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Introduccion.

En el mundo todos los organismos necesitan materiales y energia para mantener
su elevado nivel de complejidad y organizacion para vivir, como la homeostasis,
crecer y reproducirse. Estos adquieren los materiales que necesitan, llamados
nutrientes, del aire, el agua o el suelo, o incluso de otros seres vivos. Los nutrientes
incluyen minerales, oxigeno, agua y demas sustancias quimicas que construyen los
bloques de las moléculas bioldgicas. Para que esto ocurra y se pueda mantener la
vida, los organismos deben obtener energia, que es la capacidad para realizar
trabajo, lo cual incluye efectuar reacciones quimicas, producir hojas en primavera o
contraer un muasculo. Las plantas y algunos organismos unicelulares captan
directamente la energia de la luz solar y la almacenan en moléculas muy
energéticas, como los azucares, mediante un proceso llamado fotosintesis, tales
organismos se denominan autotrofos. Los organismos que no pueden realizar la
fotosintesis, como los animales y los hongos, deben obtener energia ya almacenada

en las moléculas de los cuerpos de otros organismos y son llamados heterétrofos.

La fotosintesis es el proceso por el cual la energia solar se convierte en energia
guimica. En esta transformacion intervienen varios tipos de moléculas; unas a traves
de la evolucién se han especializado en atrapar la energia luminosa, y otras son las
responsables de fijar el CO2 y sintetizar los carbohidratos. De hecho, el proceso
fotosintético se inicia con la captura de energia luminosa y termina con la formacién

de carbohidratos; en el camino se forman el oxigeno molecular y ATP.?




El proceso fotosintético es muy complejo, y se le suele dividir en 3 etapas:*

1. Una etapa de radiacion, en la cual la maquinaria fotosintética atrapa la energia

luminosa.%

2. Una etapa llamada fotoquimica; y en la cual se obtiene una separacién de cargas

o0 sea las primeras reacciones de oxidorreduccién.?

3. Finalmente la etapa bioquimica, en la cual ocurren las reacciones de transferencia
de electrones, y se sintetizan los carbohidratos, y que también comprende la sintesis

de ATP.2

En la actualidad casi todas las formas de vida del planeta, dependen de los azUcares
producidos por organismos fotosintéticos como fuente de energia y liberan la
energia de esos azucares mediante la respiracion celular, empleando el producto

de la fotosintesis, es decir, el oxigeno.*

Con base en lo anterior y considerando la importancia de la fotosintesis se propuso
realizar un cuaderno de apuntes del tema de fotosintesis tratando de explicar de
forma sencilla y esquematizada diferentes aspectos involucrados en el tema,
ademas de proponer y realizar una practica de fotosintesis para ser implementada
en el Laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos | (BCT 1), en la que se
incluye el aislamiento de cloroplastos y observacion de la capacidad fotosintética de
algunas plantas, ademas de la separacion de los pigmentos fotosintéticos y
obtencién de su espectro de absorcion, con la finalidad de observar, actualizar,
facilitar y ayudar a comprender la importancia de las diversas reacciones del

proceso fotosintético como tal ya que estan relacionadas con el funcionamiento vital

s
2



de todos los seres vivos; ademas de que el tema de fotosintesis es un contenido
importante del moédulo de BCT I, que se imparte en el cuarto semestre de la carrera

de Q.F.B. de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.




Marco Teérico o fundamentacion

FOTOSINTESIS

La palabra fotosintesis tiene en su nombre raices de origen griego photo que
significa “luz”, syn que es equivalente a “con” y thesis que expresa “conclusién o
posicion”. Podriamos definirla como un proceso mediante el cual organismos como
las plantas verdes, a partir de moléculas sencillas como el diéxido de carbono (CO3)
y agua (H20) transforman la energia de la luz solar en energia quimica que se
almacena en los enlaces de la glucosa (CeH120s6) y libera oxigeno molecular (O2).

La reaccion quimica general para la fotosintesis es: 3 4

6 CO2 + 6H20 + energl'a luminosa — CeH120s (glucosa) + 602

Esta reaccion quimica, omite el hecho de que en realidad intervienen docenas de
enzimas que catalizan varias reacciones individuales las que se pueden dividir en
reacciones dependientes de la luz (que ocurren dentro de las membranas de los
tilacoides) y reacciones independientes de la luz (que se realizan en el estroma
circundante). Cada grupo de reacciones se lleva a cabo dentro de una region
diferente del cloroplasto; pero las dos reacciones se enlazan mediante moléculas

portadoras de energia.’

ESTRUCTURA DE LAS PLANTAS

Aunqgue la fotosintesis se lleva a cabo en los procariontes como las cianobacterias,
en los granulos asociados con la membrana plasmatica, y en los eucariontes como
las plantas y algas verdes en los cloroplastos, revisaremos algunos aspectos de la

estructura de las hojas de las plantas.




N

= A. Hojas verdes donde se
__J lleva a cabo la fotosintesis.

mesofilicas

e ™ /

{ B. Corte seccional de una hoja

que muestra las diferentes
estructuras de las hojas.

C. Observacion de los cloroplastos al
microscopio optico a 100x.

Figura 1. Estructura de las hojas. A) Hojas verdes donde se lleva a cabo la
fotosintesis °, B) Corte seccional de una hoja verde y diferenciaciéon de todas sus
estructuras 1, C) Observacion en el microscopio de cloroplastos aislados en el
objetivo de 100x.

La forma aplanada de las hojas hace que la superficie de las hojas esté expuesta a
los rayos solares y el hecho que soélo cuenten con unas cuantas células de espesor

garantiza que la luz pueda llegar hasta los cloroplastos (Figura 1).

Cloroplastos (Figura 2): Las plantas superiores contienen una gran variedad de
plastidos que son organulos exclusivos de células vegetales y estan relacionados
con procesos metabdlicos importantes como de sintesis y almacenamiento de
sustancias. Los cloroplastos son organelos fotosintéticamente activos, que

consisten en una doble membrana una externa que es muy permeable y una

e
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membrana interna que posee moléculas transportadoras que regulan el trafico
molecular, ademas encierra el estroma y otras estructuras que mas adelante se
mencionaran, los cloroplastos estan presentes predominantemente en hojas y tejido
verde; la presencia de altas concentraciones de clorofila les da su apariencia verde.
Su funcién estd relacionada con la captacion de energia solar y la fijacién de
carbono atmosférico durante el proceso de fotosintesis.67:&

En las hojas las células contienen de 1 a 1000 cloroplastos, que varian
considerablemente en forma y tamafio que se caracterizan por ser cuerpos

discoidales o elipsoidales que llegan a medir de 2 um por 5 um.%10

.y Membrana
A) - externa

Granas |,

/

Espacio
Intermembrenal

Gra
(Pila de Tilacoidos)

Figura 2. Estructura de un cloroplasto. A) Esquema de un cloroplasto caracteristico de

plantas superiores - B) Microfotografia de un cloroplasto??.

PIGMENTOS: Los cloroplastos contienen varios tipos de moléculas de pigmentos
gue absorben diferentes longitudes de onda de la luz, estos se mencionan a

continuacion.!




