospirillacea~ ( an'les AthioT'hodace3e~ 

de la C!1rom3tiacgae Cantgs Thiorho~aceae) can base gn 

Las bacterias rj~ 13 f2n1ili~ Chrom3~iaceae o::idan H,..,S ~ 

de agui su nombre de 

sul f1.1rosas, l~= b~cterias r10 sulfurosas 

de la familia Rl1odospi.rill::.icear;.• o::idan comp1.1estos or3énicos como 

succinato~ H.., especie-:;; 

característica J't:>lacionBr'se con su carc~ncia en:::im2 

en ·::: 1.1 

aeróbicas facu!lati.va::.• hebitats natural~s sor1 23u~s 

dulces en merjio~ cr3énico$ simples y a temper3tur2s no ~::trr:::rrras 

Qescrioci6r1 dP Rhodospirillum rubrum. 

La form~ de lg céll1lc S$ e~piralr 

0.8 1.1m de ancho por 7 a 10 vm de lar31J, fla3elos 

....... , ~ .... ,...._ -
1 w' • - ' '- - • 

' . <.Wi.J<:..'0> '.'C:'rr.iadP.:r2=:. f.Croft;.:~ 

'.':-::;; 

periplásmico dr: la men,bran2 CP1Ul8T'~ zl 

men:bran2 plasm2tica 

que se tome como un criterio de clasifico~i6n antre especies. Er1 

o 



el espacio per ipl 2!:imicc! participan en 1• 

caden3 de tran5porte da electronesr por ejeihplo citocrcn10 c 2 • 

¡::; ) Las bactet·ias r..:s. r1.1brum !:ior1 

fa-cultc-tivas. El crecimiento anaet•óbico oc1)r re en la 1 t.1= 

mediante 1 "' con 

oblf'!rrcián de la r:ncr·::¡i:? de 12 o::id::ci;5n de compuestos. 82jo 

estas óltimas condiciones~ 81 des~rrollo de los cromatáforos es 

m ínimc.•. 

El color del cultiv1J arlaer6bico es rojo y 

factor de crecimierito a la biotirra. 

e) características: b2cterias son 

,:i1.1ir1or1?s 

rhodoquirror1e, El c2roteno~ predominf;f1ter es espirilo;:entin~. 

\' 

El 

8spectro total de las ~~li}l~s 8~ ónice en do~ asp~ct~e: 

ll tiene l1na banda de ~bsorci6n prominente a los 550 nn1 debido a 

sis ;:,i. r- !. l 0·:2n t. i ri::. i dbsr:;or-<;: i6n 

sencilla y sin1&trica de bacterioclorofila a los 885 rln1. 

Se reprodiJc~n ~ar fisi6n binaria. 

Di~erPntes Prep2racione~ de Membrana. 

t.:~},_,:¡_ d r las oacterias rotosintE-t1cas 

lo CUc~l limii-,.:; 

han dos tipo~ d~ prepa1·aciones membr 2ni:' 

elimir1on 1~ pared. 

Al Prepar~ci6n da 0sferopla~tos o pratoplestos. La ¡_,21·erJ 

puerJt:' 

y C!J 1 • , 1 o membr :!n2. .'ietji2nl.e este 

1 o 



tratamiento 101 constituyentes citoplasmico~ son retenidos en 81 

ir1terior y se el.imine el cii.ocrorno c
2

• 

E:) F'T'<?paración de crom5 t.6f'oros, Los crorrral6foros :on 

el 

Citocromo Esta prepa1•aci6n mediante rupt.1,ira 

mecánico de 12s bscteri2s CSch2chrnenn y col.r 1952t Newton y 

Nev ton~ 1957). S1J 1.emaRc ~pro::i~~~o ~s de 100 nm. En la Fig. 1, 

se puede observar el diagrama de ~stes prapar~ciones1 donde 

Ja de los esferoplastos o bacteri2s !ntegr·as~ Mitchell~ 1967~ ~· 

Schales ~' col. 1969· lo han demostrado 

sobr·e los mov1mienlo~ de protones 8r1 condiciones de ilvrr1in~ci6r1: 

'I Crofts~ 1974 lo )12 ~omprohado por medio de 2nticuerpos contra 

centros de re~cci6n ~· citocromo C~~ 

Me~i~nte la 1Jtili=~cl6n Ad2~~~d: de es~ü~ preparaciones de 

membran2~ 

al mejor ~cnccimi~nto de la bacteria. 

de cromat6foros es de especial ir1ter·é5 '/C2 

i::¡r_ie por tan+. o, 2 la 

enzima 

semejantE· la •:lel r,1 l,;,co1de 

clort)plasto <Hird.le y 11cC"2rt·/i 1978). 

Frr trabaju ~·J ~11,ili=aron crcmal6forc5 debido 2 •:¡ue 

presentan alguns5 csracterísticas impart~ntes! 

A) ll~van a cabQ re~cciones rje fotQ~Osforilaci6n tFren~~l, 1?54) 

Pi y lu=• Asi como ls reacci6n reversa que 

l l 



/ 
/ 

\ 

o:or ~TIOtl CON 
1 t:':07ll~A 

El). ESFEROPl~AS ro 

/ 
o ; 

o 
o o 

G o o o 
o 

C). CROMATOFOROS 

1. Es9uema General de Bacterias Fotosintéticas que muestra 

la obtenci~n de Cro~atbforos y Esfcroplastos a partir de 

la cél~la entera. Tomado de Crofts1 A.R., 1974. 
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Fig1 21 Eiq1.1e~a d!! la Tr2nsducción Energética en 8ccterias fotosir1tétic<>s P~rpur¡;s no Sulfl•rosas. Se r.,1Jestra a 1, 
H ATPasar a la PPiasa y al Siste:ia de Trar1sporte de electror1es en la 11e;.brana del Cro:iatDforo. 

Si11ibolo::1{a: 

pij70: 
1. : 
Fe:o1: 
!1J¡: 
br· 
bn: 

Centro de Reacción Fotoquí~ico 
InterLediario <probable~ente Bacterio feotitina ) 

Aceptar pri~arior hierro ubiquinona 
quinona sec•.1ndaria 

citocrocos b 

13 

Oz : ubiquinona terciaria 
Fe-S: Co1plejo hierro-azufre de Rieske 
c

1
: Citocroco c

1 F
1
-Parte hidrofilica de la ATPasa lsi.•bunidades 
catalf.ticas. 

F : Parte hidrofóbica de la ATPasa (canal de H+) 
P~iasa: Pirofosfatasa 



Son inducibles por la 11;=~ 1a que se ha obser•1ado 

cron1~t6foros no se enc~ientran en cultivos crecidos en os~uridad. 

C) Al ig•Jal que los BS1'eroplastos, los ct·omat6foras transportan 

+ 
H Los prin1eros 2cidific3n al medio~ mientras qua los segundos 

la alc~lini=an 'S~hole~ v colt 1969), Esto es debido~ la dife-

rencia de polzridad. 

D) Poseen pirofosfatssa de íl1embrana acoplada a la 

de ener-31.;:: (E:altscheffsY.y 'I vcin SterJin3l·.r 1966), 

1. 2. HIPOTESIS DE TRANSDUCCTQN DE ENERGIA. 

En ar:::t1.1al id ad se ha 

conoci n1i en to del con j 1.1nto de reacciones conducen 

sintesis de ATP eri ls célula, 

En todas los sistemas estudiados hsst~ la fec!ia se reguiere 

que se e:~tr·ui3en electrones de al3ún donador~ el 

los •.::U ples -:.;on llevarJos~ ¡ travé~ de una serie de moléculas 

transportadoras~ e ur1 a~eplor~ farn1ando los productos reducido~ 

correspondientes. 

De loda2 form25• la transf~rencia de elactror103 proporciona 

1~ ~1.1ficicnte er1er3i~ para le formaci6n de ATP. L2s el.Sp3s dc:l 

nietcbolisn10 ,, 

fin::1li=z·n en bacteri2s y niitocondriesr 

dr.nomi_n::>r1 fosf0Pil3ci6r·1 o:'.i.r12t.:i.•1a~ c1Janrlo eslra p1•oceso 

fotoinducirJC1 "' de ATF" 

,oro•.;iene 

,. edo~: 1 se rJenomins rotc•iosfc,1 il<:::ción y sE pres~nt:2 en ba•.:.·t1~r ias 

fotosintética~ y clorcplastos. 

14 



La ¡;,a~·or f_,arl.t;;; de !:!St.<:!S re~ccionES ÓP. Ó~~ido redi.tcción har1 

investi9aciones 

·=tu e i1 an hechD• 1)n car1oc i miento molecular 

mP.C:'.>f!:i SITIO por el cu3l la energía 6::i do 

car1 11ierte en la 

energi~ del er1lace fosfeto del ATF·, 

Son las principales !~ip6tesis que se 

entre 

electron~s '/ la sin~~sis de ATP llevada a C3bc por la en::ima 

en mitocondrias; l3s cuales se han extendidor 

posteriorment8r C?::plicar la fc.itofo:=.fc.r ilocióri 

cloroplasto~ y en cron1at6foras de bacterias fotosintéticas. 

HistóricamF.nte fue la ;-.-r in1er2-, 

forlliulación inicial fue hecha por Sl2ter. Propone un acoplan1ier1-

to entre las reacciones de 6::ido reducci6n y la sintesie de ATP 

tr 8YéE ur1 

co111p1.iesto d~~ .-01lt.a e-ner31.a (Slatei-· 1971;•, 

pos tul a ,;:¡ue mediante 1~ trar1sfe-_,rerici=> elecLrones 

~r~nsportador electr6nico d~ la r-es~·irato1'ia 

h~sla I? l s €' i.ntermeOia1'iC• .:¡uiiuicc.-

es decir~ •Jn comp1Jesto con er101·3i3 libre de 

h i r..i ¡· ó 1 i si<;:. f1_1e r· terT1ente el c1_1:il ~porta enef·3i;;: 

necesaria para la forn1a~i6n di~ ATP ~ ?artir de ADP ~Pi. Esto se 
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,-,,,x. + Pi + ADF· F=====~ A + X + ATP 

donde: A v B = transportadores r8dox 

X intermediario camón. 

En propone sue ~l vehículo de la t..r~nsferenci2 

energética 1:s 1_1n co..,•a lente de alta del 

intermediario comúr1. L~ hip6tesis tiene dos serias lilliilaciones! 

No se ha aislado nin90n complejo del tipo del ir1termediario 

9uímico de alta ener3í2i y b) no to~a en cuenta fen6menos de 

como cambios estructurales~ potenciales eléctricos o 

y el h2cho de que la rncn1brans deba 

intacta y continua pBra 91Je hay~ fosforilaci6n. 

de fisiología de membr anB' bia,...¡uimic::-

tradiclanal y vn concepto nuevo dQ reacciones <.•eclori;=il""o:;• ·:-:!.'':o' 

da 5 transferencia de srupos químicos ~ d G' 1 i2 

membran:::, Mit.ch~ll 1 ¡;; Hipótesi<::: Quimiosm6!:..ica 

(Mitche11~ 19él y 1967), 

Mitchell sugierEi •.:¡ue l2r,, r~:icciones rC?do:: '.::1JC<.?der1 

+ 
n1embrane cerrada qve ~s poco pC?t·meable ? H ~· nw 

los uroleculas ac~ rr¡;;.arJor ~s 

alternante1 de tal 

electrones le di::" H ·; :.ucc:::.i ',.;¡:¡1;1LOr1 Le;, 

necesar10 

1_1na 

de 

El H 

la menibran~ y al ~ncontrars~ con un acarre2d01· •Je el~~trones• es 

soltado del otro 12do dE- la mc:·mb1· an~. F·r c,rJu::. iéri::!ose 2 s.:'. 

el Le ~nergí~ tot~l dol 9rcdiente tie ti 
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de ambas componentes y es la llan1ada t'uer=a protomotri::::!' 

(pn1f) que sigue la relaci6n: 
f':T 

pmf = A<p + (4 pH) 
F 

siendo: R constante de los 3aseE 

T tempcrat1Jra absoluts 

F constante de Faraday. 

La pmf es la fue1·za para la sintesis de ATP! a 

ser el intern1ediaric. 

pmf forma el ATP por la acci6n de una en:ima unida 

la denominad2 ATP sintetasa o ATP hidrolosa se3~r1 

dirección de la reacción~ act.iv\dad es est.rictamente 

vect.orial~ que er1 la sintesis de ATP • los H van liacia 

el lado de la mombrar1a en donde se ~ncu~r1t1·~ la ATP sintotasa ~· 

en 12 hidr6lisi~ 21 lada cont1·ario. 

teCT'Í.2 cont.ic·ne 8lgunos detalles '-1Lle han 

·hemos tomado como hip6tesis ~e trabajo. 

¡.;:.:. !li-::-~::::i:; C':"r• .. ~nrt11""r:inn;:il. 

~n p~r·t icul er 

por 1965. F' a- r a i=llos~ 12 ener',3ia~ f'rod•.1•.;id,;:i el 

tT' anspor te l?n forma un e 0111bi o 

r:onf0rmar:l.on2l ;""-'r<'.J'.'Or::2dci l,lrtcJ moléc1_1lu !~ranspor· t,::idr;r.::: 

o en la n1clóculE de l~ ATP estado 

conrormacieorral ener9t3 s~1·{a el ;·e~ul ta do 1.1r1 

despl a= =imi er1te; el r1úmero los ::.·nlace;:, 
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débiles como ~nlacé's de H: ir1te1·acciones hidrofóbicasr etc. r ~11.1e 

niant i e nen 12 cor1forrnaci6n tridimensional de la pro-tt?ina. Asi 

p1.1es, la ener9i~ inherente a esta confor·n1aci6n ener3i:ada es la 

empleada para prc·:oc3r la farm¡;¡ción de ;1TP 2 

proponé 

p3rtir de ADP y Pi. 

sue un nómero de 

>?rrl a ces no covalentes débiles de tJna íl1acromalécula actOan como 

intermedi;;irio o transportador por lo que ha 

iiablado de qu~ consti~uye una variante de la hip6tesis q1.1f.mica, 

Has. ·t. a la fech8t sólo i=::is·Ler; <:il31Jnos re.•s1Jltados ~tractivo~ c¡ue 

peí'mit.en col~ 1977~ 

f•ara una discusi6n mós amplia acerca de estas hip6tesis), 

1. 3. El PAPEL BtOLOGTCO EL PTROFOSFATO 

El Pir·ofosfalo <PPi) es producido en la célula en di'/E:'l'SCS 

reaccione~ anab6licas depcndient~s de ATP, Por n1ucho tierupo EC 

pensado q1Je el Onico papel del PPi así forn1ado1 set' 

hidroli=acio por 12 Pirofosfatasa inor3énica (PPiasa) para provo

car una ladera lern1odin~mic3 que f~·1o!"ece y ase3u1•a 13 ojirecci6n 

de niuchas reacciones biosintéticas. S1 n e111bur·30 t ur12 cantidad 

de e•1idenc:i,;;s; ·=1Ue ¡:.un to de 'I i !: +_. 3 

sub::-::tir.~2 pi1pP1 rieJ PF'i i::>n ~l met.c.ibol ::i smo de 

El es 

sustit:.1ir ~l nTF· en cicrtcs recccioncs y 

usado como f1JentR de energía. 

un punto d~ vista termodinén1ico~ no hay r s::.6n para 

e·:!clui1· al PF'i conro 1.•n:;; F_.osible f1Jer1te de t!'ne1•9ía4 En 
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c3tiones di~~lent~s· como por ejeíl1plo el Hg 2
+ la energía 