1) Clorofilas: El fotorreceptor principal de la fotosintesis es la clorofila, tiene una
estructura molecular de tetrapirrol ciclico de las porfirinas, es similar al grupo hemo
de las globulinas y citocromos, una diferencia es que en la clorofila el ion metalico
central es el Mg (ll), en vez de Fe (ll) o Fe (Ill), otra diferencia es que la clorofila
tiene un anillo de ciclopentanona (anillo V) fusionado al anillo 11l del tetrapirrol. En
su estructura hay una cadena lateral hidrofobica de fitol que contiene unidades
isoprenoides (unidades de 5 atomos de carbono que son base de bloques
constitutivos basicos de muchos tejidos) y que ancla las moléculas de la clorofila a
la regién hidrofébica de la membrana tilacoide (Figura 3).1013

La diferencia entre clorofilas es que en la clorofila a, posee un grupo metilo unido al
anillo 11'y la clorofila b tiene unido un grupo aldehido en lugar del metilo antes
mencionado de la clorofila a (Figura 3).6:10.13:

Y es —CH; en la clorofila a

Y es —CHO en la clorofila b

3

Cadena lateral hidrofabica de fitol

Figura 3. Estructura quimica de la clorofilaay b

Los eucariontes como plantas y algas verdes contienen clorofila a y b, y los
procariontes como las cianobacterias solo tienen clorofila a, ademas de que otras

bacterias fotosintéticas que no son las cianobacterias tienen bacterioclorofilas.'*




1.1) Clorofila a: este pigmento se encuentra en todos los organismos fotosintéticos
que producen oxigeno, desempefia un papel principal en la fotosintesis en los
eucariontes, ya que son las moléculas que captan la energia luminosa e impulsa
directamente los acontecimientos fotoquimicos de la fotosintesis. La clorofila
absorbe intensamente las luces violeta, azul y roja; pero refleja la luz verde, dando

asi el color verde a las hojas. 1613

Dentro de los pigmentos vegetales se encuentran los denominados pigmentos
accesorios, que son moléculas que absorben longitudes de onda adicionales de
energia luminosa para “completar” el espectro de absorcién, cubriendo las regiones
espectrales donde las clorofilas no absorben fuertemente y después transferir esa
energia a la clorofila a, para que sea ocupada para los procesos fotoquimicos que

esta impulsa. -1

1.2) Clorofila b: actia como pigmento accesorio absorbiendo energia luminosa y

pasandola a la clorofila a. &

2) Carotenoides: son moléculas isoprenoides que se encuentran en todos los
cloroplastos, son pigmentos accesorios, absorben la luz color verde y azul, pero a
la vista son pigmentos en color amarillo o naranja pues reflejan longitudes de onda
de ese color. Estos pigmentos estan presentes en las hojas, pero su color esta

enmascarado por la abundante cantidad de clorofila que es de color verde. 1,6.

La funcién principal de los carotenoides en las plantas es brindar proteccion a las

plantas de los dafios que producen los radicales libres por exposicion al sol. #

Los carotenoides mas comunes que se encuentran en las plantas verdes son el
beta-caroteno que brinda el color naranja y amarillo en los vegetales ademas de
tener actividad provitamina A en los humanos, y también estan las xantofilas donde

la mas conocida es la luteina. ¢

Otros pigmentos que se encuentran en frutos, hojas y flores son los flavonoides que

se dividen en flavonoles, catequinas y antocianinas, estas Ultimas son las




responsables de la gama de colores que van desde el rojo hasta el azul y se

encuentran por ejemplo en las flores Nochebuenas. "

CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica de separacion, que se utiliza para la identificacion
de sustancias, y también para separar los componentes de una mezcla. Es una
técnica econémica, ya que pese a no ser una técnica potente no requiere de ningun
tipo de equipamiento especializado. El método consiste en desplazar los
componentes por un papel o placa adsorbente, a diferente velocidad, por medio de
un disolvente, aprovechando sus distintas solubilidades en el mismo. El movimiento

de los componentes se logra por medio de una corriente de gas o liquido.81°

El fluido, liquido o gas, y la mezcla que se quiere separar se mueven
simultdneamente a través del material adsorbente. Los diversos componentes se
han de detener en forma diferencial para poder extraer y analizar. Las sustancias
se pueden separar por efecto de la gravedad, por presion gaseosa, por capilaridad

o por aplicacion de una diferencia de potencial eléctrico'®.

Existen diversos métodos de separacion por medio de esta técnica de

cromatografia: en columna, de papel, de capa fina y de gases, etc.'®

- Cromatografia por adsorcion solido- liquido: Se utiliza un liquido como eluyente
y un solido estacionario como medio de detencion (gel de silice, oxido de

aluminio, celulosa, almidén, etc).1°

- Cromatografia de adsorcién de gases: La muestra problema en estado gaseoso
pasa por una columna en espiral. Los componentes se detectan sobre el relleno

de la columna por medio de métodos de ionizacion.®

- Cromatografia de particion liquido-liquido: Diferentes solutos se pueden distribuir
ente dos liquidos inmiscibles. Todo ello, de acuerdo con una proporcion, que
depende de sus solubilidades relativas en los dos liquidos, de acuerdo con la ley

de distribucién de un soluto entre dos disolventes no miscibles. Se establece un




equilibrio entre las dos disoluciones saturadas. La cromatografia es utilizable
para la separacion de mezclas de compuestos de polaridad media y alta.%2°

Una de las aplicaciones de la cromatografia liquido-liquido es la cromatografia en
papel. En donde se coloca una o unas gotas de solucién cerca del borde inferior de
un soporte absorbente, como una tira de papel de celulosa de elevada pureza
recubierta de una capa de agua asociada a las fibras de celulosa, denominada fase
estacionaria. El solvente llamado fase moévil se afiade debajo del punto de la
muestra. A medida el solvente se eleva en el soporte, los componentes de la
muestra en el punto también se desplazan hacia arriba, con una velocidad que
depende de que tan fuerte se adsorbieron al soporte. En la adsorcion, los solutos
se adhieren a una superficie. De algun modo, hay una extraccion continua entre el
soporte y el solvente, que también se llama solvente transportador. Los solutos
atraidos con mas fuerza hacia el solvente que hacia el soporte se moveran a mayor

velocidad.1819.21

Como medida en cromatografia sobre papel se emplea el Rf (Retention factor), el
cual se define como el cociente de dividir el recorrido de la sustancia por el
disolvente, esto es, la distancia media desde el origen hasta el centro de la mancha
dividida por la distancia que media desde el origen hasta el frente del disolvente
(Figura 4). %1

Frente del
solvente™*>

SOIULO welp. ]
3
§ Distancia migrada por el soluto
i R,=
3 Distancia migrada por el frente
3
3

origenwmy | - - - -3 ——————

Figura 4. Célculo del Rf.??
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REACCIONES DEPENDIENTES DE LA LUZ (Fase Luminosa o

Fotoquimica).

El proceso de fotosintesis comienza en las membranas de los tilacoides donde se
encuentran unos conjuntos de proteinas, clorofilas y pigmentos accesorios, que se
denominan fotosistemas y es aqui donde se llevan a cabo las reacciones de la fase
luminosa. Hay dos tipos de moléculas de clorofila, las clorofilas tipo antena que se
encargaba de absorber la luz, para pasar esta energia de excitacion a un par
especializado de clorofilas dentro de una pequefia regidén del fotosistema, y estas
son denominadas como centro de reaccion (Figura 5) y asi iniciar las reacciones
quimicas de la fotosintesis. Cada fotosistema contiene aproximadamente de 250 a

400 moléculas de clorofila y carotenoides.>*

Figura 5. Estructura de una
unidad fotosintética donde
se observan los dos tipos

de clorofilas.

Pigmentos
tipo antena

Centro de reaccion

Cada tilacoide contiene miles de copias de dos tipos de fotosistema donde se llevan
a cabo reacciones redox (con transferencia de electrones) ambos se activan con luz
y funcionan de manera simultanea ademas de que cada fotosistema esta asociado

con una cadena transportadora de electrones diferentes, esta el fotosistema | (PSI)
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gue proporciona energia para llevar a cabo la reduccion del NADP* a NADPH, las
clorofilas del centro de reaccién de este fotosistema se denomina P70 donde P
significa pigmento y 700 es debido a que absorbe luz a la longitud de onda menor
de 700 nm para iniciar la reaccién y P7o0* representa el estado excitado de este
pigmento, también esté el fotosistema Il (PSIl) en el cual se realiza la oxidacion de
agua (o fotdlisis) para producir oxigeno y aqui las clorofilas del centro de reaccién
se denominan Psgo por que la longitud de onda mayor absorbida para iniciar la
reaccién es a 680 nm, y Pego* es la representacion del estado excitado de esta
molécula. En las reacciones redox involucradas se encuentra acoplada la
fosforilacion de ADP a ATP en un proceso llamado fotofosforilacion que se

representa con las siguientes reacciones: 613

H>0 + NADP* — NADPH + H*+ O>

ADP +Pi —» ATP

Ninguna clorofila del centro de reaccion es tan fuerte como para transmitir
electrones a la siguiente sustancia de la secuencia de reaccion, pero la absorcion

de luz de ambos fotosistemas es suficiente para llevar a cabo las reacciones.'*

Con lo mencionado anteriormente, se observard con mayor detenimiento la
secuencia de reacciones dependientes de la luz, donde se podra ver la secuencia
en la Figura 6 que también se le conoce como esquema Z, donde la “Z” se encuentra

acostada.

12



Fotosistemall

Fotosistemalll

Figura 6. Esquema Z de la fotosintesis

. + NADP* NADPH

ADP +P ATP

>

Estroma

Fotosistemall

/\\
| |

Fotosistemall

]I:UZ =
g
F\

| o

ML
[51T]

H.0

2H 41120,

W ®

Figura 7. Esquema Z, secuencia de reacciones gue se llevan a cabo en el
estroma y el lumen y como se encuentran los fotosistemas en la membrana
tilacoide.
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FOTOSISTEMA II.

Para entender de una manera mas facil el proceso se comenzara a explicar por el
fotosistema Il. Las reacciones dependientes de la luz inician con la captacién de
fotones absorbidos por el fotosistema Il, que después seran transferidos esos
electrones al fotosistema | mediante una cadena transportadora de electrones. Es
importante saber que a pesar de que la oxidacion del agua para producir oxigeno
constituye la fuente dltima de electrones en la fotosintesis, los electrones que se
producen en ese proceso se utilizaran para “llenar el vacio” cuando la absorcion de
un foton de luz provoque la donacién del electron del PSIl a la cadena
transportadora de electrones. Para que esto ocurra hay una serie de pasos ya que
se necesitan 4 electrones para la oxidacion del agua ademas de que P680* s6lo
acepta un electron ala vez, entonces interviene un complejo proteico de manganeso
y otros complejos proteicos para oxidar dos molécula de agua, que pasaran por 5
estados de oxidacion el Sp (el mas reducido), S1, Sz, Sz 'y S4 (el mas oxidado), para
obtener una molécula de oxigeno, cuatro protones (que permaneceran en la luz del
tilacoide para favorecer el gradiente de pH que impulsa la sintesis de ATP) y cuatro
electrones (Figura 8), que se transferiran del agua al PSII por cada cuanto de luz, el
donador inmediato de electrones a la clorofila P680 es un residuo de tirosina (Tyr)
donde ciertas quinonas (QA y QB) seran intermediarias para acomodar los

electrones donados por una molécula de agua (Figura 6 y 7).1610.13.

wz I e_ Lz E ) wz }‘ e ,‘} Lz ‘?
1 ) 1 153 1 S
“Oscuridad”
= >
2H,0

4H*+ 0,

Figura 8. Estados de oxidacion de las moléculas de agua para la produccion de
oxigeno.
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La cadena transportadora de electrones que une el PSIl con el PSI consta de feofina
(Feo), plastoquinona (PQ), un complejo de citocromos vegetales b6-f (tiene
citocromo tipo b que es el citocromo b6, y el citocromo ¢ conocido como citocromo
f), la proteina plastocianina (PC) que tiene el ion cobre, que es el que actiia como
transportador de electrones como Cu(ll) y Cu(l) en forma oxidada y reducida
respectivamente, y por ultimo esta la forma oxidada de Pz (Figura 6y 7).1%

A medida que los electrones van pasando por la cadena transportadora de
electrones del PSII al PSI, van perdiendo o liberando energia provocando que haya
un bombeo de iones hidrégeno (H*) a través de la membrana tilacoidea del estroma
hacia el Lumen del tilacoide y esto provoca un gradiente quimiosmético llevando a
los iones hidrogeno del lumen del tilacoide moverse hacia el estroma pasando a
través de canales especiales acoplados a las enzimas ATP sintasas (CF1CFo-ATP
sintasa) mas la energia del flujo de H* impulsan la sintesis de ATP a partir de ADP
mas fosfato. Aproximadamente por el movimiento de tres iones H* a través de la
ATP sintasa se sintetiza una molécula de ATP, y por cada molécula de NADPH que

se sintetiza se producen dos moléculas de ATP (Figura 6y 7).1613

FOTOSISTEMA |

La absorcion de un foton por el Pz conduce a la liberacion de un electron
energetizado que pasara por la cadena transportadora de electrones, teniendo
como primer aceptor de electrones una molécula de clorofila a (Ao) y después pasa
a la ferredoxina ligada (Fa y Fg) que es una proteina de hierro y azufre que es
hidrosoluble mévil, cada una cede un electron a la flavoproteina que se llama
ferredoxin-NADP oxidorreductasa (FAD) que utiliza dos electrones y un protén del
estroma para reducir el NADP* a NADPH. (Figura 6 y 7).5%

La transferencia de electrones desde la ferredoxina al NADP* se denomina ruta de
transporte electronico aciclica. En algunas ocasiones el transporte ciclico de
electrones del FSI se acopla con la ATP sintasa para generar ATP en vez de

producir NADPH, esto ocurre cuando hay una proporcion alta de NADPH/NADP* en
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la célula para aceptar todos los electrones generados por la excitacién de P70 Si No
qgue se utilizan para bombear mas protones a través de la membrana tilacoide y
generar ATP (Figura 9).613

Figura 9. Transporte ciclico de electrones del fotosistema I.

REACCION Y REACTIVOS DE HILL.

Mediante las llamadas reacciones fotoquimicas de la fotosintesis, o de transferencia
de energia, la energia luminica se transforma en quimica y es utilizable para la

reduccién del CO: y otros procesos.?*

Estas reacciones se inician con la absorcion de luz por los pigmentos fotosintéticos
gue se encuentran en los tilacoides y como resultado de este tiene lugar la fotolisis
del agua, con la consiguiente liberacion de oxigeno. Los electrones provenientes de

la fotoxidaciéon de la molécula de agua se transportan a través de un conjunto de
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componentes intermediarios o transportadores de electrones. Con lo que ocurre en
los fotosistemas | y 1l los electrones alcanzan la energia suficiente para que puedan
acoplarsele la sintesis de ATP y de NADPH.23:24

Mediante la reaccién de Hill es posible demostrar y caracterizar la relacién del
transporte de electrones con la reaccion luminica de la fotosintesis. EI NADP+,
receptor natural final de la cadena de transporte de electrones, toma dos electrones
y dos protones y es reducido a NADPH y H+. En la reaccion de Hill el receptor final
es sustituido por los denominados reactivos de Hill; entre los cuales se encuentran
la quinona, el 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), el hexacianato férrico de potasio
lll'y el cianuro férrico de potasio. Cuando se emplean los aceptores artificiales de
electrones adquieren una coloracion en estado oxidado, azul el DCPIP y amarillo el
ferrocianuro de potasio, y cuando se reducen se tornan a incoloros, por lo que su
reduccion puede seguirse por la disminucion de la absorcion de luz en un

espectrofotometro a una longitud de onda adecuada.?32425

LUZ SOLAR Y SU PAPEL EN LA FOTOSINTESIS.