1 i bre de /-rJrJrólisis del PF'i es ':'='si la mism::r la de 

hidr6lids de?! enlace 1'!:. o ~, dd .~TP, Sin <?mbarJO~ en presencia 

de li3 
:+ 

~l " G 
o' 

f'-'~r 2 el F' F' i <?:e v1.1el•,1e rel;;.itlvamente menos 

ne3.::itivo el d~l MTFt el F' i •1•.1e 1 ~ Gl M•3 
2. + 

que p0TL11_18 ''º se con 

tan fuertemente como lo t1ace el ADP, 

Lawsan y col.' 19761 calcularon estos valores con 1 mM de 

libre 3 pH 7 y 39''c; pare le hidr61isis de ATP a ADP y Pi 

enGt9ía libre es d~ -7.6 J(cel/mol y para la hidróli:.::is 

el papel del PPi con10 d0naclor de enar3ía, 

t.Q. ~-OCAl.IZACTON CELULAR DE LAS PIROFOSFATASAS. 

pirofosfala~a lnor3~nic~ E.C.3.6.1.1. (PPiasa) es un2 

en::ima c~tali=a l~ hidr6lisis y la sínte!:.is de F'F' i' el 

compuesto m~s ~in;?l8 sue contiene una 1Jni6n fosfoanhidra, 

Se los cuales juesan un 

papel diferenle on 12 c~lula. Uno rjo ellos estj loc3lizedo en el 

c-itopl:?::.mc:: e ~tidroliz3 el F'Pi que es formado como de 

di'1IO!rsas r~;::<CC:iOnf:.'S' Las ?irofosf3tasas de estG clase se han 

•_1 1,12 ',:;• oin ·.1-<:iri~cj;:,;,~ rie fuer1t-es y ::e conoc[• 

acerca de siJs propi.~dade~ ~at3litic2s y ~structur~les 

1971 ~ Jcsser 1971), Las PPiases d~l otro tiro cs~jn asociad~s ~ 

memb1• an2-= y no i1~n sidc investigadss en detalle. C•1.tt·)Ói2í1 !'OJ'lTi21' 

>.I ÍI núrnero de 

proceso~; de p P n di e rr tes dt? S'1"l!:.""f'•,3Í~'• E~,tE- t :i.po rJe 12rr:::1ni::: se ha 

encontrado ~n 105 



2copledo al transporte de electrones ~n rnitocondria~ 

de organismos heterot1·6ficos inferiores (en levadura~ Mans 1Jrava1 

y col.~ 1975a) y 5uper·iores Cen rnitocondries de hígado de re$, 

MansrJrova y col.~ 1975b). 19761 

observedo oslo ~r1 cloroplastos de algas y pl.antes superioreE• 

Es nec~sarie una investigaci6n d~tall2d2 de las PPiasas de 

membrana pare dilucidar las b~ses moleculares de l3s variaciones 

¿n el f1yncion9miento de ls PPiasa en la célula, Es +,os 

pl1eder1 ayudar· también e everiguar los principios que fl1ndaruentan 

la sírr~esis de otrnc p•Jlifo~fata¡ d2 alta energia como el ATF' 1 

ys qu~ tanto la e5tructura de la or1ziru2 corno la de los sustretos 

y productos ~on rnés sencillos que la de + 
la H HTF'asa. 

La Piroi'osf'i?tds~ de Men1bran2 de Rhodospirillum rtJbLlL!!.1• 

Ls bacteri;:; púrp1.11'a no s1.1l furos~ Rhodosr:>i r i l l 1.ir.1 1· 1.1br u111 

CClí1"l..itif1E:' los dos tipos de scti,·idades de r·i ~ofosf ~t ~sa: 

Citoplásrnica o soluble y la Mernbran2l (Tabla 1> Mts del 90% de 

la sctividad PPias2 total se observa en ~1 citoplas11rn. 

( 1 971 a y e> han hecho estudios profrJndos acerc2 de S'S t,;: 

En los 1' otos in f, é ti e .3 r l.~ 

PP1asa de men1br~nE acoplada al transporte de electrones catali:a 

no s6lo la hidr6lisis de FPi sino también 13 sinle!iS dR PPi ~rr 

la luz. La síntesis de PPi inducid3 por J~ lu= en cromet6foros 

de ~· 

V von 1?66. Or ig in2lruent"" es l:.2 actividad f1_1e 
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1. Grupos de Bacterias Pórpuras No S1Jlfurosas Respecto a 

la Dis1.rib1.ición Intracell1lar de las PPiasas, 

GF:UPO I 

CON PPiasa HEM8RANAL 

Y CITOF'LASMICA 

Rhodospirillum rtibrum 

Rhoriooseudomones 2 .. ..a l ustr is 

Se3ún Klemme y colr 197tb. 

21 

GRUPO TJ 

CON PPiasa CITOPLASMICA 

SDLAMEt~TE 

Rho~ooseudomonas sphaeroides 

B..E:_g. C'8ps1_,121toc. 

fi2.§, qe l 2i. i nos :o 



considerada como ~n? reacci6n parci2l a la síntesi5 de ATP por 

pero subsecuentemente se reconoci6 que 

es debida 1.11·1a enz i 111 a di fer :.·nte inser1sible 

oli9oruicina. Los e~:pe1·iamentos q~1e favorecieron e5ta idea fueron 

los s:i91_1ientes: 

- Fi~l,~r y Guillory~ 1969, logran separar selectivamente la 

de 
+ H ATPasa o PPiasa del cromat6foro1 con 2 M de 

cloruro de litio 6 3.1% de butano!, respectivan1ente. 

- Johansson, 19751 obtiene ar1tisuero monoe~pecifico contra 

que inhibe la ener3i2aci6n de la membrana debida a ATP 

pero no la ligadE a PPi· 

197lb~ 

diri9id2 por la hid?•6lisis de PPir 1r1corporaciDn 

de roefsto marcado del 32 PPi al ATP, 

Así, evidencja preser1t2dc; las do; 

son catali;:arJas pOI' rj os si::=tt:111ar.; ·~n:::1mé tices 

diferentes 

membr2na. 

Reacciones Parciales ~e la Pirofosfatasa Membran2l 

La<: reacciones parc1ales o rje intercambio f r ec1.1E·n temc_•nte 

pueden ser utili=ad2s p$r3 Q&tudiar \' conocer los n1~car1isn1os de 

canve1•sión r;:::G.cc:ior1¿·z 

pasos inte1·medios de la 5íntesis o de la hidr6lisis. 

PPi;;is;:. de m2111br~na de Ps. r1_ibr1.1m se conocen l2s ~i31_iien~.8s: 

A) HIDROLISIS DE PIROFOSFnTO (PP12s2J 

"" re~cci6n 1·~9uiere iones Mg- na s61o para forn13r el 
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s1.1str2to de la l.a111bién como activ2dor 

La actividad PPi2sa esté reprimida parcialmente en la 1 u:::: ~ 

a (¡n en )as que no se de la s:ír1tesis de F' F' i 

l Ni shik31..1a y 19731. L3 2ctividad t:.>r1 la oscuridad es 

irihibirJ2 pcir· DCCD • pero no po1• ATP o ADF'. 

2~4-DNP1 desaspidina y 

~raml.cidin;:.i• M. y col. r 1966), pero n1.1nca er1 13 

En~ r1.1br1.1m la 

actividad de conipar ada con 1 a de la es 

més alta y sólo se amb2s 

::tctividarjes se es ti m1.1 tan por dc>sacoplantes \8altscheff~ky' 

1969b). 

La PF'iasa, diferencia de la H+ATPasa1 

parcialmente por oligonricin~ C8altscheffsl~yr 1968), Ademés, 12 

F'F'ias;;i rje 111embrana1 09 ini1ibida por b1.1t2not 2 diferer1cia de la 

H+ATPa•a o de la PF'i¿sa citaplésmica que no lo son. 

LB PPiss3 de menibrane es estimulad~ por Li 

obser1,,·ado 

+ + 
Ne 

3ctivid2d f'PiesJ en oscuridad decae pa1·cialm~nte y se 

al 2~adir Uíl
10 

(Nishi~.aws y col.~ t973>, 

y g 

La hitir6lisis de PPi eri los cron12t6foros se acompa~a de 

cambio rje fluor0scencia ,jel ANS (V2in10 

captaci6n del i6n fenil d1c2r·baundecaborar10 tisaev y col! 1970)~ 

[• ;:. lo 

se cor1cluy·~· ~ue 10 PPias2 ciel cron1~t6foro t1·3sloca 



te 1=0n al e:-:+.erior; 1.ina manera 

s,in1ilar = como la hace 
+ 

la H ATPase del mismo cromat6foro, 

El hecho de ~ue la PPiasa es inhibida por DCCD ~· t.ran=:porte 

su·3iere i:on t. i en!"! 
+ 

un canal de H semejante al de 13 

+ 
H ATP=sa ... 

inhibe la actividad PPiasa 

preinc1.1bar pero no lo hace ciJando se preincuba 

1979). Est.o ser interpretado de la siguiente 

manera: la enzima requiere un cambio conformacional1 dependiente 

de al:._:p.1nos SI.IS 

s•..ilfhidrilo~ ~actúe en ellos el inhibidor. También la 

del cromat6f'or·o es inhibidm por NBF-Cl y es dependiente de 

de preinc1Jb~ci6n de igual manera 9ue en ca=o 

ar1ter i or. 

Por la PPias2 de membrana es dependient~ de la 

pr·est.:!ncia do ciet·to contenido d~ fosfolípidos de membr· ana' 

t.21 conro lo es la f::'1TF'asa C~(l~mme y r:al1 1971a), 

Revers~ del transporte da electrones y rGacciones asociadas a 1~ 

hidrólisis de F'F'i, - Se har1 d;::i111ostr2do en loe cromatóforos de 

Rhodospirillurn rubrum muchas reacciones deper1dientas de ener:3i2 

sue puE.1 den acoplar<:::e a 1$ hidr61isi-; rlo PPi, 

irrcl•.tyen~ Trer1shidro3enaci6n dependiente de er1er9~a 

Yike, 1967air de citocroma 1, E:21 tsciieff=Y.:,o' 

reducci6r1 
+ 

dí? NAD l l·32r\1) ~ S•.1r~ciri:to (~~1:Jist2r .,. 

+ 
toma de H (iio'/l•~ y •:ol, 1972) ~ corr·imiento d•1 J ~5 lon·3itr_rdes de 

or10a mé::ima de l~=: bsnda~ del C?Spectro rJC? ;:;bsarción del csrotcrio 

'.'4 



(E:: a 1 t se h /2 f f s=. I'. v ~ f DT'íl1,~ciór, de ATF' dirigid¿¡ ¡:1or F' F' i 

t/(eister y Min+,ori_• 1C?71o). 

datos indican q1Je la PPiasa media la transducci6r1 de 

ener:_:¡ia l~ Sír1t0sis (o l~ hidr6lisis> de F'F' i y otras 

rea~ciones que 3eneran (o 1'Je consumen) energía en la ri1embr~na. 

La ~0nci6n risiol6gice y catalíti~a de 12 PPiasa membr2n2l 

pare::·cr~ a l '3 de •.1r1 factor de 

convencionali por tanto~ 18 resoluci6r1 de esta peculiar en=ima 

es de sran int~rés. 

8) SINTESIS DE PIROFOSFATQ, 

En condiciones de ilurninaci6n es cu3ndo 5e lleva a cabo la 

Síntesis de PPi ya que précticamente en la no es 

di:itectabl~ ".?"Sta 2cti11idad. Esta reacci6n tarnbién requiere de 

?ara obt~ner méximas velocidad@s de síntesis y 

de 
"l+ 

M3~ r-1or arribe mM se e1b'i:er•1a 

i.nhibící6r1• El pi-! óp L i 1110 es (baJCJ las condicione:: 

e:~perim~nt.<3lr~s 1je Fish0r v G1.•il lor~'~ 1'?72', 

La ~ormací6n de PPi y de ATP en ls lu= se inhibE de 

similar p IJ I' del 

o-fenantrolina )' el desEcopl2r1te 2.4-DNP. T3mbién 

es inl1ibida por ADP y arsenato p~ro na por ATP; si.n embar·JOr la 

i;!l contrariar 13 >?stir1,1•l'?• ~n~ir;:->r:dr: ~!-'':"! •::s~;~ i;,;·,i.(.>i•i•:ir ·:·v1t,2 l.-;1 

• f1_19 a de por 12 do Sint~".is ci C: 1'1Tf-' 

(Baltschcffsky y von Stedinsk~ 1966). 

De los otros inhibidorcs de 1~ trnns~erer1ciE de ~n~rgía el 



DCCD t; i ene poco ef12c+.o 8n f::!St.c rt::-'3cción nrientrcts 

antibiótico Dio-9 Sl l;:;; inhibe (G•.rillory y Fis,her~ 1.972), 

L"Z! fo~o·rosforilaci6n 2 PPi muestr3 un patrón de sat1.q·3ción 

de lu~ di~erente al de forn1aci6n del ATP. Guillor>' Fisher~ 

t 972 ~ r:iost.rar·on ·1 1.ie la farniaci6n de F'F'i se 

intensidad de lu: 9ue 0s meno• de un décin10 de le re9uerida para 

le de l~ síntesis de ATP, Hay ~uo hacer notar ·~ue 

Rhodospirj}]1.1m r•.1bru111 crece en condiciones naturales a 

Esto su9iere qtre la vía ~lternativa del 

PPi p~•ede tener un in1portante si~nificacio fisiol63ico, 

La s!nt.er:;i.s r_:!.., F'F'i •; l::; d•0> ;,Tp •.•":.ili:::;;;r,, 

111 i SITIO sitio de acoplanrienlo en la cadena de 

Dl 

de 

elect1•one::; ~ en la oscuridad~ se puede inducir un flujo 

reverso de elPctrone~ por l~ hidr6lisis de cualqui~ra de los das 

cof11p1Jestos. res1Jltado de esta reacción es una rsducci6n de 

ci tocromc1 

1 o .$9). 

,. le::· o~:id2ciór1 de ci tocron1c) í.B~ltscheffs:kv~ 

L2 for.'!1aci6n p pi ind1.1cida luz inhibid-? 

parcjslmente por la sínlesie sin1ultónca de ATP por lu=r ¡:•ero no 

se modific~ por lR adici6n de ATP. Esto su31ere gue la forn1aci6n 

i'otosintétic2 de ATP y la de PPi son catelizad2; po~ difer·enLes 

el íl•~Síl•0 Lr~r1sporte cíclico de electrone! ~otosir1tético. 

C> INTERCAMBIO Pi ;::•f• i . 

y Mint,oi-1 ~n 1971 encor1t:·~•01·1 S'-''::' los cromatóforos 

de RhodospiriJ J1.11r1 r•.1br1_1r:1 c2tali:.:ar1 la F:eecciór1 de Interc2n1bio 

F' i PPi ~n la osctiridad. Esta reacción inhibida f.'Or 



·1~sacoplantes d8 la fosforilac16n (CCCP y S-13), MDP y fluor1Jro. 

embar3or inhibidc.r rj e 1 lr"1nspDT'te electron~s 

antimicina no tigne ef~ctc sobre la reacci6n. 

El efecto d~ estos inhibidores es consistente con l~ idea de 

Keister y Minton, t 971, r~portaron que Dl pH 6ptimo de la 

r~a~ci6n e~ r~~ 8.1r ccr1 un 57~ d~ la 2clividad a pH 7.0 y un 66~ 

2 pH 9,0, Obtuvieren ~_,na Hm d2 40 mM para F·i. 

Lz velocidad de intercan1bio es con~idereblemente menor 

(5-8 •J111oles/m3 8Cl/hr) comparada con ~l intercambio ATF° 

CZS urnoles/rr,9 BCl/hr>, 

Para la mé~i.rr12 2ctivided de intercambio se nec:e~it.2 

libre, La concentraci6r1 de F'i no afecta el 

F'i3Z 

M 2+ 
3 

Con 2+ 
Ce no i1sy inL81 1 c~nrbio a pesar de 9ue con ellos 

se obtiene ur1 24~ de actividad hidrolítica, 

D > F:ECAME:IO F'i 

HarYey y Keist8r en 19811 ~3rscteri:aron est~ reacci6n. L. 2 

lu~l11i..11·.:1lt<=< en::i111étic:o~ 

;--c-.':.~.:r1ci;:l;;1.::r1tto: ..:w,:.·ac:.::,-c; ;:i•.· •:-:11:..:.,lí::::=:r 81 reca111oio f•1 ___ H 2 ü~ •.irro 

+ 
de ~l]os es le H ATP sint~tasa ~ 81 otro la PPias§ de merubran3, 

Con el LISO de ir1hjbidores ~spec!ficosr dc?ts-rminc::r 

0' 1 rer.:2r11b10 F' i H..., L1 crr:;mc;;+_,:,for·<:Js 

en por fluoruro y un 70% cnn 111) F' r :~mbos cornp1;estos 
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1~demás .• la oli'3omicina1 

inhibidor de 
+ H ATP;-;;sa • précticamente no af~cta este 

rec2111b:i.o. 

El desecopl3nt~ CCCP tiene poco ~fecto ¿n la r2acci6n1 este 

hecho podria si•3ni-fic2; •-)U<? el r-ec:- ::in.bio F' j H
2

D r,o 

• depende d (? 1 ·ararJiente de H Le ob5e?'V:J-Ci ór1 de '1 '-'e la l•.tZ no 

estimula este intercan1bio apoye e~ta 3firn1aci6n. 

En le 1·eacci6n ~e esLiruvl2 en 1.in '-!0% 

éste porcentaje es sensit•le a oli9on1icina y no a inhibidore: de 

le 13 

+ H ATF' sintet3sa. 

r·eacci ór. F' i ~ r12ls·c:i.ón 

M3!F'i -= o.s. l--!;:;r•:0:~,1 '/ !-{ei:;t.er ~?r1contraron ,;.;t)e la: velocidar:les de 

recambj.o er·2n v2r j ~~bJ t->:. con las diferentes prepar 3r;j ones: de 

cron13t6faros (150-160 u2L0mos 0:-:iseno/mgBCl/¡1) inter~s2nte 

r1oi.ar '::¡1.H'.--' 12'1 rc,c2111bio F'i 

PPi Pi e§ 10 ve~es menor. 

t. 4. 3 

Como 

PPi de cationes divalentC:'S~ pero E diferenci3 de 

ci l:.oplásn11ca bactr!ric:~ <::¡UP. r ·~ ·=¡ 11i.--:~r1~ 

V 
"+ M·.=- ¡-.. Br::: fnrm~r ,__-.1 r::-nn.;_,l r.._in .-~¡;t,j<Jn 

º+ 
Tahl·:. ':}\. Jo: F'F'lé'.:'S !llC'ITibro:tnE'! r0·~1_1iere (1nir;<;;mentc li3 

+, i r~nen 

1 2 F'F'i;:1s2 

lo 

Est2 enzima de merubrana tione un¡ ~ctivided ffiU)' pobre con 

otros cationes di•.12!8n~~s: 
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A) EN HIDROLISIS DE PPi: 

F:andshl r 1979 50~ de la actividad con 
'7+ 

Ninguna actividad con Ca~·. 

Hcirio )' col+ r 1973 
2+ 

la actividad con 6,7 mM de Mn 
., + ..., .... 

•~ei ster ;· Minton'! 1971b : 24% de la actividad con Mn- y co-· 

(pH 8) 

BI EN SINTESIS DE PPi! 

Nishikawa y ~01., 1973 El Mn 2 + en el ran3<J d~ 0.2. mH a 10 mM 

inhibe 

(6,7 n1M), Na hay activid~d con Mn 2 + <0.1 mM a 10 rr1Ml 

(pH 8) 

Horio y col., 1973 lo mismo. 

C> REVERSA DE TRANSF•ORTE DE ELECTROtlES PRODUCIDA ~·QR Pri: 

i::a] tscheffsk.yr 1969b 

D> INTERCAMBIO Pi ~ PPj 

y Mintor11 1971 b 

a pH.7 • .:¡ e 2+ 
o ' 

pobremente:: ¡;¡ l 

2+ . 
C~ C0.33 a lmM> inhib~ en presencia 

'+ 
de Ms'- 3.3 mM tpH 7.4), 

No hay 2ctividad en presencia de 

<pH 8). 

Z? 



\ 

/ , 
' 

Tt1r:LA 21 Prc.picd;;di!s Generales de la PPiasa CitoplásJÍdc~ de las bacterias p.1rpvras, 

Uo Sulfurosas. 

Or$onio::r.o PH flctiVidadª P.r.111Jerirtiento dS Het3l di\•aleBte, 2•1 ·b 
Efecto de d 

llelal- di•1c:lcnte · Sustrato f 113 . l re 2-f'GA (1 r.;11) 

~hr-G:-. .::;.,,jriJl1_1'"' ~ 100,000 1 Zn Hg acliv~cién inhibición 

fihodc;;:-;;cu•!w:.onas 
zaI1.1stris 100,000 Zn Hg a'ctivoción inhibición 

13.e.2. 9elalir1osa 100,000 Zn H3 <>cLivación inhibición 

~· capo::ulata óQ,000 ó Co l19,Co1l1n ninguno nin:;¡1.1no 

~· sehaeroides 60.000 a Co Hg nin9•Jno nir13uno 

a ~oles Pi/min/~g 

b Rec¡ueririiento para estabilización y r:ian1.Jtencién de la actividad catalítica d1Jrante al:iacenaje. 

~ Requeriaie~to para for~ar coriplejo H-PPi que sirve co10 sustrato. 

d Efecto del Acido 2 fosfo glicérico en ausencia de H9
2+ libre y a conceotración de H3-PPi que 

da la 1itad de V1ax, 

To111ada de Klem11er J,H. y color 1971 y r.odificada, •• 
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'+ 
observ6 que el Mg- ~enía dos papel~sr une de 

el 1 o;:; como activador y el otro perE forn1ar el complejo PPi-M3 

sue ~sel verdadero sustrato de le i1idr6lisis• Asimismo• su3iere 

q1Je el PF'i se une directan1enta a la en=ima pero no se hidroli::e 
"." ... 

no esté combinado con el Mg-

tiene un sitio p&1•a el 

s1 . .1strato. 

Finalmente propone •::¡1_1e la 

la fijao::ión del 

Por otro :-_,art.c:>~ Randahl (1979), cb~erv6 ~1_1e lR p1·esencia de 

en f? 1 JllC?dio ih2c+.i•1aci6n de la 

calentamiento Esta indica un papel estabili::ador del 

?+ 
Mg- en la estructura de la proteína. 

En re sumen~ rJe 1 a en::ima por 

div2lentes~ sea libres o en complejo con PPir s i rj o 

estudiado sisteméticamente. El realizar tal in\•eeti9aci6n es uno 

de los objetivos de este trabajo. 

Membr aria] 

Esta f?ri::ima esté f irme1T1C!nt1:1 la ha 

reejstido considerables esf~er::.oa ~ser sislada. F:ao y !(eiste>rr 

e" 1978 =ol•.ibiliz::irla por primer2 ._, ~:: con buen 

·-'-
º~ 

:"+ )·--·•:;;- ,, ... 

frocciananr1ento ..:on sulfato de amonio y ur1a crorri::; to·3r 3fi;;i 

,'::, 1 , SVi. d!o'l en::.1m2 

sal1.1bili::2d;;i fosfolipidos 2cti·1idarj ~ es 

específica pEr8 PF'i y requiere de Hg. 

01 3rupo de Hargareta 8altscheffs~.y tNyrén y 
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1984) ha dr::o>'=.lcrit.o r_iri métcdc er1 ;:;:] •:p.1o;:- obl-,i•,··nen 1_1n.:: F'F'iasa 

de membrane; de F:hodospirill1_1m rr_rbrum muy purc. Ellos. SL1lubili::;in 

con Triton X-100 er1 presencia de etilen3licol ~· Un :alto 

porcent?je de p1_•re;::;;> l~ obtienen corr en 

hidroxiapatite del Q•:tracto con tritbn, 

Lo est3bilidad de 12 er1::ima 5olubili::ad2 es dependiente de 

la 
º+ 

pre5encia d~ Mg- en el niedio de almacenado. ha 

proporcionado también car=icteri:::2ción de lo 

enzima solubill::ada. 

La enzima purificeda por el método de Nyrén y 

pierde sensibilidad al DCCD (esto p1.1ede ser 1_1n de 

5i91.1e siendo insensible a oll3onricina ; ~5 inliibida 

por í'l1.1ori..11·or IDF· y MDP, El FCCP no la afectar .,. inhibe 

pa+.entemen+.".; por E' l Dio 9 ( inhihidor de la ~.ransferenci2 

misma cromat.6foros, 

com¡=·r)~st<:.' IT!ostrado ten0r un c:--fecto inhibiéo¡ d¡;; 1 o c:-n::im<:: 

despvés rj~ una preincubaci6n a oºc, 

a 3oºc• lo ~ue se interpret~ ~sumiendo ~ue necesaria 1) Íl 

e amb i o e:onfurmacional ¡:;·<:ira poder e::F'Dner' 

inhibidor~ 1,1no o més ·::IT' !!<:JOS - - ' 
:-::1.1lfi·1ir.fri los;· eserrci;:-;,'les 

élc1.ivir:.iad de la c:.n::1m2 • El NE:F-Cl inhibe la F'Pi~:s:.a 

croma+ .. -:i raros fGT' iT!~ r:e~·r,•:-r2t 1_ir'= 

pt· e i ne 1)b ac i 6 n ~ 12 inhib1ci¿r1 N-

etilmaleimide. Stn ~mbar30, 13 Enzima purificada e~ inhibid2 por 

el NDF-Cl, independientemente de la te1hperaturs de 

ción. El efecto ird1ibit•:ll'iO del NBF-Cl puer.fo deberse l}í13 
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rnodificaci6n quin1ica de un residuo de tirosina. 

En r es•_1mer1 ~ 1~ PPiasa solubili=ada pierde su capacida~ de 

estimularse por desacoplantes y su sensibilidad al por occo; con 

esto, se infiere que ha perdido su fur1ci6n translocadora de H+ 

Mjentra$ que los inhibidores que~ probablemente, inhiberi los 

eri.,.uel tos la cetélisis~ como s orr: N-

etilnralein1ir:lar Dio·-9~ MDF' IDF· act1.1an en lo en=im~ 

solubili:::=:d2 (Myrén :1 col.· 1984>, 

Cu8ndo c-n::in1a es incorporada liposomas p1.1ede 

por 
+ 

sí misma con10 bomba de ~\ 1 tiene respuesta a 

desacoplani..e:. B i11l1ii..1.i.Jore:;; tJe 12 '\..rar1;::fer1-"'nci:; r::i02• i:--,,r1r::-r3:í.a G;:: 1: 

misma n1anera que en el cromat6foro (Shakhov y col. 1982) • 

Se reconst it1.1i r en un sistema l i¡::Dsomal la 

s{ntJ01sis ~R ATP diri3id~ por la energia d~ F' F· i • <:;is ~,r:m2 

contier1e a! 12- F'Pic<so ó·~ membrana solubili::2rJ2 de F'.s. r·r.1hrur.1~ el 

complejo rJ e 
+ 

Ja H ATP einLetasa sensible a occo~ obtenido df? l.;: 

misma bacteria ~· fosfolipidos de soye. Esi.a sint~sis de ATP 

sensibl(.• de 12 fosfc.rilaciün 

(t~yrén y Bnlts~heffskyP 1983), 
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PaoRl d~ la P~1·ofosfatass en la Evoluci6n del Mecerrisrrro 

d~ Acool~mi~nlo v Fosforil~ción, 

Acerc3 del ~apel ~·1~ ls PPiesa d~ n1ernbr2na purjo haber ju3ado 

en la e\'o1uci6n del rr1ec~ni5n10 de acoplaruiento O>: ido 

reducc16~ y la fosforilzc16n, M, Baltscheffsky y col. 1982 har1 

propuestc• !::i3•_1iente 

8r1 dond8 el slsLen1a de transporte de electrones y 

sist.e:-m2 1 ~, P!=• i ... ¡:·rcscnt2b;::n 

t'i.ientes de F'Qs +.e!' i. i::it' mente, la 

reversa de 18 rD3cci6n de la fosfatasa: evol1.1ción 

2co:~,1ar-ido entidadE.>s 

21 primer alm3cér1 de libre 

1.1ni do spropiado~ con la 

confi3uraci6n del PPi. 

Dentro de hipótesis ellos pr:!5 t,1.11 an 

t r ornsport e de 
+ 

H J t:·:;'-"~: d·:: l ¿; n1embr <::n¡:; -::.•'.:O l.1.•'-Jl) 

representado por la PPias~ ligada a un3 n1olécula form2dore del 

can2l primitivo Oi,ir :::nt!l• 12 evolución: SUl'']i6 ~ 

' 1 

del s1stema de la ATPas~ (Fi3. 3b.', El 2copl;:imie:·nto 2nir"" 

t.ransport.ii' ~~ ~lectrones y la fosforilaci6n p1Jda ;iaber ocurrido 

t::'•''-1jui....ivu u i:Jr1·Les· L(JO!CJ lflQJ.C2 la 

cron1at.6-foro-::: rj (? F~hodos~ir1llur11 r1_1bru111 y Chrnm2ti1_11r1 \·inc:::.1'J!i 

los "lU!? e~·:iste ur1 2c:opló1ruic•r1to func:ior1el ent.r¡;:. el trans;::-or·t~ d~ 

ele~tror-ie9 ciclic0 inducido por lu= y 12 PPiasa a l~ ATP~s2, 

F'ostpr iorn1ent.e 

perrJiéridose l::i PF'iasa tFi:.J· 3c), como oc1.1rre ;:on 2l·31.1nc·,, ·::;i::;t.en12~ 

fotosintétic·os como Rhodo~·seudomon2s donde· so 



a. 

b. 

c. 

J- MEMBRANA ---J 
? 

CANAL PPla5a 

t 
o ceo 

CAN/l.L PPlosa 

t 
o eco 

,,,_~ci_A_"_AL~~~-,,,,~~·~ 
OLIGOMICINA 

o ceo 
i 

t,Tl"asa 

• OLIGOMICINA 

TRANSFERENCIA 

CICUCA DE 

ELl::C1 RONES 

í 

: 

Fig, 3. Posible Mecanisl!lo Evolutivo del Acoplzmiento de Energ{a en liel:lbranas Transductoras de Energta. a) Situación 
h}potét:ica en la 9ue sClo la PPiasa ex~st(a. b) Situación inter111fdia en la q~1e coexisten la PPiasa y la 
H ATPasa en la ruE?:.bri!na. e) Situación en la 'i'Je sOlo s1_1bsiste la H ATPasa: To!lada de Baltscheffs~.y y col., 
19821 
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presenta ya la f•f·ias~. En l~ Fi3. 3 se ir1dican los sitios donde 

el DCCO y la cli9ornicir1a pueden inhibir la fosforilaci6n. 