-Luz y el espectro electromagnético. - La luz que emite el sol o una bombilla
incandescente, es una forma de energia radiante. Cuando se hace pasar por un
prisma la luz blanca de una bombilla eléctrica ordinaria, la luz se separa en un
espectro continuo o arcoiris de colores. La luz y los demas tipos de radiacion se

componen de paquetes individuales de energia llamadas fotones.*6:1326:

Hay diversos tipos de energia radiante, radiacién electromagnética como luz visible,
rayos gamma, la radiacién ultravioleta y la radiacion infrarroja, estas viajan en modo

de ondas (Figura 10). Estas ondas se describen mediante los términos de:

Longitud de onda: Representada por la letra griega lambda (A) que es la

distancia entre la cresta de una onda y la cresta de la onda siguiente.6:13.26-

Frecuencia: Se representa con la letra griega nu (U) es el numero de ondas

gue pasan por un punto del espacio determinado en un segundo.*6:13.26-

s
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La energia de un foton corresponde a su longitud de onda, los fotones de
longitud de onda corta son muy energéticos (de frecuencia alta); y la longitud de

onda mas larga tiene menor energia (de frecuencia menor) (Figura 10).%6:13.26.

Luz visible. - El espectro electromagnético abarca longitudes de onda que estan
comprendidas desde aproximadamente 400nm (luz violeta) hasta alrededor de
750nm (luz roja). Cada color especifico de la luz visible: rojo, naranja, amarillo,
verde, azul, indigo y violeta, tienen una longitud de onda y una frecuencia diferente.
La mezcla de todas las longitudes de onda de la luz visible da por resultado luz

blanca.1613.26.

Radiacion Ultravioleta. - La radiacion ultravioleta UV tiene longitudes de onda mas

cortas que las de la luz visible. 2%
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Gama completa de radiaciones electromagnéticas.

Longitud

(A)
<
>
Frecuencia  fgrecuencia (Hz)
(V)
104 108 1012 1015 1016 1018 1020
Energia
>
(E)
Longitud 10° 102 10 0.5x10® 10® 10710 1012
de onda
(m)
Tipo de Radio Microondas Infrarrojo Visible UV Rayos Rayos
radiacion X Gamma

| | | |
700nm  600nm 500nm 400nm

Figura 10. Radiaciones electromagnéticas y comportamiento de los fotones. Entre mayor sea la

longitud de onda, menor es la frecuencia y la energia.

Cuando una molécula, por ejemplo un pigmento fotosintético, absorbe un fotén de

luz esta absorbiendo un cuanto de energia y pueden suceder varias cosas:

1. Que la molécula la absorba (se capta, puede calentar el objeto o impulsar
procesos bioldgicos como la fotosintesis) y posteriormente la reemita como un

foton de longitud de onda mayor, al regresar a su estado fundamental.*
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2. Que produzca transiciones y cambios electronicos, vibracionales y
rotacionales, manifestados como calor o cambios en la molécula como puede ser
la emision de un electron.

3.  Que se disperse.t

4.  Que se refleje (rebote en el objeto).™

5. Que se transmita (que pase a través del objeto).*

Los cloroplastos contienen diversos tipos de moléculas de pigmentos, como por
ejemplo las clorofilas a y b, ademas de los “pigmentos accesorios”. Los pigmentos
en conjunto tienen la funcién de ser fotorreceptores y absorber la luz visible en la
fotosintesis. Cada pigmento tiene un patron de absorcion y a estos se les conoce
como espectro de absorcion (Figura 11). La clorofila es el pigmento clave captor de
luz en los cloroplastos, este absorbe intensamente las luces violeta, azul y roja; pero
refleja la luz verde, dando asi el color verde a las hojas (Figura 11). Los pigmentos
accesorios, absorben longitudes de onda adicionales de energia luminosa y
complementan el espectro de absorcion, cubriendo las regiones espectrales donde
las clorofilas no absorben fuertemente para que esta energia sea transferida a la
clorofila a y la utilice en las reacciones en las que interviene. Los carotenoides

absorben la luz verde y azul, y reflejan colores amarillo o anaranjados (Figura
11)_1,10,13,27.

Abs (%) ‘ 1 Figura 11. Espectro de
19° absorcion de los
diferentes pigmentos
fotosintético. Las dos
Comtum SR clorofilas absorben
longitudes de onda en la
region violeta, azul y roja,
mientras que los
carotenoides en
longitudes de onda
abo 580 600 "7 violeta, azul y verde.2728.

Longitud de onda (nm)

Cifa

Ficocinanina
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- Absorcién por moléculas. La teoria del orbital molecular dice que cuando dos
atomos forman un enlace quimico, los electrones de ambos participan en el enlace
y ocupan un nuevo orbital; un orbital molecular. Los orbitales atémicos de los
atomos que se enlazan se combinan para formar un orbital molecular de baja
energia y un orbital molecular de antienlace de alta energia. Los enlaces covalentes
pueden ser sigma (o) o pi (11). De acuerdo con la teoria del orbital molecular, a cada
orbital de enlace o le corresponde un orbital de antienlace ¢*; y a cada orbital de
enlace 11 tiene su orbital de antienlace 1m*. La absorcion de radiacion ultravioleta
visible promueve transiciones electronicas o --- 0 * (requiere mayor energia) y 1 ---

m * (Figura 12).2% —»

Cuando una molécula absorbe un cuanto de energia, se impulsa un electron desde
su orbital de estado basal (el nivel de energia mas bajo) a un orbital superior. Para
gue se produzca la absorcion, la diferencia de energia entre los dos orbitales debe
ser exactamente igual a la energia el foton absorbido. Las moléculas complejas
suelen absorber energia a varias longitudes de onda como la clorofila y las que no

son absorbidas son las que dan el color a las hojas.®2°

Figura 12. Diagrama de energia de orbitales moleculares.
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- Reacciones de Oxido-Reduccion (Redox): Son consideradas como reacciones
de transferencia de electrones. En una oxidacion implica la pérdida de uno o mas
electrones de un &tomo o moléculas y una reduccién implica una ganancia de
electrones. En una reaccion existen; el agente reductor que es aquel que dona
electrones y el agente oxidante es aquel que acepta los electrones es por eso por
lo que siempre que haya una oxidacion habra una reduccion asociada, a lo que se
le llama reaccion 6xido-reduccion o redox y las sustancias o atomos involucrados
se llaman par redox.'® En los sistemas biolégicos existe un grupo de moléculas
llamado transportadores bioldgicos que pueden ser oxidados en un lugar y
reducidos en otro, siendo capaces de transportar electrones de un lado a otro a
traveés del citoplasma, un ejemplo es la nicotinamida-adenin-dinucledtido fosfato
(NADP) y el adenosin trifosfato (ATP).

REACCIONES INDEPENDIENTES DE LA LUZ (Fase oscura o

biosintética).