Ur1a de 3ror1 significador tanto en el sentido 

la PPl as a • . .1tiliz2 •· el n1ismo c9nEl de H en la del 

uno idénti=o o ur10 nié5 e menos =imil~r al que usa 

12 ATPas2. 

1, 5. 08.,.JETTVO. 

Los ""°sl1<rlio"> de los mecani=mo5 

"lt• ansf'or n1ador· es de bacterissr cloroplastos 

rrritocr:iridri:>s1 han derr1ostrado sor rr1uy útiles p2ra comprender la 

conip]E;ojidad de 

escala filo9enétic3. 

si ÍI ernbar:30• bacterias fotosintéticas~ los 1;omplejo~ 

i'osf"orilantes e amo lo sor1 la ~TP ~inLetzs~ y de 

ffiernbrana h8n ~ido~ rul~tivarr1ente, poco estudiadosr sobre todo la 

PPiasar de a9ui 18 importancia ~e es~e trabajo que inclu~·a como 

objetivos fiJndamental~s: 

1l Esttidi.ar les reacciones de intercambio Pi - F'Pi ;1 de 

hidrélisi-;. d0 1~ PF'i35a de me111br~na de la OPC::'1...t::1·i..:; fu~~:::,:;._;-,t,;!:-';:.i:::-

rubr1_1m, 

reac~::ior.eo:;, 

2) Estudiar en rletalle ~l efeCtQ ~el Pi~ PP i • 
2+ 

M8 y atrc>'.:í 

F· ar :=., ~~erc~rnos m~s al conocimiento de 1 

mecvnisrho de 3cci6n de l~ Pí-'it:s~ de füet11br;;::na de Rs. rubruni yr en 
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dltimo al conocimienla del mecani~mo de 

sintesis de ener9ia en las en=iruas 

transductoras1 ya qve la PPiasa e$ ~1la en=irua muy sencilla tanto 

n1olecularmente como er1 sus reque1•iruientos de sustrato. 
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CAPITULO " 

MATERIALES Y METOD05 

Z.1, CRECIMIENTO DE BACTERIAS. 

en todos Lns esi.u 0j1as la c~pa ~ilvestre de la 

b9cteria fotosir1télic3 de Rhodos~irillum rubruni• 

Para el crecimiento d0 esta bacteria 50 prepararon do!: 

el-ases de medio de c1.1Jtivo! A~ sólido y 

A) Medio s6lido. 

Contierre lo siguiente para t1r1 litro: 

Extracto de levadura (Bioxon de México) 3 3r 

Peptona de Gelatin¿ ([:io>:on z sr 

A::¡ar bact~?rioló3i.co rr::1o::on de Mé:-:ico/ -------------- 1 ,. 

El me~io se es~~riliz~ Pn ]9 atitoclave por 15 minen frascos 

con tap;:; de rosc3 d~ 15 a :0 ml de r.:apacidzd~ conteniendo 

B> Medio liquide. 

el n1edic líquido formulado por Cohen-E:a::ire 

cvl.• por 

F·~r e: ls preparaci6n de este medio se partió 

a) 8as1~ Concentrarl2. Contiene lo siguiente para 2 lts.: 

2.0 :.'.P' 
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Cac1 2 6H 2 0 ---------- 8.7 9r 

CNH
4

l
6

Mo
7

o24 4H 2 0 --- O.t85 9r. 

FeS0 4 7H 2 0 ---------- 0.195 gr 

:t: Met.ales 'Lll!' 

Se ajL1sta el pH 2 6.8. 

1<Metales •44•, L2 ~oluci6n de nietales utili=ada en la base 

concer1trada contiene lo siguiente: 

Se pone 

6.8. 

EDTA ------------ z,5 9r 

MnS0 4 6 --------- 1.54 gr 

CuS0 4 5H 2 0 ------- 0.392 9r 

CoCN0
3

l
2 

6H 20---- 0.248 gr 

Na
2
e

4
o

7 
6H

2
o ---- 0.177 gr 

Hzso 4 ----------- 2prox. 4 sotas 

agua des1.il~ti~ hast~ ~fcr:r ! lt y se 2justa el pH 

b) KH
2

Po 4 136,09 gr para 1 lt de H
2

D destiladaf 

a 6.8. 

se aj1,1sta el pH 

e> Acido ~uc~ln1co 100 gr p~ra 1 lt de H2 0 destilada, 

e1 pH a t..8. 

d'.- (NH
4

J
2

so
4 

lO>l 3r para ¡ lt e:,, ri
2

0 ~esti12rj2, 

e> NaCl 50 gr· para 1 lt de H
2

0 destilada. 

se 2j1_1<:;t2 

f) Acido L-3lvtén1ico 25 9r pars 250 n1l de H2 0 destilada y se 

;::;j•.1.,·t.:;i i:-.1 pH ;;r 6.8, 

3) Acido L-2spérti~o 5 sr para 250 ml de H~O demtiladaP 3j1.1~tar 

~l pH 2 6.t:. 
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El medie:> l í.q1J ido finalr 12.5 

siguientes cantidades de las soluciones anterior~s: 

s) Base concenlr2da ----- 250 1111 

b> KH 2 Po 4 --------------- 250 n1l 

e> Acido succir1ico ------ 250 ml 

d) (MHll)
2

So 4 ------------ 62.5 ml 

e> t~aCl ----------------- 125 rnl 

3dem~s de 

f) Acido L-3lutémico 

9) Acido L-2spértico 

25 n1l 

25 ml 

F'eptona Q¡:. 3elat.ina -- 12,'5 9r 

Acido nicatinico ----- 12.5 mgr 

Tiamina -------------- 6.25 n13r 

8iotin~·-------------- 0.125 m9r 

1 t t 1 a~-

Se sjust6 el pH a 6.8. El n1edio 5e esteriliz6 por 45 min en 

frescos del volu111vn que SQ r~quiere. caliente! se 

forma un precipitada que sú dis11elve a la temperatura ambiente. 

El fll!?die> 0!': trar1sparG-nte y r..\12 colo1· seniejante al del e::tracto de 

levad1.1r 2, 

'2.t.2.. 

Los bac t.er i 3S se ~~mb1·::iron el 

di l•.1r...:.i.Óf1 Dí? ahi se +..on1ó 1.in~ de 

y ~~ ~Ambr6 por punci6n en los fra~cos cor1 ~icdic 

Se incL1baror1 er1 la oscuridad por 12 hrs. el 

creci111irJnta drco estos microorganismo:: P.limine 

parcialmPn"tro> el O,., del füe?d i. Q. Tet·min::do las 

bacte1·i as 11_1_ 

filaniento de ~UDJsteno de 40 watts. L2 distanc1B eritr~ los focos 



log frascos fue de 30 cm. !Jna vü= obs8rvado el de5arrollo de 

la colonia en lg punci6n, 

lar30 tiempo, entre 6 y 12 meses~ como rGs€'.'rva1 

utilizarse para cultivos posteriores. 

Par ::.i obtener 3ranrl~5 c2ntirt2des de bacteri2s se c1_1l ti,1aron 

er1 niedia líquido. LB n1ar1er3 en que se 

los frascos que contenían las bact~ries en el madio s~lido~ 

les agreg6 el n1edio liquido y se a9itaron. Se dej=iror1 te.da la 

noche en la oscuridad y a continuaci6n se colocaran a la lu= de 

los focos cor1 fil2mento de t•_1n9steno de 40 watts 30 cm. 

me-t:lio é s t.e se transfiri6 2 frascos de 100 lh 1 ds 

Sii cap2cidad. Se r8pili6 el proceso ascurid2d-lu= y se rJc j ¿ 

cr8cer las b~cter12~ hnsta la f35e 10·3:=r í tmica lar día. El 

obteniclo esí~ se ls·~slado 2 frescos de 1 lt 

de:cr1t.0~ 

Los s (? cerr2t'on con htil& 

¡1ermóticos y se dej6 el ~ir1imo de aire ent1·e el tap6n y el c1Gdio 

de cultivo~ 

ana~robios:;.:=., 

12vit8r1dose al má~·:J1110 1:: pTest:?nr:i~ deº~' 
..:. 

12 cual' ¡J\"'2'/1.0 

s1i::•111pre SE' dej6 crecer a lo~- c1~1l"LLvci:: ~•· 

la osc1Jridad por 12 l1rs., aprovechando ~1Je la bact8rie1 par sv~ 

procesos niet.2báJi1:os o;~id.ol"iivosr eli111ina ~l pl'f::-sente 
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2. 2. COSECHA DE B~CTERIA~. 

Las bacterias crecidas en los fras~os de 9 lt de capacidad 

se cosech3ron en u~2 centrifu3a de flujo continuo Sh~rples~ cr, 

h:::r.::iendo 

-6ptic;;, do::-1 culti<.;o a diver•sos intervalos 

la cual se deterruin6 

midiendo la densidad 

de ti e!lipo en un 

fotocolorirnetro. 

La cosecha permit8 obtener un paquete de bacterias libres de 

medio liquido. Es conver1ier1te lavarlas al n1enos una VQ= con MOF'C 

50 mM, KC1 10 mM pH 7,5 para eliminar por cample~o los resid1Jos 

desechos. Pera volver a obtenerlas en ur1 precipitado 

se a 8 000 ~: 8 por 15 n1in. Los precipitados 

pesaron y esto se consider6 cofuo peso húmedo~ Se aln1acen~ron asi 

a -30°C en con9elador REVCO hasta s~r 1.1tili:adas. 

2 .. 3. 

Se si3ui6 Dl lhétodo descrito por Baccar1n1-Mel~ndri y col.~ 

1970~ para la obtenci6n de cron1~t6foros. 

A) L~s bacteria;; se 

3licil3licin2 10 1nM pH 

resuspendieron 

7,5 en 

buffer 

proporción 

de 

1/10 

(bacterias/buffer)• contenia 1 m9 de DNAasa por 100 9r de 

Para ron1p~r las células se siguieron cua1qu1era lo!:. 

dos procedimier~tos 3i91Ji~ntes: 

a) Se hicie1·or1 por l!íc OJ prensa Sor val Eibi e~ i 1 

'~~~n~h Pr~e~) ~ 16 000 psi IBaccarini-Helandri y 

col,' 19701 0 

b) Se sanicsron en lotes de 25 ml por 2 n1in un sonicador 



p1.1•3st,o y 

t:"ol.r 1?69), 

Cí A contin•Jación se cen+,rifu3ó a 20 000 :: 3 duro=:nt!? 20 r.iin 

para remover c-élules sir1 romperr c-i!F·s1..1l'3sr etc ... ::p.1e q1.1edan en el 

?r01.:ipitado, 

Dl El sob1·enadar:te de la centrif1_13ación anterior1 se 

sedimentó 100 000 ·3 por 60 min obteniéndose as!. 

precipitado de crornat6foros los c1.1~les se lavaran con el mismo 

burfer ~· se centrifu92ror1 e 12 mism2 velocidad. Los crom8l6foros 

se brJff!'?r Tris-Cl 10 mM pH 7,5 1Jít2 

concentración apr~x. dC" E:Cl de 1 1113/ml, El sobrenadantC' di=- esta 

centrifu9aci6n contjene citocrorno C~ proteirras 

como la Pjrofosfat~sa Citoplésn1ica. 

La 

los 3 dies siguientesr ye que r10 se hzn detectado cambios en l~ 

ac+,ividad hidrolitica o da interc~íl1bio durante este periodo 

tiempo. 

2,4 ESTIMACION DEL CONTENIDO DE BCl EN CROMATOFOROS. 

La concentraci6n de BCl en las cromat&foros de la bacteri:.:i 

.r_i_,.~.Q..r:·_.t:,! . .!lr fue determinado por 1~ ab:;;or-c1én ::1 770 nm 

de 1_1 ÍI e:-:tT•2cto de a ce·t on a-r:ie t, ano l ( 7 / 2 ~ '.' j V) obtenido 

cr oniatófot· os' vtili=ando un coeficiente d~ e~:tinci6n ~ol2r 

mM- 1 -1 
r:'lll ( Cl 2~1tnn • 

SO ul de suspen~i6n de cron:at6foros. 

rj L' 

rJn tvbo qve ~ontenía ~,95 íl1l de ~cetana - me~anot z¡¡z, v/v), Se 
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=:·3i tar-on 

3 000 rpn1 po1· 5 ~ir1. El sobrenadante obtenido se lee º'' oi 

espectrofot6metro contra un 

blanco de aceton~--metanol. 

2.5 DETEPMTNACTON DE PROTFINA 

Le canti112d d8 protein2 se estim6 por el método de Lowry y 

col.~ 1951 r utili:::~ndo ca1110 csttindar 8SA. 

METíJl)l) PAF.'A DETFRMTNAR LA HIDROLISIS DE PIRDFOSFATO o 

ACTIVIDAD PTROFOSFATASA EN CROMATOFOROS. 

La actividad de P1roiasfatasa (PP12saJ se íl'lll:llo como la 

] iberación F'i 2 por·tir de F'F'i o;; 25-::::oºc~ prP.sencia de 

dt?ter·mir1uc j ,;n l i3 puede 

osc•.1ridad o en l;i lu::. Eri este trub¿;jor ünicamente ~e n1idi6 l~ 

cl•~tividad F'F'i.?.!:i2 en la ')':":CUT' idarJ • 

cor1dic iones se utiliz¿ ur1 cuarto ilum1r1acio ~or1 de 

se::¡1.1ridad <Schiff~ 1972). 

Las condicion0s del ~edio dn r~~cci6n ~e e5pecifican ~n l~s 

Pies de Figure de los RGsultados' er1 general r 

pH g, Pirofosf3to de sodio 1 MgCl~ en un volum1?r, final de n1l. 

correspondiente a 100 u3 d8 BCl. 

30°C drJrante el ~iempo deseado~ 

cor1=>i.antG. 

l) ÍI i? conc~ntraci6n final 1Je 6%. 

44 

25-

Fin.!lment~ s~ c?ntrif1J9a en una 



El Pi presente en el so~r~nerlsnte desproteini:ado se n1irJi¿, 

colorimétricarT1enti? con el métor:io de $1_1mner~ 1944. 

Pata los: célc•.ilo-s de la ~antidad de hidroli;:oido se 

consider6 que 1Jn PPi prodvce dos Pi. La sctividad especifica se 

refiri6 como l1moles de Pi/min/mg de BCl. 

·2. 7. METO DO MEDIR LA PEAC~ION DE INTERCAME<IO F'i-PPi EN 

CROHATOFIJROS, 

La r~~cci6n de intercambio Pi-PPi se determina midiendo la 

forrnaci6r1 de CPi
32

)PPi a partir de PPi y Pt
32 

La reacci6n se llev6 a cabo err oscuridad &rr las condicior1es 

especificadas para cada e::per imento i:-n los F:esult:::dos, En 

térn1inos ger1eralest el n1edio contiene lo n1isn10 utilizado para lE 

i1idr6lisis de PPi ¿demés de Pi-Tris pH 9,0 y Pt 32 , 

re3'cción c-on 6~ de TCA <concentr~ci6n final) y centr if1.132r 

baja veloci d2;:j, el ortofosfato se separ6 •iel sobren~dante 

isobutanol!benzeno(1!1) s~turado can a9u8 subsecuer1tamente ~ 1? 

formación del complejo de fosfomolibdato coruo describen M8is 

col., 1983. 

La 

elimin:o•r todo el F' i 32. Con el objeto cuaritif icar la 

incorpor ~:o;:i¿.r, la fase 

a-c1.1osa y se en el Contador de ceritelleo 

1 l'j'-_H3, por e cana d 

El F· i r3dio<0<cti'/O utili::3do fue de New En3land 
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(8oston1 Mass. USA> J ~e puri1'ic6 CQmc ~n de Heis ~,. col.' 1980. 

2.8 CALCULO DE LAS COl,CENTRACIONES DE COMPLEJOS Y ESPECIES 

LIBRE EN LAS REACCIONES, 

Las concentraciones de los n1etales libres~ de los lisandos 

y de lo~ complejos• se c2l~ularon con un prosrama racilitado por 

el Dr. J~ime Mas-Oliv~. 

sin1ul·t.ár1eas c:1Je rJr,·scr·iben el ec:1_1librio múltif·le que- e;:i:;t.e en 12 

soluci6n problema utili=ando el lo9aritrno de las constantes de 

asccjaci6n. El pro9r3n18 s~ corri6 en ur1a mir1icon1pulador·e PDP 

11134 DIGITAL, 

V 

Sillén' 1971 • Las constantes de ssociaci6n CKs) utili:adas sori 

las siguientes~ expresadas corno 103 Ks: 

( 11 L) 

(t'\){L~ 

i:londe M rnet<Jl 

COMPLEJOS PARA PPil 

PPi/H---------- 8.3 
PPi/Hz __________ ~.o 

rPi/H3 -------~-~ 2,7 

PPi/H~---------- z,5 

L li3andor ya sea F'i o F'F'i. 

DE PPi PARA CATiOl~ES DIVALENTES: 



1 03 l~s 

PPi/M9:+ ________ 6.0 

º+ PPi/Zn- --------11.66 

o+ 
PPi/Ca- -------- 5.46 

?+ 
PPi/Co- -------- 6,1 

PPi/Cuz+ _______ _ ' o 
·~ • L. 

DE Pi PARA CATIONES DIVALEMTES 

Pi/M9 ---------- 2.91 

2.?. DETERHINACION DEL CORRIMIENTO DEL CAROTENO 

El corrimi~nto del carateno dependiente de ener9ia se n1idi6 

e" un Espec1.rofot6íl1etro de Doble Ha:: Ari1inco D~-2 

lon3it1;d0s de onda de 530 y 508 nm coffio ~n 8altscli~ffsky, 1969. 

2.10, MEDIDA DE LA PRFCIPITACION DE COMPLEJOS 

precipitados la 

di!?:persión de lu:::: de las sol1_rciones 3 340 nm 

espectrofot6ri1etro de doble co 1 ocarrdo 

cubetas en la posici6n lejana del foton11Jltiplic2dor para ampliar 

Las medidas se hicieron después de 3 rnin de hab~r añ2dido 

los cationes diYBlentes. 

2.Lt. MEDIDA DE LA CONDUCTIVI04D 
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Las medidas de conductividad se hicieron en un conductin1etro 

CDHB Radiometer CCopenh23en) con una microcelda 3decuada. 
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RESULTADOS Y OISCUSION 

La PPiasa de membrana de los cromat6foros de li? bacteri;:; 

"fotosintética Rhodospirillum rubrun1 requiere del ion divclente 

2+ Ms para formar complejo con el PPi~ el cr.ial 1-':!S el 

real para la actividad hidrolítica de la enzima. Ciertos datos 

de la literatur2 <Randahl~ 197?) s1.1gii.o-ren1 sin -=-mbar301 ·:::•-re <:Jl 

1 ib1· e tiene una acción re91Jl~dors sobre las 

¡,:lo.'ister y riinton~ describi0ror1 

la en:.:i11r2 catali:R un Intercambio F' i-F'F' i datos 

indican que éstD os una reacci6n p~rcial del proceso catalítico 

total~ na obs~ant~ los roquerimientos de la r·eacci6n 2si como s1J 

relación con la actividad hidrol!tica ''º sido bi C'íi 

definidos. 

3.1. CURVA DE TIEMPO DE LA REACCION DE HIDROLISIS DE PPi Y DE 

LA f':EACCION DE INTERCAMBIO Pi-PF'i ,, DIFEF:EHTES 

CONCENTRACIONES DE CROMATOFOROS. 

e5tb representada en la El 

par.a 

concentraci6n ~e crornat6foros. Esto 0s: d~r1t1·0 d~ lns lien1pos de 

incubac6n nredidos~ 

y Z.5 min con 25 ~J' 100 1;9 ! 250 09 d0 8cl 

mismo po::ra 250 y 1 Oü r.13 y 80 nmole:-:. F'i-F'F'i 
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4. Curva de Tiempo de Reacci6n de Intercambio Pi-PPi y de 
la Reacci6n de Hidr6lisis con Diferentes Concentraciones 
de Cromatóforos. 
Para la hidrólisis (1) el n1edio de reacci6n fue Tris-Cl 
50 mM pH ~. PPi-Na 0.67 mM pH·S y H9Cl~ 10 mH. Para el 
intercambio (o) s~ usó el n1isn10 medio~ 3 tje 1gcubaci6nr 
además de Pi-Tris .6.7 mM, pH a y Pi ~ 10 cpm. Las 
conceritraciones de 8Cl se indican. Temperatura de 
·incubación 25° en oscu~idad como se especifica en 
Métodos. 
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respectiv~mente, Con 25 ug le veloci-

dad c;:::¡lr:;-ul2di:! so rrmoles F'i-PPi int12rcambi2do/ 

el in~ercambio no lle96 al mjximo, Sin en1bar901 con esta carrti-

dad d~ cromat6foro~ e~ los minutos iniciales del e>:perimanto se 

calr:1_1ló 1.1na velocid3d de 79 nmoles Pi-PPi/min/m38Cl1 lo cua.l 

acuerde con los v~lares a concen~raciones 111r:;yores de 

croma+,ófcro:;;. 

cromat6foros (Fi9. 4) .. La hidrólisis rJe:- F'F'ir se enc1_1entra yu eri 

su méxi1110 valor a los 2.5~ 10 y 60 ruin con z50, 100 '.' 2.5 '.18 de 

E:CJ' respectivamente. 

Si se 1 '-! actividad h i ri1·ol Í "\:, i C2 con 

intercambiar se VO obtit:.•r1e 

c•Jando una cantidad importante de PPi l1 i3 '=ido hidroli=2do. 

Desp1.1é·s de este pur1to mé::i1110 de intercsmbior empie::.2 2 

para este tien1po es completo~ 

t2mbién el <Pi 32 if'F'i niarc¡:¡r::liJ, En c-;-mbi.l'.l• hirirólisis 

n1antiene al 111is1110 valor debido 8 quG se est~ 111idiendG Pi 1.1r12 

vez hidroli=ado todo el PPi no p1;ede aumentar n1és ~e este ... al or 

de Pi, 

E<;:tos ,, 

qr_tiene<.s demostr =:ror1 de 111ar·caJe 

intercambio se obti~:nc cl•ando un 75% del PPi a~adido ha 

hidroli::ado y cant.idad de (F-'i 32 )PF·i 
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2• EFECTO DEL Mq SOBRE LA HIDROLJSIS DE PPi Y EL INTERCAMBIO 

Pi-F'Pi, 

Como se observ0 en la Fig. 

de 
. 2+ 

MS 

12 vP-locid::Jd de hidrólisis 

añadido. Estos res1.1ltados 

concl1e~den con lo obtenido por Randahlr 1979. '+ A 0.1 mM de M3·· 

no ~1idr&lisis medible Cno se muestra en la Fi9.5l pero 

medida ' gue se incrementa gradualmente la cancentr3ci6n dG M9Cl
2 

la actividad hidrol!tic~ t~mbién \' mfJ:: irrr? 

concentracionDs dG tmM Ccan o.67 mM de PPl fij~). De 1 mM a lOruM 

lv ·~·elocidad de l1idr,-5>lisis na varía 

notablemente. 

Sin emba r ·30 • cu ende mid0 12 reacci6n de inti::rc2n1bio 

err condicionee ~ern~j~ntes se obtiene u~ e o ri1 por t 3 lll i e rd. o 

difer~nte al ~nterior, A mM •ie M9Cl~ se obtien~ un intercamibo 

bajo 5A y 8) pero e conccntreciones n1ayores de 1 mM 

intercambie 58 irrcr~menta ~onsiderablemente hRs+~ 10 mM de ~~Cl~ 

'"1'~1e f1_re 12 concer1tr~·::i6r1 més 2lt::: estudió•j8 (F:i.3. '.3C 2 El. ~,;;. 5e 

la r0laci6n hidr6lisis/inLercambio CFi3. SF) ~ P 

lli·-jroli::=>-das: 

por pero cuando la concentraci6r1 de MgCl~ SI? 

a1..1r11enta rel nci6r1 

ir1tercambi2da, 

F i :J , 

cs!ct•l~ron 125 concentracioneE d~ los complejos Mg-PPir 

libr~' los valores as! obtenidos s~ relacionaron con las 

aclividades de hidr6lisis e intercaffibio de la cn:ima 6). 
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z+ Fi91 5, Efecto del H9 sobre las Reacciones de Interca~bio Pi-PPi e Hidrolitica de los Cro~atóforos 

las condiciones de incubación son las 111is111as de la f'i9. 4r pero ahora la concentración de tigCl se varió 
cario se indica. La caritidad de Bel fue 100 ug. Er1 ~ se grafica la relacion F'Piasa/Pi-PPir calculada de los 
datos de" A a E. 
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Fi3. '6~. Efeclo de los ConcPntrer.ir:in~s de M:; libr~1 !13-ri y li~m:o4 sobre la actividad de PPiasa y de interca~bio Pi-

PPi de crDial&foros. En A, se 9raficar 
•+ • 

la concentración de 11g'" ar.adido en el Hedio de incubación de la 

Fig. 5 para la hidrólisis contra las concentraciones calculadas de H2-PPir H9
2

t libre y la hidrólisis de 

PPio En Br la concentración de 119
2*' añadido en el 11<edio de reacción para el intercanibio Pi-f'Pi1 de la Fig, 

2+ • 4 
51 se 9rafica contra las concentraciones c~.lculadas de Hg-PPi1 Kg 11brer 11gHPO y la activiCf¡¡d de 

2+ 
intercacbio. Eh C y O se grafica las concentraciones calculadas de K9HP0

4 
y Hg libre contra la actividad 

de intercallbio, 



Con respecto a hidré.li::i:;:r so obsC?rva c1..1 ando l• 

conci?nt.r-acir.':in de O, 5 mM ~ la concent1·ación del 

9umenla y con ella la hidról1sisi a 1 mM de 

M9c1
2 
précticament~ todQ el PPi ~stá en forma de complejo M3-PPi 

(Fi9. 6A) y la ;;ctividad hidr-olS..tic~ ;:;1~1nier1t.a paralelamente en 

~sos El hecho ,..Je ·:¡ue la hidrólisis 

v ar- S.. e en relQci6r1 cor1 la concen~raci6n de M9-PPi confirma los 

datos de la literatiJra CRandahl~ 19791 de ~ue el sustrato de la 

hidrólisis es el complejo Mg-PPi. Cunndo 1 a concer1tr aci On do 

al medio 2umer1la de t ~ 10 mM la 11i•:irólisis no 

auruent~ ruésr pero si .:: :: t::: ne 

notable sobre la reacci6r1 cz-9¡ de inhibici6~). F'or otro l::>do~ 

al 12 re2ccl6G d~ inter~ambia Pi-PPi 

a) A bajas concent1·2cio11es de 
2+ 

M3 

concentraci6ri de PPi (0.67 mM)1 s~ obtiene un ir1tercambio 

lo 

pobr<:?. En ~stas 1:ondiciones ~e tien~ un2 ~lla afinidad del PPi 

pOT' el la 2tr;:;¡-•a t,cdo~ 

'+ 
conc~r1traci6n del Mg~ libr'G ; i1el con1pl~jo M3HF'0

4 
perm2n0ce en 

el r:ir190 de 1..1M, 

b) f-'Of' 

arriba de la del PF'ir 12 conci:::r1t.1·¿,;::iC.ri rJ2 Vi8llf'0 4 :•-:! inc:-'2m0r,+,::~ '.' 

lo 

rec:cci¿,i-1 irit.erc.~u:bio de la 

concenLrGción 

Hichaelis-Menten <Fig. 6C) lo cu~l sv31ere que el sustr&to ~eal 

par i'1 la L3 sr~f ica dr:.> 
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Linewe2ver-8urk Cnc mostra·1~) ton1ada de los detoe de la Fi9. 6C 

e) Por otr=: f.'J-:--t=-~ 8ít lP Fi3, 6E: se observa SL1e la concen-

t.raciór1 r1;;•2c~:;i6n de 

l 3 l~ curva que $C obtiene 

1~arece indicrar iJn efecto ~ctiv2~or conipor-

La ICn1 aparente sue 

obtiene el libl'B tje 0,4 ( 1 a 

linewe~ver-BL1r~ no se n1uestra}, 

estudiar rJel 

1 ibr e sobr8 la r~acci6n de 1nt~rcan1bio Pi-PPi~ n1idi6 

esta T'eacci6n ~ 2 concentr8ciones fijas dG M3C1 2 a~adido (1 y to 

mM) y V8riar1do las concentraciones de fosfEto <Fi3. 7>. 

La reacci6n ,je i i-1 t,Q r C?.íllbi•::o se ·3r o ficó contra la 

cc1ncent,r ación c:alcul;;ici¡:, dL. h:;iHr·o 4 '.' s O? iJbtlJVO un:;¡ c1..1r•1a 

( Fi3. 6C, Ls diferenci2 

entre los •:..ios \'7;:r,~~ri11112ntcs "'-''~> 1s~ sir31_1ir:•r1t.12: 

1 ::! 
"+ 

cor1ct:.•r1-t.rcicián di:: Ms'- libre -'if-~ incr~rr11?r1l~1 er1 p?,r2lelo lo 

del complejo M9HP0 4 ~ 

invers~ eritr~ l~ cor1L'l:i•L1 
. , .. 

""- .. .., .. ..., -llt::•r• 
,. ,;>• » - 4 

libre, Como p•_l('íJ'=' el ircterc;:;mbio 

a e:~~~pci6r1 de la 

conC'ent1·sción m á-s i11M:, 

'-:- + 
de rig- libre se er1c~•er1tr2r1 

Estos iiC y D 1' Fi3. el 
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Dependencia de l~ Reacción. de Intercan1bio Pi-PPi de l~s 

Conc"entraciones de H91-IPO,:j y·_de Hs 2 + libr·e •. 

Las condiciones e>:perin1entales son las ruismas que las 

de la Fig. 4., con 100 ug BCl y 5 ruin de incubacibnr 

variando la cantidad de Pi. Se graf icó la actividad 

del intercambia contra las concentraciones calculadas 
. 2+ 

de M8HP0
4 

(absci~a inferior> y de Mg libre Cabscisa 

sL1f.erior). 