Durante las reacciones independientes de la luz, las portadoras energizadas (ATP
y NADPH) se mueven hacia el estroma, donde su energia impulsa el ciclo C3. Esto
produce gliceraldehido- 3-fosfato (G3P), que se usa para sintetizar glucosa y otros
carbohidratos. Después, los transportadores agotados ADP y NADP+ se vuelven a
cargar usando las reacciones dependientes de la luz para convertirse en ATP y
NADPH.1'3'30’31’32

Aceptor de hidrogeno + CO2 + Energia quimica del ATP + Enzimas —Glucosa

El ATP y/o NADPH generados fotosintéticamente se usan en una variedad de
procesos metabdlicos, incluida la asimilacion de CO», en el ciclo Benson-Calvin,
metabolismo de nitratos, lipidos, aminoacidos y sintesis de pigmentos y la
modulacién de la expresién génica. Diferentes condiciones de estrés puede

disminuir la eficiencia de la generacion de ATP y NADPH inducida por la luz.3*
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Las plantas se pueden clasificar en tipo C3, C4 y CAM, esta clasificacion se debe a

las reacciones metabdlicas que realizan para llevar a cabo la fijacion del carbono.

EL CICLO C3 (Plantas C3).

El proceso de captar seis moléculas de didxido de carbono del aire y fijar el carbono
de estas moléculas a la ribulosa-1,5-bisfosfato por medio de la enzima rubisco y
usarlas para sintetizar glucosa (azucar de seis carbonos) tiene lugar en una serie
de reacciones conocidas como ciclo de Calvin-Benson o como ciclo C3. Este ciclo
requiere CO, (comunmente del aire); el azucar, bifosfato de ribulosa (RuBP);
enzimas para catalizar cada una de sus multiples reacciones; y energia en forma de
ATP y NADPH. Toda la energia utilizada en este ciclo fue captada de la luz solar

durante las reacciones dependientes de la luz de la fotosintesis.>3*

Algunos ejemplos de este tipo de plantas son: Espinaca, arboles, arroz, trigo, avena,

soya, papay cebada.®3536

CICLO DE CALVIN.
La ecuacion de la reaccion general es relativamente simple ya que implica muchos
pasos para que esta reaccion ocurra. 3

6CO2+18ATP+12NADPH+12H* +12H,08%2mas, Glucosa+12NADP* +18 ADP+18 Pi.

Este ciclo es mas facil de entender si se divide en tres fases: la fijacion del carbono,
la sintesis del gliceraldehido-3-fosfato (G3P), y la regeneracién de ribulosa-1,5-
bisfosfato (RuBP).%®

1. Fijacion del carbono: en este paso se condensan seis moléculas de ribulosa

-1,5-bisfofato (RuBP) con seis moléculas de CO; para formar el 2-carboxi-3-

23



cetorribitol-1,5-bisfosfato que se hidroliza rdpidamente para formar dos
moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PG), estd reaccion es catalizada por la
enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) que esta en

la membrana tilacoide en el lado del estroma. (Figura 13, paso 1).610.13

2. Sintesis del gliceraldehido-3-fosfato (G3P): doce moléculas de 3-
fosfoglicerato producidas se van a fosforilar a expensas de doce moléculas
de ATP y la enzima fosfoglicerato cinasa para formar 1,3-bis-fosfoglicerato
(BPG), que seré& reducida con una enzima y doce moléculas de NADPH para
producir doce moléculas de gliceraldehido-3-fosfato (G3P). (Figura 13, paso
2 y 3).6,10,13.

3. Regeneracion de ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP): Este proceso se puede

dividir en cuatro pasos:

3.1) Preparacion: se inicia con la conversion de algunas moléculas de G3P por
medio de la enzima triosa fosfato isomerasa para obtener dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) (Figura 13, paso 4), esta se va a condensar con porciones de
G3P lareaccion sera catalizada por aldolasa para formar fructosa-1,6-bisfosfato
(FBP) (Figura 13, paso 5), que se hidrolizara con la enzima fructosa 1,6-
bisfosfatasa obteniendo fructosa 6-fosfato (F-6-P) (Figura 13, paso 6), una de
estas moléculas llevara a cabo una serie de reacciones hasta obtener glucosa
(Figura 13, paso 7 y 8).6:10.13

3.2) Reacomodo: Con los productos G3P, DHAP y F-6-F ocurriran un
reacomodo de las cadenas de carbono a través de una serie de reacciones
catalizadas por trancetolasa, aldolasa y sedoheptulosa bisfosfatasa para
obtener los productos Xilulosa-5-fosfato (Xu-5-P) y Ribosa-5-fosfato (R-5-P)
(figura 13, paso del 9 al 12).6:10.13.

3.3) Isomerizacién: es la conversién de la Xilulosa-5-fosfato con la xilulosa-5-
fosfato isomerasa, y de la Ribosa-5-fosfato catalizada por la ribosa-5- fosfato

isomerasa a ribulosa-5-fosfato (Ru-5-P) (Figura 13, paso 13 y 14).6:10.13.
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3.4) Fosforilacion: en este paso se regenera la molécula de ribulosa-1,5-
bisfosfato con la que se inici6 el ciclo de Calvin, esto ocurre por la fosforilacion
de la Ru-5-P catalizada por la enzima fosforribulosa cinasa ademas de consumir

6 moléculas de ATP (Figura 13, paso 13 y 14).1:1%
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Figura 13. Ciclo de Calvin, ciclo reductor de las pentosas fosfato o ciclo C32%2?
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FOTORRESPIRACION

Hay ocasiones en que las condiciones para las plantas no son favorables para llevar
a cabo la fotosintesis como cuando hay niveles bajos de CO2 y niveles altos de O,
cuando la hoja no tiene suficiente agua o hace mucho calor en el ambiente, estos
factores provocan que la planta cierre sus estomas para disminuir la evaporacién
del agua, pero esto provoca que también disminuya la entrada de CO. y la liberacion
del oxigeno producido en la fotosintesis. Para este tipo de situaciones todas las
plantas llevan a cabo un proceso metabdlico llamado fotorrespiracion, este proceso
se lleva a cabo cuando la enzima rubisco que no es muy selectiva que por lo general
actlia como carboxilasa ligada al CO», esta vez actuara como oxigenasa ligada al
O2 (ejemplo de una inhibicidbn competitiva) y nos dara como resultado una molécula
de 3-fosfoglicerato y una de fosfoglicolato, esta se va a hidrolizar dando como
resultado glicolato que va a salir del cloroplasto para difundir hacia los peroxisomas
para que después de una serie de reacciones se obtenga glicina que va a difundirse
hacia las mitocondrias donde ocurrira una serie de reacciones en las que dos
moléculas de glicina se convertiran en CO: y glicerato que llegara al cloroplasto y
sera fosforilada por ATP para obtener 3-fosfoglicerato que puede ser utilizado para

realizar el ciclo de Calvin (Figura 14).4610.13.

La fotorrespiracion es una via fundamental para las plantas para que parte del
carbono sea utilizado aunque la enzima rubisco fij¢ oxigeno, aunque el precio de
este proceso es que no haya produccidon de energia Util, exista un gasto mayor de
ATP y NADPH, ademas de que no se realice la sintesis de glucosa en las reacciones

independientes de la luz.46:10.13.
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Figura 14. Esquema del proceso de la fotorrespiracion.
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PLANTAS C4

Las plantas han tenido que evolucionar, principalmente las que se encuentran en
climas relativamente calidos y secos donde se han tenido que adaptar a
intensidades luminosas y temperaturas altas, ademas de sequias. Estas plantas se
conocen asi porque el oxalacetato, que es una molécula de cuatro carbonos
desempefia un papel destacado en la ruta bioquimica conocida como via de Hatch-
Slack o ruta C4, que evita el proceso derrochador de la fotorrespiracion. Algunos

ejemplos de las plantas C4 son: Maiz, rosas, trigo sorgo, y cafia de aztcar. 1.6:27:36.37.