,. 
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complejo M3HP0
4 

es el s•Jstrato para la re3cción ~e intercambio 

F'i-PF'ir libT'"! modula, a l,3 ve:::• la misma 

reacción. 

De esLos resultados ca fa~tibl~ pensar qve el l"i ÍJf' r,:. $ C! 

una a la en:ima, induciend~ un Gfecto favorable para 1~ reacci6n 

+ 
de intef'carnbio. Es interesan·te hac¿r notar 9ue en l~s H ATP3525 

r...íe Mitocor1dri;:: (GómP::'.-F'•.1yo•.1 y c:rl.! 198:: 'i Younis ·¡col., 1983): 

las º+ concentraciones altas de MgL provocan tJn decremento en la 

relación ATP hidroli:ado/ATP intercarnbi2dQ• 

12 5F la concentraci~n librt? pareci:5 ejercer un 

contra] seniejante sobre lrs pr·opicdEdes ca~slíticas de la F'Pias~ 

de crornat6foros~ 

F'or 1983~ repor ~.aron 

+ H ATPasa purificada de clornpl~stos Liene un sitio de ~1ni6n para 

Por tanto~ 

PPiasas 

podría 

la 

" ?Dsible gue las H ATPasas 

1·1-:.>acci6n inl,erc;:;mbio 

r:ll'} .12 

y J ª" 
¡.:·¡;¡ r2 M9 

que este cati6n divalente estvviera modificBndo le pcrme2bilidsd 

de 

n12s eficiente. 121 objeto de. 

ten o (E:~ l t schcf f si·.)' r ir.t.crnc 

potencial ~léctrico. La magnitud del corrimien~c electrocr6mico 

del caroteno producido por 1~ hidr6lisis d~ 1~F·1 e~ oscuridmd es 
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el rrri SITIO , 1 ó • 10 mM di<: M·,JCl 2 
<Ji~adido rno s E' m1Je s t, r "F.J r1 los 

tr2:!os), For tantor p1.1ede canc:l 1.1i r o! ci'e:.1 cto del M3 
1+ 

oe qrJe 

sohri;. la reecci6n de intercaihbio ce determinar las concentra-

~iones del sustrato r~al 1 ibre !' de 

I' 

no a tr2•1és de modific~r la porrnea/Jilidad de la membrana de las 

c1·0111a"l.6foros, 

3,3 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PIROFOSFATO EN LAS REACCIONES 

DE HIQF'OI íSTc; E lNTí::RCt!.ME~ro Pi-PPi DE LA F'IROFOSF"ATASt-i DE 

MEME:i;:AtJA • 

En el exp~rimento d~ la Flg. se midió la reacclór1 

intercambio Pi-PPi 8n fur1ci6n del tiarnpo 2 doz c-oncent r ~1C i or1es 

PF' i ( 1 y 5 mM), Corno puede observar· se~ e r. los mi n1_1 t.o·;; 

inicialest la velocidad de intercambio rue m~s 2ltE con 1 111H ~~ 

F' i. Despu!f•s' con esta n1isma concentraci6n~ 12 velocida~ declina 

sesuióa por uns disn1inuci6n en la cantidad de PPi r¡:¡dioacti·.io!" 

esto ~ltimo debido a la l1irlr6lisis total d~l PPi 2~edido~ como 

se jnfiere po1· la cantidad de hidr61iEi5r detí2rminé> 

pero' no se n1uestra en la Fig. 8 

de PPi le vPlocid~~ ini=i~l 05 bejar pero posteriorrner1te ~r!~.2~t: 

(Fig. 8)1 par2 evaluar esto~ datos se debe hacer notar g1Je~ 2 :o 

y 5 mM de PPi T' 8 spec ti va me nt >:> no 

mosi.r.;11:ios'. 

los re~ultados anteriores claro ·:¡1.1e •.rna 
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Fig• e. Curvas de Tiempo de la Reacci6n de intercambio Pi-PPi a 

Diferentes Concen~-raciones de PF'i1 

El medio de incubaci6n es el mismo de la Figo Sr 

excepto que aquí se usa~on dos concentraciones de PPi 
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concentr3ción PPi par3 la r8acci6n de inl:..erci3mbio 

Pi-PPi. Para explorBr un poco n1és esto! se dise~6 el ex2erimento 

•:¡ur~ s~ m1.1estro en 18 Fi3. '?, En f'll2· S9 pre::';!n+_~ 12 reacción de 

intercambio P :i -PF'j de F·F':i2s2 do ve;ri9'.0 

concen ... ~ r ::ir: i one'.:; corrriJ funci6n d(:>l t.i~m¡..10. Se 

llli di ó t:Jmbiér. J~ :-e2cci6n cie hid~61isis ~·se 3rafic6 como el 

porciento de PPi hidroli=ado. 

a 2.5 min ~sta 3G 

240 •JM. '"-: '" !. rr , ba j ;:¡ 

de PF·::i ~ 

de PPi ;;;P:'3dirJri m,f!-:; .:lt-,ao: rJc '."7tlf) 1.1M -2 z.s r.1in de incubac.ión~ 

13 concont1·aci6n de F'Pi en 13 c 1Jal 

se obtiene cie~:pls::s ·~1 :=;l1..J1-es. 

mayores. 

Los dat.(JS 8 y 9 s•Jgieren fuertemente 9ue la 

reacC'i6n di:.• concer1t.r2ci6ri óptimc. 

det.c-rmineil' 

por'i'·'"-~ los r.-rom21,,:.foros t. i ener, •.1n;;i ::ic~.!·;ir::i:?rj 

hidrolític2 1 "' T~d..ila 3 

,;:studi2 re;;icci!>n -¡_ rrt 1:: r ·: .:..-:~.: . .:. l u °' m1n rj 0 tir=m?O .j E.' 

ir1c1.1bac.·iór1 do JZF. i Le.is:. 

relacian@ron con les concer1traciones 

de 1 con1plejo Mg-PPi~ 
"+ 

M9HPO~ y M3- libre. El i.nt~er;:;:oimbio más 
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Reac~i6n.de Inte1·cambio de Pi-Pf'i y ld-de Hidr6lisis 

en funci6n de tiempo 2 Concantraciones va1·i~bles de PPi, 

LC!S 

Fi8• 

condicicnos d0 e::perimenlaci6r1 sor1 las mism~~ 
'7 + 

'I ·, e:-:cf'pto cp.10 la r.onc&/lt.T <.;L·iór1 de M:;i"'- es 

de 1 ~ 
,/ . 

10 mM y 

la concent rcci ón de PPi se vari6 como so indicn, Los 

tiempos de incubaci6n tan11Jíén so sc~alan, Las ordonadas 

represer1tan tan·to nmolcs de Pi-PPi intercarubiado (o) COl!IO 

el porr:icnto de r-r·1 l1ld1·wli::::arJo (a), 
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Tabla 3, Efecto ~el F"irofosfato sobre la Reacci6n de Interca~bio 

Pi-PPi de Crorns1.6foros. 

PPi Pi-F"Pi FPi Con e erd .. r oc i one;:, 
uñaUido i nt,ercambi ado Hiórolizado CaJ,cvladas { 111M) 

{ nrM-) (nmol) ( r. ) M3-PF'i M3'-T 1 ibre MgHP0
4 

0.055 23 81 0.0549 ·1. 64 5. 2. 9 

o. l 28 85 0.099 4 • ¿. 1 5.28 

0.24 30 qq 0.239 l.] • ,¡ <:> ~-- •") ~ -'. ~o 

0,67 24 15 0~669 q • 1 5" 5. 17 

1. o 20 5 (). 999 3, '?O 5.09 

z.q 12 3 Z.39 2.89 ¡¡. 70 

Nota. La-s .condicinrr~~ ~e i111.:"ubac1ónr 

41 con 100 u3 de BCl e~c~pto sue 12 concQn~raci6n de PPi z~adido 

se vari6 con10 se indice. El ~iempo de ir1cvboci6n fue de 1 ruin. 
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~btUVü a 240 uM d9 PPi a~adido. Hav .:iue hacer notor 

qi;e~ bajo la~ con~icior1es d~l experimento de la Tabla 3• y dentro 

las coricentrDciones 

de pero en 1;n 3rar:io que níJ 

si3nificativan1ente la reacci6n de intercambio Cver· Fis· 6>. Por 

lo tanto~ los cambios de 'Jelccidad de 12 reacci6n de in~2r~ambio 

descrito5 er1 la Tabla 3, deber1 so1· ~dscri~os ~ ~ari2ciones eri la 

concentrsci6n del cnmpl~jo ~g-PPi. 

Es importante subra~·ar que los datos mostrados en las Fi9s. 

8 ;,~n ~ido corregidos por la di l1.1ción del 

radioactivo~ debids al fosfato derivado d~ la hidr6lisis de PPi. 

A concentraciones b~jas de PPi a~adido el factor de diluci6n no 

pero a las dos últini8s cane:erit.raciones de F'F'1 

ar.ad ido ·~ste factor de dil1;ci0n ;:t1.1Dde 

importante, Sin embar30~ la diluci6n més elta 

se es de 10 rnM de Pi (cuando hay 5 de PF'i 

por- ..:i1.1e por e.=:: rJ ¡::; hidr ol i::ado obtienen 

fos.r.:i~.a:;), h1droli:::2, Por 

~1 f «e-to r rJ e dil1.1ciór1 no 

"" dit'err?nci.i3s de t.omrl de -''""F'i a las conc~ntracionBs r:i~:! F'Pi ·:¡1.1e se 

cimplear-on los 8 

particularmer1te ~ tiempos cor-tas de incubación; >'.!ít donrJe, aún 2 

concen"L.1'ac.:i•~n1t:~ .:.::...:."'- ;;,!;: ;·;·:: 

La reacción intGrca1T1bio se 1·e9ulaóa por la 

nece5;;;r iamE·n"L.e 

]3 re•;i;;r-sible ÓQ F'Pi ~n el 5itio catalilico 'i la 
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lib0raci6n del f'Pi formado al rr1edia. Por tanto~ E·S muy posible 

que:_ 1 Cl s -a 1 Los valores de 

deben .:o la e::istencia de un 2 

c.·onceritr a.e i ón M3-PPi casi o ~otBlruent~ par-a 12 

hid1·éli:;;i:;t perrJ no impide la libersci6n 

de~ 1 f•roduct.o ci e-1 ir1tet'c:ambic1 (M·3-F'f'i) rJe] sitio c~to:l :í. 'lico•, 

Cual9uier ·1~ri2ci.6n d8 la concentraci6n de Mg-PPi r~svltaria en 

una dis.rnin1.1cj br1 intt?1'cambio• ya 5E'3 tr avé~ 1_1n::? 

disrnln1Jci6n de ln l1idr6lisis o e11 un d0crementa en lR liberaci6n 

del producto Mg-PPi. 

En relaci6n a esto~ Gres~er y col.~ 1'?82r han r.<?portaijo •:rr;e 

le ATPasa de cora=6n~ Ja cantidad de Pi n1arcado por 180 

partir 
18 H

2 
O q1.18 proviene de la hidr6lisis de ATP es 

concPrrtrac:l aries baj2z rJe 

concentracione~ de ~uetr2to inducRn en la enzima un estado en el 

que la reverse de la hidr6lisis se increment?r 

•.in mec3nismo '-11 .. 1e funcion3r3 ta11rbi'i:rr en la F'F'i0sa d>:' F's, ;-ubrr;m. 

3.4 EFECTO DEL pH SOBRE LAS REACCIONES DE INTERCAMBIO Pi-PPi E 

HIDROLITICA DE L.A PIROFOSFATASA DE MEMBRANA. 

Con10 se hB vi sto ant,f'.--'r j n r• rr,,.,r-,~ o . - .. ¡--·:" e _,._ "'" l o ,_; .. ~ C· 67 1un d~ 

F'P i ' lo re;:;,;ción .j>? h l dr 61 is i ~ " de:• j ;1+ ·:>r r: ?:-7ii.:' i::; ¡.:.·H 8 ¿;: 

función de- J;:; conc1:r1-Lr~ci6n dt? M::;iCI 2 • Lo; hidrálisis e~ ouá::ima .~ 

1 niM de M::;C1
2
_ ¿;¡¡:;,;¡,·f:idi:1· ?"''''~ ::n co;-,di.-::iur1•:~, '.~imil::irt:!'O'.. 1::: reaccibn 

r-'<:i r· a es Ludit:r el f'i'Gci.o dpJ. pH sobre e~~1.2s dcts r·~acciorit•<.::- se 

fij5 la cor1~errtr2ci6n ~0 MgCl~ 110 mM) y ~~ midieron ~ varios pH 

1 o ;:, ) • Ls hidr6lisis tiene un pH ¿ptin10 entre pH 6 y 
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10, Efecto del pH sobre la Reacción de Hidr6lisis de PPi y 
sobre el Intercambio Pi-PPi de cromat6foros • En Ar la 
hidrólisis de Pi (o) se midió en las siguientes 
condiciones experimentales: Tris 50 mM ajustado a 
diferentes pH gon écidd maléicor PPi-Na 0.67 mM a pH 
a.o, MgCl, 10 (gH ºy BCl 100 IJS• El tiempo de inc1..1bación 
fl•e 5' a .25 e en la oscuridad. La reacción de 
in(ercambia Pi-PPi Ce) se midió bajo las n1ismas 
condiciones pero el n1edio también conte~!a 6.7 mH 3 ie 
Pi-Tris ajustado a los pH indicados y 10 cpm de Pi , 
En B se grafica la Relación Hidrólisis/Intercambio. 
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mientra::; tiene 

ni3::imo v.;, 1 or altos el 

intere:an1bj o b~ .i a, ~ las concer1traciones de cronrat6foros usedae 

e) 50·-6o;; deJ F'F'i tsí.;...1r..i.ido se hidrol.i::::a~ ... ¡ue los 111é::in1os 

2lc5nzados no se deb~rr = falta de sustrato' este tiempo coincirje 

con el jntercanrbio m?s alto (Fi:;i. •lr 100 1.13 BCl). Una 3ráfic~ de 

la r&laci6n entre PPi hidrolizado/PPi intercambiado (Fi3, 1 OE:) 

indica qlte e::iste urr m3rcedo can1bio de l8s propiedades cir1ética¡ 

di=> l~ -?rr::i~12 ::,ar ;;:.J pH: ,.,"'i.r_1 ·""'· :;; ;::~l S ;:;::;:-,¿¡ rt-la1:.-.i6n t:>S de tou~ 

a pH 7,5 8 es de ZO, D;;ido .:¡u-: a 

r:o embaT·::;¡o la 

actividad de intercas~bic si se ~iodífica~ podemos alribwjr 

modulaci6n de la actividad ~ l~ concentr¿ci6n de H+ en la me=cla 

de entoncf:'S 10s prcipiedades 

ctnét1cas de la ~n=imA s0n mod~lada~ pr el pH pl medio y por la 

c;:;r1'lidad de 
"+ 

M::;"- librc_1 ar1L1'.'t'iDT'l711-o:r1te. 

a p] ¡:.· F' J tiern? cuatro es 

interE1 sant(~ cor1ocer c1.1¿:.,l de- si.o'= forni<:-s t·s .,;·l sustr<:1i,c• p o:ira 

hidr6lisi.s. prap6si1,o s~ hici8~on c~lculos la 

comp1.1tacíor·o 

-" c·onstant-=-s 2·:;oci2r.:i6n de H Cc>r1 F'Pi. ' o! p:-03rama 1_1sado 

permite hacer estos c~lculoE s todos los pH. 