Las plantas C4 tienen en sus hojas dos clases de células fotosintetizadoras: las
células mesofilicas y las de la vaina del haz, que ambas tienen cloroplastos en su
interior, a comparacion de las plantas C3 que solo tienen cloroplastos en las células

mesofilicas donde se lleva a cabo la fotosintesis (Figura 15). 16

Células en las hojas de planta C3 Células en las hojas de planta C4

Células mesofilicas Células mesofilicas

Células de la

vaina del haz

Figura 15. Diferencia de las células en las plantas C3y C4.%

Estas plantas so6lo abren sus estomas por la noche cuando baja la temperatura del
aire y es menor el riesgo de perder agua, en este momento es cuando incorporan
el COz.G'
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Los cloroplastos que estan dentro de las células mesofilicas de las plantas C4 y se
encuentran en contacto con el aire cuando los estomas de las hojas estan abiertos
incorporaran CO2 que reaccionara con el fosfoenolpiruvato (PEP) interviniendo la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa que es muy selectiva para el CO2 a
comparacién de la rubisco y se forma oxalacetato y Pi. El oxalacetato con la
oxidacién de NADPH sera reducido a malato que después serd transportado a
través de canales a las células de la vaina del haz donde se descarboxilara para
formar piruvato y CO> en una reaccién donde se reduce el NADP* a NADPH, el CO;
gue se obtuvo reacciona con la Ribulosa-1,5-bisfosfato, para comenzar el ciclo de
Calvin. El piruvato es transportado de regreso a las células mesofilicas donde es
fosforilado hidrolizandose ATP para obtener AMP y PPi, regenerando de nuevo el
fosfoenolpiruvato que puede reaccionar con CO2 y comenzar de nuevo otra ronda
de la via C4 (Figura 16).1.69:1337.

Aunque en la via C4 se utilicen dos ATP mas que el ciclo de Calvin por cada CO>
incorporado a la glucosa, el hecho que haya abundante luz ayuda a producir el ATP

extra necesario en las reacciones de la fase luminosa.l3
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CELULAS MESOFILICAS
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Figura 16. Via de Hatch-Slack o via C4.
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PLANTAS CAM.

Existen las plantas conocidas CAM que utilizan un metabolismo del &cido
crasulaceo, llamado asi porque fue descubierto en plantas de la familia
Crassulaceae. Quienes llevan a cabo este metabolismo son las plantas
almacenadoras de agua (llamadas suculentas o carnosas), diversos cactus, la pifia
y otros tipos de plantas con flores, suelen crecer en regiones de intensidad luminosa
alta y un aporte de agua limitado. El CAM es muy parecido al metabolismo que
emplean las plantas C4, las plantas CAM para no tener una pérdida considerable
de agua a causa de la evaporacion del agua en la hoja, lo que hacen es que durante
la noche cuando el ambiente esta mas fresco abren sus estomas para absorber el
CO2 de la atmdsfera que se incorporara al oxalacetato mediante la fosfoenolpiruvato
carboxilasa para almacenarlo como malato en las vacuolas para que a la manana
siguiente durante el dia cuando los estomas estan cerrados el malato acumulado
durante la noche se dirija hacia los cloroplastos, donde sufrira una descarboxilacion
y donde se obtendra CO: para llevar a cabo el ciclo de Calvin, donde se obtendra
piruvato y las reacciones de la fase luminosa proveeran ATP, NADPH y H* (Figura
17)_6,10,37.

La cantidad de PEP que se necesita para almacenar el suministro de CO> se obtiene
de la degradacion de almidon por medio de la glucolisis y el piruvato que se obtuvo

en la descarboxilacion del malato se usara para resintetizar almidon.10:37-

La diferencia mas significativa entre el metabolismo C4 y el CAM es la separacion
de las reacciones de la carboxilacion del PEP y el ciclo de Calvin en las plantas C4
los dos procesos estan separados por dos tipos de células y en las plantas CAM
estan separados temporalmente en el dia y en la noche y se llevan a cabo dentro

de las células mesofilicas (Figura 16y 17).5:10:
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CLOROPLASTO

Almidén

o T

Piruvato

< Fosfoenolpiruvato Oxalacetato

— |\ 2] at0

Figura 17. Metabolismo del acido crasulaceo o CAM.

CARACTERISTICAS DE LA ESPINACA.

Nombre cientifico: Spinacea oleracea

Esta planta es una verdura de hoja verde que consiste en un pequeiio tallo corto
alrededor del cual crece un manojo de hojas sagiformes, lisas, que forman un
ramillete, es una planta rica en Hierro y en otros multiples nutrientes.33% (Figura
18)
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Cultivo y cosecha

Las semillas se pueden sembrar durante todo el afio, aunque la época ideal resulta
la primavera. Se recomienda realizar una pre-siembra en semillero, enterrando bien
las semillas y sin regarlas hasta que germinen, manteniéndolas en un lugar calido y
a la sombra. Las espinacas son exigentes en cuanto a la tierra donde crecen pues
requieren tierra muy rica en nutrientes y especialmente en nitrégeno, de buena
estructura fisica, ligeramente suelta y con pH neutro, ya que tanto la alcalinidad
como la acidez perjudican cada una a su manera. Un buen drenaje, también es
fundamental.3®

La espinaca prefiere climas frescos con temperatura promedio de 15 a 18°C
tolerando extremos promedios de 4 a 24°C; temperaturas prolongadas a las
temperaturas extremas puede afectar el desarrollo comercial de la planta.3®

Si bien gusta de la luz, es importante no someterla al sol intenso de las horas
cercanas al mediodia. Es mejor que “tome sol” durante las primeras horas de la
mafiana, Muchos cultivares de espinaca muestran una reaccion foto periédica ya
gue los dias largos estimulan la floracion, lo que puede ser alterado a su vez por el

factor temperatura.383°

Figura 18. Espinacas.
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Planteamiento del problema

Debido a que cada dia en el mundo hay nuevos descubrimientos y por lo tanto,
nuevos conocimientos y avances tecnoldgicos, es importante actualizar de forma
periddica la informacion que se les brindara a los alumnos ya que un profesional
siempre debe estar actualizado y a la vanguardia, es por eso que con este proyecto
se busca actualizar un tema de suma importancia para los seres vivos como lo es
el tema de fotosintesis, que esta incluido en el temario de la materia de Bioquimica
Celular y de los Tejidos | (BCT 1) de la carrera de Quimica Farmacéutico Bioldgica
(Q.F.B.) en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. En esta actualizacion, se
propone realizar una practica acerca del tema de fotosintesis para que mas adelante
se pueda implementar en el laboratorio de BCT | en la cual se pueda observar la
capacidad fotosintética de algunas plantas a partir del aislamiento de cloroplastos o
sus pigmentos, facilitando asi el comprender, observar, profundizar y facilitar el

aprendizaje del tema de fotosintesis por los alumnos en el laboratorio de BCT I.
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Objetivos

Objetivo general

Actualizar la practica de fotosintesis para el laboratorio del médulo de Bioquimica
Celular y de los Tejidos | (BCT 1).

Objetivos particulares

e Elaborar una propuesta de protocolo con la metodologia experimental de la
practica de fotosintesis para el modulo de BCT I.

e Llevar a cabo la propuesta del protocolo de la practica de fotosintesis para
comprobar su funcionamiento.

e Probar el protocolo de la practica de fotosintesis con alumnos y profesores
del laboratorio de BCT I.

e Redactar la practica con el método ya probado detallando lo que se realizé
para que sea reproducible por los alumnos y que tenga el formato de las
practicas ya incluidas en el manual del laboratorio de BCT 1.

e Realizar un cuaderno de apuntes donde se expliquen diferentes aspectos del
proceso fotosintético, conteniendo las estructuras donde se lleva todo este
proceso, ademas de las interacciones y reacciones involucradas en él.

e Ubicar en la plataforma virtual Moodle de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, del médulo de la materia Bioquimica Celular y de los tejidos |, el
cuaderno de apuntes para que esté disponible como material de apoyo para

los estudiantes que cursan la materia.
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Metodologia

1) Se realiz6 una busqueda bibliografica y hemerogréafica de manera presencial
y digital.

2) Se revis6 y seleccioné la informacion tanto para redactar el cuaderno de
fotosintesis, elaboracion de imagenes, esquemas, cuadros, reacciones ademas del
material y condiciones necesarias experimentales para el laboratorio de BCTI.

3) Se elabor6 una propuesta del protocolo con la metodologia experimental de
la practica de fotosintesis para el médulo de BCT |, ademas de conseguir el material
y reactivos necesarios para la practica.

4) Se llevo a cabo la parte experimental de la practica para comprobar su
funcionamiento y realizar las correcciones pertinentes.

5) Se estandarizo y realizo la practica con alumnos del laboratorio de BCT | y
se le hicieron correcciones a la practica.

6) Se entregly reviso la practica propuesta.

7) Al mismo que se fue llevando a cabo la parte experimental se fue redactando
el cuaderno de apuntes de fotosintesis ademas de ir seleccionando la informacion
se realizaron los esquemas, imagenes y cuadros del material.

8) Se realizaron las revisiones y correcciones al cuaderno de fotosintesis.

9) Al ser aprobado se coloco el cuaderno de apuntes de fotosintesis en la
plataforma virtual Moodle de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza y se tiene
listo para su incorporacion en la plataforma de la Red Universitaria de Aprendizaje
(RUA).

Metodologia Experimental

a. Aislamiento de cloroplastos.

1) Se peso6 10g de espinacas, se lavaron, secaron y cortaron para macerarlas en
un mortero frio con 20 mL de buffer Tris-HCI 0.01M pH 7.3 mas 10 mL de NaCl
0.9%.
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2) Sefiltr6 el homogeneizado a través de papel filtro de poro abierto para después
centrifugarlo a 3500rpm por 10 minutos.

3) Se decanto el sobrenadante y se resuspendio el botdon con 10 mL de buffer
Tris-HCI frio.

b. Observacion de cloroplastos al microscopio.

Se tom6 una gota de la suspension de cloroplastos, y se coloc6 sobre un
portaobjetos y se le puso un cubreobjetos limpio para observar en el microscopio

con los objetivos de 10x, 40x y 100x.

c. Preparacion de la curva estandar.

Se forré una serie de seis tubos con papel aluminio rotulados como indica la tabla
A, éstos seran usados para desarrollar la curva estandar. A cada tubo se le adiciono

el volumen correspondiente de la solucién indicada.

Tabla A. Elaboracién de la curva estandar de reactivo de Hill en el transporte de

electrones.

Tubo | Blanc 1 2 3 4 5
mL de soluci 0
Buffer Tris-HCI omL 9mL 9mL 9mL 9mL 9ImL
0.01M pH7.3
NacCl 0.9% ImL ImL ImL ImL ImL 1mL
Agua destilada ImL [ 09mL | 0.8mL | O.7mL | 0.6 mL | 0.5 mL
Suspension de 0.2mL | 0.2mL | 0.2mL | 0.2mL | 0.2mL | 0.2mL
cloroplastos

al 0.02%.

2,6- diclorofenolindofeno

Adicionar el 2,6 diclorofenolindofenol hasta
en el espectrofotbmetro.

el momento que se vaya a leer la curva

0.2 mL

0.3 mL

0.4 mL

0.5 mL

Agitar cada tubo y leer en el espectrofotometro a 625nm.
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Experimento 1: Accidn de laintensidad de la luz.

1)

2)

3)

4)

5)

Se realiz6 el aislamiento y observacion de cloroplastos, ademas de preparar la
curva estandar como se indica anteriormente en los puntos a, b y c.

Se prepararon 4 tubos que se utilizarian como muestras problema (cada uno se
utilizé para una intensidad de luz diferente), se cubrieron por separado los tubos
con papel aluminio y cada uno se prepar6 adicionando: 9 mL de buffer TRIS-HCI,
1mL de NaCl, 0.65mL de agua, 0.2 mL de suspensién de cloroplastos y 0.35mL
de 2,6-diclorofenolindofenol. Cada tubo se preparé en el momento que se
utilizaba.

Para el tiempo cero se agitaba el tubo preparado se pasaba a una celday se leia
la absorbancia en el espectrofotometro, una vez hecha la lectura la muestra de
colocaba en su tubo de ensayo.

Para las siguientes lecturas se colocaba el tubo en una gradilla a una distancia
de 15 cm de un foco encendido de 25 Watts (Figura 19). Cada dos minutos se
vaciaba el contenido del tubo de ensayo a una celda revisando que la muestra
no estuviera muy caliente para leer y se determinaba la absorbancia en el
espectrofotometro, al término de cada lectura se regresaba la muestra al tubo y
se continuaba el experimento hasta completar 14 minutos. Este sistema se coloco
adentro de una caja.

Se repitieron los pasos 3 y 4 con los diferentes tubos preparados, probando con

los focos de 45, 73 y 100 Watts respectivamente.

Figura 19. Forma de montar el sistema para determinar accién de la

intensidad de la luz.
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Experimento 2: Accion de la temperatura

1)

2)

3)

4)

5)

Se realiz6 el aislamiento y observacion de cloroplastos, ademas de preparar la
curva estandar como se indica anteriormente en los puntos a, by c.

Se prepararon 7 tubos que funcionaban como muestras problema (cada uno se
utilizé para una temperatura diferente) se cubrieron por separado los tubos con
papel aluminio y cada uno se prepar6 adicionando: 9 mL de buffer TRIS-HCI, 1mL
de NaCl, 0.65mL de agua, 0.2 mL de suspensién de cloroplastos y 0.35mL de
2,6-diclorofenolindofenol. Cada tubo se debe preparar en el momento que se
utilice.

Para el tiempo cero se agitdé muy bien el tubo con la muestra y se pas6 a una
celda y se hizo la primera lectura en el espectrofotometro, una vez hecha la
lectura la muestra de colocaba en su tubo de ensayo.

Para las siguientes lecturas se coloco el tubo dentro de un bafio de agua de 5°C
a una distancia de 20 cm de un foco encendido de 73 Watts (Figura 20). Cada
dos minutos se vaciaba el contenido del tubo de ensayo a una celda y se
determinaba su absorbancia en el espectrofotometro, al término de cada lectura
se regresaba la muestra al tubo para continuar el experimento hasta completar
14 minutos. Durante el experimento se cuido que la temperatura del bafio de agua
continuara constante y que al momento de leer en el espectrofotometro la
muestra no estuviera muy fria o caliente. Este sistema se colocé dentro de una
caja.

Se repitio el paso 3 y 4 con los otros tubos preparados, pero cambiando el bafio

de agua con temperaturas de 5, 15, 25, 45, 60 y 70°C respectivamente.

Figura 20. Forma de montar el
sistema para determinar accion de la

temperatura.
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Experimento 3: Accion de la longitud de onda

1)

2)

3)

4)

5)

Se realiz6 el aislamiento y observacion de cloroplastos, ademas de preparar la
curva estandar como se indica anteriormente en los puntos a, by c.

Se utilizaron 5 tubos de ensayo, cada uno se forr6é con capas de papel celofan
de diferente color: azul claro (3 capas), rojo (2 capas), verde bandera (2 capas),
morado (1 capa) y amarillo (3 capas).