8s~e ti.po rle 3nélisis se ?resentan en ls Tabla 4. 

"~0rm~ ~rerlomin~nt~ es el rPi•' • 

Como s~e pi_iedCJ 

se l jber~ ur, H+ ( Cnnper n1;;;r11 1 ?82) ~uedando con10 ~ustrato real el 
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Tabla 4. Concentraciones Calculadas de las- Formas del PPi a 

Diferer1t.es pHs. 

( PPi >TOTAL 

TIPO DE COMPLEJO! 

pH ~·prn 3 -) M ~'Pi 4 - (LIBRE)) M 

5.5 6.68 .. 10- 4 
1. 06 ){ 10-6 

6.0 6.66 .. l.0-4 3,34 .. 10-6 

6.5 6.59 10 
-4 

1.04 10-5 
>: .. 

7.0 6.38 .. 1 o- 4 
3. l.9 .. l0- 5 

7.5 5.78 .. 10- 4 
9. 1 (J .. 10-5 

8.0 4.46 }; 1 o - 4 
2. :'.3 ;.; 10-4 

8.5 2.59 10 
-4 

4 .!O 10- 4 .. 
9.0 1 • 11 }( 1 o - 4 

5.58 " 
to- 4 

º-LAS CONCENTRACIONES DE LA FORMA PPiH_- ESTAN EN EL RANGO DE 

10 -ll A 10-l 6 M. 

LAS DE LA FORMA PP.H 
l 3 

EN EL F:ANGO DE 1.0-20 A 10-281"' .• 

L1~S DE LA FOPMA PPiH 4 EN EL f.'At-JGD DE 11)-26 A 10-37¡.¡, 
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Ctimo 

o o 
l l 

O=P-0-P=O + Mgz+ ----~ 
l 1 
O OH 

,. Ms, 
o o 
1 l 

O=P-0-P=O + H+ 
l l 
o o 

vn inten1.o de determinar el mecanismo por el cuel 

propiedades cinéticas de la PPi2sa se ven moduladas ?Dr el pH, se 

llevaron a cabo los experimentos presentados en las Fig. 11 

12. En ellos, se midi6 la reacci6n de intercambio a dos pH y se 

Yari6 la concer1traci6n de HgC1
2 

y Pi a~adido al medio. 

A torJzs l~->s c-011e~nt.1·<5c·:i1.1nes de M8Cl
2 

~st.udi::.das (Fi3. l 1 A) 

actividad a pH 8 es rnés alta que a pH 6.5. Lo 

describe el proceso a pH 8 es del tipo Michaelis-Menten con 1Jn~ 

tCn1 aparente para el M 
2+ 

8 

la de rJoblPs 

libre de 0.13 mH. 

recíprocas no es lineal 

cooperatividad n03at.iv3 ~Fi3. 118). 

inciic;:.< 1_1n s 

cuenta 

6[1) ~ se pcidría decir 

la 1.rnión dFfl 

8). 

2+ 
Mg 

presenta en la Fj9, 

y de 8 íl1M B pH de 8.0 

En ,;;mbos 

p:"inci.polo11:-'l•Lt':' o 

la en::i;r12 E'.'S f;::-ci lit,2dc <pH 

6.5 y 

12. L~ Km para M9HP0 4 J"ue de 26 rnM a pH 6.5 

0
: F i 3, 11 y 1 z) el 

libre pero •;,in 

c>e1mbi o -01preciable er1 12 1./111.a:;. ~ e~. to nos est~ indicando 
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Fig, 11, Efecto del Hg sobre la Reacci6n de Intercambio Pi-PPi a 

pH 6, S y pH B, O 

En el panel A se grafica la reacci6n de Intercambio Pi-

PPi contra la concentraci6n calculada de MgC1 2 libre. 

El medio de reacci6n fue el mismo que en el panel A de 

la ~ig. 10 y el tiempo de incubaci6n fue 1.5 ruin, En 8 

tc:nenios la gréfica de Lineweaver-Burk obtenida de los 

datos de A, 
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Fig. 12. Efecto de Diferentes Concentraciones de MgHP0 4 sobre la 

Cinética de la Reacci6n de Intercambio Pi-PPi. 

Griifica de L i neweaver-f:•Jr k de la reacción de 

Intercambio Pi-PPi en función de la concentraci6n 

calculada de HgHPb 4 • Las condiciones experimentales son 

las mismas 91_1e en la Fi91 10 pero variando la 

concentraci6n de Pi a pH 6.5 y pH e.o. 
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posible inhibicié.r1 competitivo:; del H 
+ 

sabre la er1zima en un 

sitic1 de n~t1.1ral~=a ar1i6nica el CIJal el M·3 
2+ 

1 ibr •;:i podía en 

iriteraccionar, 

3 .5. EFECTO DE LOS CATIONES DIUAl.ENTES EN LA REACCION DE 

TNTERCAM8TO Pi-PPi. 

Como se n1encian6 anteriormente1 el sustrato real de la 

reacci6n de intercan1bic e~ ~l complejo M3HP0 4 • no 

ha explorado en detalle si otros cstiones divalentes pueden 

sust,i t,1.1i.r al M3 2
+ en la r-P-acci.;n de ird,ercambo F'i-F'Pi~ asf como 

en la hidr6lisis. Por t~ntcr para estudiar esta posibilidad1 se 

lley6 a cabo et ~xperimenta de la Fi9. 13~ a pH 8 y en presencia 

de diferentE-s catior1es divalentes (Mgr Zr1r ca~ Mnr Ca y C1.1) ~ 

1.1na concentración fi j.-3 de 1 mM. Se eligi6 1 n1M porque 2 

altas concentraciones se detectaron precipitados1 los cu3les se 

Como puede verse' en la Fi9. 13 y~ 

'=nt.1-?riormente <Fig. ~l M9Cl~ a 1 rnM 3ener2 

intercan1bio ~ue con el transcurso del tien1po decrece! 

los y 

rJ e 

el 

torjos 

Co.'.:?:+ 

pu_eden m3r1tene-r la reacción de intercani;:110 pi::.•r-o ;,olu 1::11 i..111 ..J V•• 

del total producido por 
.. 2+ 

01 M'J y de 1.1f1ci íl1<:Jí1•.~r·.;; ,;12.s l•..::1:.::. 

Del e:·:per imento :;interior· los c3tior1es 

diva lent.t..•s: s ón .. ~n 

ejercierido 1,1n;; inhlbitor i.21 la !'e2cción, 

explorar esta posibilidad se hi:o 01 c>:per1ffiento de la Fig. 141 

en el c1.1al las CT'r:<matáfciros SFJ ir1cub2ron '2n pre·3er1ci.2 de 10 m M 
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Fig·, 13, Efecto de los Cationes Divalentes sobre la Reacción de Intercambio Pi-PPi de la PPiasa de He11brana de 

Crorialóforos. El medio de incubación contenfa: Tris 11aleato 50 a.H pH Sr F'Pi-1/a 0,67 riH pH Sr F'i-Tris 1 1H 

p~ Sr Pi
32 

10
6 

cp11u 1 111H del respectivo catión divalente y 100 ug BCI, Se incubó a los lie11ipos indicados a 

25°C, los cromatóforos eipleados se lavara~ dos vecesr en priLer lugar con Tris-Cl 10 mHr EOTA 5 nH pH 7,5 

y posterior1enle ~on Tris-Cl 10 LH pH 7.5 sola~ente, Estos lavados tienen coao fin ~uitar todos los 

posibles cationes divalenles ~ue tuviera la preparació"n. 

73 



\ 

, , 
' 

Fig. 

o 
o 
<( 
¡¡; 
~ 
<( 
u 
n: 
w 
1-
z 
H 

a:-
o.. 
1 

ti.-

o 
E 
e: 

10 

8 

6 

4 

2 

2.5 5 10 

TIEMPO 

o Mg2+ 10 mM + cu2+ 1 mM 

o Mg2+ 10 mM + zn2+ 1 mM 

a Mo2+ 10 mM 
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• Mo2+ 1DmM+Co2+ 

A Mo2 + 10 mi.: t· Fc2+ 
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20 

(mlnl · ·' 
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111iM 
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• 

30 

1q. Efecto de los Cationes Divalentes sobre la Reacci6n de 

Intercambio Pi-PPi en Presencia de Altas Concentra-

cienes de HgC1 2 • 

Las condiciones experimentales son las mismas de la 
< 

Fig. 13r e):cepto que se a9re96 10 n1H de HgC1 2 • 



de M3Cl"l~ donde la re2i:-ción de intercambio es má::ima (2se31Jr,~ndo 

asl sL1ficiente suslrmto Mg-PPi y MsHPOq) y con t de los 

diferentes cationes divalentes. Con MgC1
2 

solamente~ se obtiene 

a los pocos n1inutoE una alt2 actividad de intercambiar 

como ya se ha visto (Fi9. 4 ) ' de un decr·emento debido a la 

hidr61isis de PPi. En presencis 
2·t-

de 10 mH de M9C1 2 el Ca y el 

Cuz·~ no modifican el total de la reacci6n de intercambio~ s6la 

hacen 
2+ 

el Mr1 '/ ~l 
2+ 

Co i nducnn 1.1n 

fin<aln1ente1 
2+ 

e 1 Zr1 y el 
2+ 

Fe 

inducer1 ~1na inhibici6n muy grande de lE remcci6n de intercambio. 
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EFECTO DE LOS CATIONES DIVALEl~TES EN LA REACCION DE 

14IDROLISIS DE LA PIROFOSFATASA DE MEMBRANA, 

En 18 literatura (ver Introducci6n pit3. 28) se ha descrito 

qiJe los cationes dival0ntes como el el 
- 2+ 2+ .1,...n y e 1 Mn :on 

pobres sus-t.it.•.il-os <::.'n la hidrólisis F'Pi en 

resccione: que pc.·r-c er1 estos es-t.udios los 

cationes dival0ntes f1J8ron usados e 1Jna s61a concentraci6n. Por 

l t> tanto~ =~ investi96 el efecto de varios cationes d1valentes 

los ·::¡ue forman par+,e r:li::< lo~ oli8oelementos del 

me di o de c1.1ltivo~ ver sección de Hétodos)r v~rias 

concüntraciones y a p~I 6.5. Esto: e>:perimentos se muestran en la 

El 7 2+ .... n a concerrtraciones bajas produce una hidr6lisis 

PPi en una c:;i-nticiad campar a ble a la con 

concentraciones el tas. El ;-..r1·oduce una hidr,-:llisi~ 

de 

,,. 

el 
2+ 

Mn sólo da 1.Jn 20/~ del ma::imo. 
.,_._ 

r: u"- · 

ver Fí3. 15) no producen una hidr6lisisde PPi me~ible, 

ninguna concentraci6n probada. Es interesante notar 

ol 
º+ Co- producen curvas de hidr6lisis n1~~:im2 y ~~t~ 

pH s.o pr orJ1_•c.::;; 1_1r1 ::- hidr61isi':i r:::. 

mostracfos). Esta es la ra=6n ?Or la cual 8altsc¡1eff3ky• 

~'+ ~+ "'""!~ 
zn- ~· e~- sustituy~r1 n1uy po0r~11ienl~ al ~18- en 

lo reversa del ti·IDnsporte de electron~s producid~ por ',' ~ 

que ella utiliza un pH de 7.4~ 

10;; cationes;, 
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Fig. 15, Efecto de Diferentes Concentraciones de Cationes Oivalentes sobre la Actividad Hidrol!lica de la PPiasa de 

He;ibrana de Cro&atóforos. 

Las condiciones del medio d~ reacci~n son: Tris-maleato 50 ~H pH 6,5, PPi-Na 0.67 mK pH e.o; la 

concentración in~icada de los cationes divalanles se añadió 15 ses antes de iniciar la reacción con 100 us 

de BCI• El tiempo de incubación fue 5 min a 25°C y 
0

se utili::aron crorialóforos lavcdosr camio en la Figo 13, 
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Po~ otr2 parte· es importante hacer notar que a pesar de que 

una constante de asaciaci6n por el F' F' i m1Jy 

parecida a la del Clo3 Ks=6.2 pera PPi/C•) Martell y Sillén, 

1971> no es sustrato el complejo Cu-f'Pi para la hidr61isis. 

Para llevsr a cabo un 2n~lisis1 1Jn poco n1és d~·tallado 

respecto de estos res1Jltados~ los cationes se dividieron en dos 

8r1Jpr)S, le 

hidr6lisis de PPi y a altas concentraciones inhiben la actividad 

2+ 
( Zn ' MnZ·f); y en otro1 aqi.tellos qrJe 

hidr6llsis e njnguns cor1centraci6n 

De ceda 3rl•po se ~sco9ieron al9unos p2ra estudiarlos en detalle. 

CATIONES QUE AL FORMAR COMPLEJO CON PPi SE HTDROLIZAN Y A ALTAS 

CONCENTRACIONES INHIBEN LA ACTIVIDAD. 

Con respecto a la scci6n bif~sica 
~+ 

.jel :?.n- sobre PF'ias2 

de membran.=r • e::ister; las si31.1ir~r1tt::•s poslbilidades! ri) e 1 - 2+ 
Lí1 

l]bl"E- e::; inhibido\"' y 8) la especie inhibitoria GS el cornpl~jo 

Zn-PPi-Zn. En ~1n int~nto para diferenciar entre estas posibili-

•:alcr~tlar.las ÓP. complejo Zn-F'Pi 

concentr-ac:ión zrrc1
2 

cromzt6foro", '•' PF·j r~ •),f.? rnM (Fi9. . .. 
J..(;\ J • 

Como se puede obs~rvar en l~ Fig. 

complejo 

'.'·f 

con el PF·i • 

2+ 7,-, 

t ó .• 

1..Ul1L 1::'11L1·<:ic:l.Cnes 

1 i br e la 

nr2::cl2 r::ord.eni !? 

+.odo el f1J r r.12 

'Zn- debi~n ~ la ~Ita consl~nt~ de ~~oci~c16n del - 2+ .:.n 

por el F'Pi <Jo:;J !.'E""-1l .66r f'íartell '>' Sillénr 1971). Ls actividad 
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Fi9. 16, Dependencia· de la Reaccién Hidrol!tica de las Concentraciones del Co~plejo Zn-PPi y Zn2+ libre. 

la concentración de ZnC12 añadido en la ~ezcla de reacción (en las ~isLas condicones de la Fi3. 15) se 
Zt . 

9raticá central la actividad Hidrolit.ica (-1-)1 las cor1cent.raciones calculadas de Zn-PPi (-o-J y Zn libre . .. . 

(-•-)1 y la forai~ción de· precipitado (-r:i-) Ci.edida coe;o la absorbancia a 340 nl!f bajo }¡;os condiciones de la 

reacción. Se indica e---) el total de PPi añadido, : 
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hidroli+.ici3 1:-oncen l r r:? e i on12~:; co111plP.jo Zn-F'Pi es 

má::in1~~ lo 1...¡ue inrJic<:. que el con1plejo Zn-PF'i es: '~'n buen su5tr·8to 

la enzima, Sin embargo, a medida que l~ concentraci6n de 

1 i bri:? aumenta, la actividad hidrclítica decrece con •.•n 

coef:iciE-nte de co1·relaci6n lineal de 0.87 ~· po·Lencial de 0.98. 

libre es la especie inhibitoria. 

Por otra p21·te~ el 0fecta inhibitorio también podrí3 deberse 

la formaci6n del complejo Zn-PPi-Zn q1Je $e formaria altas 

de 2+ 
Zn y ·11.11? ;:;os -3l+.ar.11?nt,P. precipit.able, En la 

se mvestr~ también la medida de le precipitaci6n del 

sistema, detBrminada par nefelomelria c3ao nn1). Se abser•1a •1r.re 

hay sino hasta a allas concr::n-Lr 3c:i. ones do 

:ncl
2 

a~adido (10 mM>. Est,o ¡Jt.ir~de e::plic.:;r la inhibici.6n 2 ;~st.a 

slta concentracl6n• pero 

ZnCl'? ar.adido, e:{iste forrnact6n de precipitados• 

detectables hasta después de 5-7 niin de incr_rbaci6n con el c~ti6n 

rl~<:'CT' i t,f)<; 

antes adición de los cromat.-;forDs ·¡ tiemr ... o de 

el tipo d0 ~n~li:is e1hpl8ado en la no es 

;:c:;.~:!.¡,:j::. = .... :·r:. :r. 

reportados en la Fis, 17. Como 

un ir1cremento lirt~3l de 12 cor1dwcli\'idmd, en presenci~ de 0.67 

de PPi y ~in ZnCl~ se obtiene un2 conductividad inicial 

debida a la cond~1ctividad producid2 por lE presenci2 d t? l 
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" E 

" "iñ 1.0 

E 

0.51.0 

+0.67mM 

5 10 

~nc12JmM 

Cambios en la Conductividad Inducidos por el ZnC1 2 en 

Presencia de PPi, 

La mezcla de incubaci6n contenía: Tris-maleato z.5 ruM 

pH 6.5 y las concentracian~s indicadas de ZnCI 2 • En 
.. 

el trazo superior C-o-) se a~adi6 PPi-Na 0.67 ruH a la 

mezcla, 
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ppj; cuando se a91·e92 Znc1
2 

er. presencia de PPi no se obtiene un 

incren1en1.o en la conductividad debido a la quelaci6n del Zn 2
+ 

por· el F'Pi~ 12 

conduct i v j_ dad arri~o rJe concentra-

la cond1Jctividad aun1enta en proporci6n 3 1a cantidad de 

Znc1
2 

ar.adido, Este 6ltimo 21Jmento na es sstri~taruente ?aralelo 

al observado 

formando 1Jn poco de complejo Zn-PPi-Zn 5% d~ la concentraci6n 

total), esto irodica que la inhibici6n principal de le activid~d 

la PPiasa de n1embrana es debida a Zn:·• libre• o bien la 

presencia complejo 

Zn-PPi-Zn, c·1.1ando 7nr:'l-: 

añadido. 

En el C3SO rjel . j J 7r,2+ se compor-t.:3 111u:; f'2T'8<.::1• o a. _ 

<Fi9. 15), pero con íli~nar eficier1ci2 par~ producir la hid1·6lisie 

de F'Pi ~ el análisis es semejante 21 del con10 se n1uestra en 

18. precipitados 

nin9una conc~ntraci6n d~~ CoCl~ aR~di•ia. L3 acti•1idad hidrolílica 

de-crece concE:nt1- ací ón libre '-"•-' 

con un coericier1~e de cor1·elaci6n lineal de 0+78 

potencial de 0.96. '-' l º' e']-

especie inhibidora de la actividad en=i1t1álic~. 

Esta::; la id0a propuesta 

en::in1a tienG' 

rEacc:i.ón de 

i:'i 1 9 i_lf¡ (D z.;l9ur1c1s) sitio 

~+ 
::•1_1ede ·:;121' U•:·1.•p<:i•..iu j-'l.JI ~1 M·~-· 

:i rd,e-r·~snibio " 
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Precipitado 
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[CoClr]AÑADIDO mM 

Dependencia de la Hidrol!tica de las 

Concentraciones del Complejo Cc-PPi y Co2~ libre. 

Las concentraciones de CoC1
2 

aRadido al medio de 

reacción (mismo de la F i g • 15) se sraf icaron 

contra: La actividad ·hidrol!tica (-o - ) , las 

concentraciones calculadas de Co-PP. (-O-) y Co 2 + 
1 

libre (-¿-), y la fo~mación de precipitado. 
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irrhibirl0. 

CATIOt~ES Q\JE FORMAR COMPLEJO CON PPi !JO SE HIDROLIZAN A 

NINGUNA CONCENTRACIDtl, 

En lo<";; casos del 
':'+ '.'?+ 

ca- y riel Cu~ los cuale:; no 

hidr6lisis d~ F'F'i· se tiari cor1sider2do varias posibilidades! a! 

q1 . .1e se ·¡ Ci.• 2 + con F'F'i1 pero que 

el C=2 + D •l C•_,z+ 11·~~~ no sean sustr2tos p6ra la hidr6lisis' b) - ~ u·~ 

~or1 inhibidores de la a~tividadt y e> 
-·1 

q~e el PPi es la especie 

Para e::plorar més a fondo estas posibilid3des y emp8:2r a 

discrin1ir1ar de la 

F i '3. pu1;ir:1e 

observat·<::,I? en les c2Lior1os ¡:·1.1 CO· el er1 form;:1· 

con el PPi er• canti1j3des si9nificativa~1 por ·.:¡u•C: SIJS 

'?.,,. 
de aso c.~ ,:,ción sor1 n1u·¡ !ii\'.?íl1t'j~1nte:.: 2 le- rJel M3-

M9=6, O, M2rtell y Sillér11 

1971)' ~n cons~cuen~1a~ 

Cu-F'F'i Bn el niedio. sor. 

libt'e. 

e ·~ue p1.18den 

ir:hibit.orias. 

si ,, .. '!_ 

catiór1 libr-c•• ~~ 111idi6 1~ hidr6lisis de PF'i en pre$Qrtcie de 10 

mM M3Cl2 y 0.67 mM rje PPi a pH a.o, s1.1f1cir~nf.e 
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Fi9, 19. Efecto de las Concentraciones de ca
2+ libre y del Co1plejo Ca-F'F'i sobre la Hidrólisis de PPi, 

Las condiciones experi111entales para 11e.dir la hidrólisis de PPi fueron las eisaas de li Ft9, 15. Las 

concentraciones de .CaC1
2 

añadido se grafica contra: Hidrólisis de f'Pl C-a-)1 las concentraciones calculadas 

de Ca-PPi C-o-l y la Caz+ libre (-•-lr y la for~acióri de PPi. 
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2+ Fi91 20, Dependencia de la Reacción-Hidrol!tica de las Concentraciones del Co~plejo Cu-PPi y Cu libre, 

Se 9raficaron las concentraciones de CuCJ2 añadido a la m~zcla de reacción len las •ismas condiciones de la 

Fi9. 15) contra: l~ Actividad Hidrolitica l-•-)r las concentraciones calculadas de Cu-PPi l-o-l y cu2+ libre 

l-•-}r y la foraación de precipitados (-A-). 
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mM~ Fi·J· '.:1. :::r, <=:·'~t;:; Fi.3. ;;o:::· 0bseT''.'ó? 

inhibic::i 6n de ls 2ctividad hidroliti~a inducid= lo~ 

_ 2+ H 2+ 
~iferent~s c~tiones pero de distint3 ma3nitud. El Ln y el Tl 

sor1 buenos inhibidore~ C;; 2 + y el 
2+ 

Co infliber1 cePca 

del 60i;, el 
2+ 

Cu ~' el 

Para ir1vesti·32r estas inhibJ ciories se hi::u el ar18li::.is de 

los complejos y 8Sp8cies libre3~ para el ~aso del ZnC1 2 se ve en 
'? -'• 'r • 

El zn- d2spl3=a ~l Mg_T d@l camplc.Jo M9-PPi y forma 

~l comple:·Jo :. ... omo ya se mencionó 15)~ es 

es~o indica q~e el inhibidor es el 

-,. ~+ ,n libre1 come se ha s~aerido antes. 

El 
2+ 2+ 

Ca no desplaza 21 Ms del complejo rl9-PPi 23); 

se inhibe la actividad de hidr6lisis~ e: tr· avés de 

un proceso ~ue correlacions con l~ ccncentraci6n de Caz+ 1 i br e 

Ccoeficier1te de correleci6n lineal de 0.98> y del colliplejo Co-

PPi <coeficiente corr0laci6n lineal de 0.97) Sobre este punto, 

hay ec.ir1sir.:it:-rar ~-" s +,é mayor 

concentraci6n q~e el Ca-PPi, 

º+ El Cu~ forma complejos con PPi~ ye su~ tiene •Jna canstanto 

de asociv.ición m1.1y M 
Z+ 

SPn1e jante '21 '.;:l l~s=6.: Mar tell 

Sillénr 1971) por el F'F' i; p0T'O estos complc>jo;; roo =.on 

reconoc1dos por <:1•111 111,;'"'' ...:::. Cu
2

+ i;-.:-,i!:"~ :~:·-·~-· ;-·~<;r:i 1 , 

act.i .. •idad hidrul l t.ic5 \Fi:;¡. 2.1:, 

E ro las condicir1rii.::<:i •.tsar:l2s en los e::per imentos anteriores' 

las inh:íbiclone5 observ;:-!dBs no p1_1erJen ser 

preserici a 
-4 

F'F'i • debí.do carie en t.r ac i or, es de 

E'l11plead<0-s cu2les ir1hibe 1 ¡:. ;;;ic·L i vi dad 
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Fi9, 21, Efecto de Diferentes Concentraciones de Cationes Divalenles sobre la Actividad Hidrolitica de la PPiasa de 

He~brana a Concentraciones Altas d~ Hgc12• 

Las condiciones experi1ientales fueron: Tris-Cl 50 mH pK e, PPi-Na 0167 QH pH Sr H9Ct
2 

1Ó m~, 100 u9 de BCI 

y las concentraci.ones indicadas de Cationes Oivalentes. Tie1ipo de incubación 5' a 30°C. 
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Fig. __ 22. Dependencia de la Reacción Hidrolitica de las Concer1lrocior1ei del Cc:plcjo Zn-PPi y de zn2+ libre en 

presencia de al tas concer1Lraciones de tlgCI
2

• 

Las c_ondiciones experi11entales son las de la Fig. 21. _Se graficó: % de_ la actividad hidrol!tica (-1->r 

co111plejo tig-PPi (-o-)r Co1iplejo Zn-PPi (~-Jr zn
2+ libre (--0-Jr precipitados (-•-) y PPi añadido (---J; 

contra la concentra~ión de ZnC1
2 

añadido, 
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Fi91 23, Oependen.cia de la Reacción Hidr~l!tica de.la Corieentración de Ca-PPi y_ca
2

+_ libre en Presencia de Altas 

_concentraciones de t19c1
2

• 

las condiciones experh1entales 5Dn las 111is11as de la Fig. 21 •• Se 9raficó la concentración de CaClz añadidor 

contra: % de la Actividad f-1-), Ca-PPi .. f-A-)r Ca2
t libre (-o-), 113-PPí <-o-Jr precipitados C-•-) y PPi 

eñadido (--), 
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11idrcl!tica> todo el PPi presente en el n1edia est~ en forma de 

con1plejo1 ya sea cott10 M3-PPi o coruo Zr1-PPi. 

3,7 SUMARIO DE LOS EFECTOS DE LOS CATIONES OIVALENTES SOBRE LAS 

REACCIONES DE HIDROLISIS Y DE INTERCAMBIO Pi-PPi DEL CRDMATOFORO 

Los efe~tos que~ sabre las reacci~nes de hidr6lisis y de 

in~ercambio Pi.-PPir tienen los clivalentes pueden 
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TR8LA 5: ~esurrien del Efecto de los Cationes Divalentes sobre la 

CATION 
DIVA LENTE 

Hs 

Zn 

Mn 

Co 

Fe 

C~r 

Co 

Reacci6n de Intercambio Pi-PPi de la PPiasa de 

Men1brana del Cromat6foro. 

• COMO 
SUSTRATO 

100 

o 

56 

45 

o 

o 

o 

92 

X DE INHI8ICIDN CON 
l mM DE CATION OIVA
LENTE Y EN PRESENCIA 
DE 10 mM DE H9Cl 2 

58 

80 

66 

92 

16 

o 



TABLA 6. ResUffien del E~ecto de los Cationes Divalentes sobre la 

CAT!DN 
DIVALENTE 

H3 

Zn 

Hn 

Ca 

Fe 

Cu 

Ca 

Reacci6n Hidrolitica de la PPiasa de Merubrana de 

Cromat6foros. 

% COMO 
SUSTRATO 

100 

100 

10 

61 

4 

o 

o 

93 

X DE INHIBICION CON 
1 oM DE CATION DIUA
LENTE Y EN PRESEN~IA 
DE 10 ruM DE MgC1 2 

8 

96 

81 

63 

39 

21 



C~oF'ITULO 4 

CONCLUSI.ONES 

Los de este trabajo nos han peru1itido conocer-

algunos de los factores ~tie controlan la reacci6n de hidrólisis 

de PPi y a la reec=i6n de intercambio Pi-PPi de la PPias~ 

1) En concordancia can lo reportado por Randahl1 1979~ el 

p2r3 le re2cci6n de t1idr6lisis es el complajo M3-PPi a 

traves ~e iJn proceso ir1dependiente del 

2) En contriste~ le 8r1teriort l¿¡ r['<nc-ción de :l.nter·can1bio 

Pi-PPi requi~re~ 

de 
2+ 

M3 por arriba da la de PP1, 
'+ 

Es rjecir el M3~ tibr~ rajerce 

un efeci.o estin1~lctorio sobre lm reEcci6n de intercnmbo Pi-PPi, 

2) 

4) de i1"iterca111bio lo 

concentraci6r1 de M3-PPi hidroli:ado. La rcacci6n de ir1tercaffibio 

la ilir:!rQli.sis del F'F' i si i:. i Q 

catElíLico y 12 liberación del f'f'1 Torni~oo el 111~oia. 

5) El efr;!r:to los . - ~ - . 
•J ¡-~•.O: .. '""'' l~·.:::0-

propi~dades catalíticas de la PPias~ de n1en1bran~ dependen de su 

concentraci6n, 

A) Los siguientes cationes pu~den foríl1ar complejos con F'Pi 

ser sustratos ec~i~os. 



Los ~iguientes cationes divalentes en su forma libre 

pueden actuar como inhibidores de la PPiasa de membrana 
2+ 2+ ?-f. ?+ 2+ 2+ ?+ 

Zn > Mn > Ca- > Co- > Fe > C1.1 > M'.:J-

F'or lo tanto, se sugiere que la en=ima tiene un sitio par~ 

el catión di·.·alnnte ¡.:.1·opi8dad~s 

cat2lítica.s, 

En fr.1turo~ conocer m~s prof1;ndamente 

acerce de los ir1ecanizmos moleculares a través de los cuales esta 

canali=a la energía de lo~ sradienLes electroquímicos de 

protones par2 sintetizEr PPi. 

Especíricarnente, ~ 0 trabajar¿ sobre: 

1) el posible mec2nisn10 alostérico de esta en=ima tanto en 

la membran~ corno solubilizada. 

2) La determinación de la enersía de activ~ci6n de 

reacciories de hidr61isis, intercambio y de eintesis, esta 

enzima, l~J mnmbrana 

3) El efecto de cationes divalentes y solventes 

4) Cor1ocer sl relación entre la PF'iasa 

citoplésruica y la membrana!. 

5) Est1_1diar 

respirato;ias de bacterias fotosintéticas. 
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