Asimismo se prepararon 5 tubos que se utilizaron como las muestras problema
(cada uno se utilizd6 para una longitud de onda diferente), se cubrieron por
separado los tubos con papel aluminio y cada uno se prepar6 adicionando: 9 mL
de buffer TRIS-HCI, 1mL de NaCl, 0.65mL de agua, 0.2 mL de suspensién de
cloroplastos y 0.35mL de 2,6-diclorofenolindofenol. Cada tubo se prepar¢ en el
momento que se utilizo.

Para el tiempo cero de cada muestra problema se agitd6 muy bien el tubo y se
pasoé a una celda para hacer la primera lectura en el espectrofotometro y una vez
hecha la lectura la muestra se coloco en el tubo de ensayo forrado con papel
celofan correspondiente.

Para las siguientes lecturas los tubos con la muestra forrados con celofan se
colocaron en una gradilla a una distancia de 20 cm de un foco encendido de 73
Watts (Figura 21). Cada dos minutos se vaciaba el contenido del tubo de ensayo
a una celda y se determinaba la absorbancia en el espectrofotometro cuidando
gue la muestra no estuviera muy caliente al momento de leer, al término de cada
lectura se regresaba la muestra al tubo correspondiente y se continto el
experimento hasta completar 14 minutos. Este sistema se ubico adentro de una

caja.

Figura 21. Forma de montar el
sistema para determinar la accion

de la longitud de onda.




Experimento 4: Cromatografiay espectro de absorcién de los pigmentos.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Preparacién del extracto de pigmentos:

Se peso 1.5 g de espinacas se lavaron las hojas, se secaron y cortaron en trozos
pequefios para macerar con 4 mL de acetona hasta decolorar las hojas.

Se vacio el contenido del mortero en un tubo de ensayo, se tapd, se agitd y se
dej6 reposando 10 minutos.

Se agregaron 4 mL de éter de petréleo al tubo de ensayo, se agitd y se dejo
reposar 10 minutos.

Se separdé en un tubo la capa superior de éter de petréleo (extracto de
pigmentos).

Cromatografia y lecturas de absorbancia:

Se recortd una tira de papel filtro de poro abierto de 2.5 cm de ancho por 22 cm
de largo, se realizaron dos marcas con un lapiz en la orilla de la tira de papel a
una altura de 2 cm, se aplicé con un capilar la muestra colocandola entre las dos
lineas marcadas teniendo cuidado de no llegar a las orillas del papel, la aplicaciéon
de la muestra se debe de repetir de 8 a 10 veces dejando secar la muestra entre
cada aplicacion.

Se coloco la tira en un frasco con tapa, preparado con 30 mL de la fase movil de
acetona-éter de petréleo en una proporcion 10:90, teniendo cuidado de que la
tira de papel no toque las paredes del frasco.

Al terminar de correr la cromatografia, se saco la tira de papel marcando la linea
del disolvente y se realizaron las mediciones para sacar los Rf de cada pigmento.
Se cortaron las diferentes bandas de colores que quedaron en la cromatografia
y los pedazos de papel de cada banda se colocaron en 3 mL de etanol 71.5°
respectivamente y se dejaron reposar por 15 minutos.

Transcurrido el tiempo se paso el etanol de cada tubo en una celda diferente para
hacer un barrido en el espectrofotometro registrando las absorbancias cada
10nm desde los 400 hasta los 750nm. El blanco de ajuste fue etanol 71.5° y se
utilizoé para ajustar a cero de absorbancia cada vez que se hacia el cambio de

longitud de onda.
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Resultados

OBTENCION DE CLOROPLASTOS OBSERVADOS AL MICROSCOPIO.

Durante todos los experimentos se estuvo obteniendo y observando al microscopio
los cloroplastos extraidos de las hojas de espinaca que iban a ser utilizados en los
diferentes experimentos de accion de la intensidad de la luz, la temperatura y
longitud de onda y estas fueron algunas fotos de lo observado con los objetivos de
10x, 40x y 100x.

Objetivo 10x Obijetivo 40x Objetivo 100x




ACCION DE LA INTENSIDAD DE LA LUZ.

El experimento se realizo por triplicado, en las tablas 1, 3 y 5 se presentan los
resultados de absorbancia y concentracion en microgramos del 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP); estos datos se emplearon para construir las curvas
estandar graficando la absorbancia contra concentracién de DCPIP (Gréaficas 1, 3y
5). Los datos de absorbancia que se fueron obteniendo cada dos minutos en los
experimentos se interpolaron para conocer la concentracion en microgramos a los
diferentes tiempos y a las diferentes intensidades de luz, estos datos fueron
anotados en las tablas de resultados (Tablas 2, 4 y 6). Para conocer la cantidad de
DCPIP reducido se realizaron una serie de restas en las cuales siempre a la
concentracion del minuto cero se le fue restando las concentraciones que se fueron
obteniendo cada dos minutos hasta el minuto 14, estos valores se anotaron en las
tablas de resultados (Tablas 2, 4 y 6), estas restas nos indican la cantidad de DCPIP
reducido desde el comienzo a cierto tiempo transcurrido del experimento. Los
valores de las ultimas restas de la concentracion del minuto cero menos el valor del
minuto 14 de los diferentes focos (celdas marcadas de color naranja en las tablas
de resultados), se utilizaron para realizar una grafica de columnas para poder
comparar la cantidad de DCPIP reducido con cada diferente intensidad de luz
(Gréficas 2, 4y 6).

Experimento 1

Tabla 1. Resultados de la curva estandar del experimento 1 de la accién de la
intensidad de la luz.

Blanco | Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (pug) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.099 0.246 0.364 0.478 0.591

Grafica 1. Curva estandar 1 de la accion de la intensidad de

luz.
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Tabla 2. Resultados del experimento 1 de la accion de la intensidad de la luz.

Tiempo |Minuto | Minuto | Minuto | Minuto | Minuto | Minuto | Minuto | Minuto
cero dos cuatro seis ocho diez doce | catorce
Absorbancia | 0.413 | 0.355 | 0.320 | 0.295 | 0.271 | 0.235 | 0.210 | 0.184
25W | ugde DCPIP | 72.87 | 62.74 | 56.63 | 52.27 | 48.08 | 41.79 | 37.43 | 32.88
Resta de - 10.13 | 16.24 | 20.6 | 24.79 | 31.08 | 35.44 -
concent. (ug)
Absorbancia | 0.411 | 0.363 | 0.328 | 0.290 | 0.251 | 0.214 | 0.178 | 0.145
40W | pgdeDCPIP | 72,52 | 64.14 | 58.03 | 51.39 | 44.58 | 38.12 | 31.84 | 26.08
Resta de - 8.38 | 14.49 | 21.13 | 27.94 | 34.4 | 40.68 -
concent. (ug)
Absorbancia | 0.368 | 0.311 | 0.270 | 0.222 | 0.186 | 0.151 | 0.126 | 0.097
73W| ugde DCPIP | 65.01 | 55.06 | 47.90 | 39.52 | 33.24 | 27.13 | 22.76 | 17.70
Resta de - 9.95 17.11 | 25.49 | 31.77 | 37.88 | 42.25
concent. (ug)
Absorbancia | 0.411 | 0.367 | 0.328 | 0.279 | 0.240 | 0.196 | 0.184 | 0.158
100 | ugde DCPIP | 72.52 | 64.84 | 58.03 | 49.47 | 42.66 | 34.98 | 32.89 | 28.35
w Resta de - 7.68 14.49 | 23.05 | 29.86 | 37.54 | 39.63
concent. (ug)
25 Watts 40 Watts 73 Watts 100 Watts

ug de DCPIP reducido

ug de DCPIP reducido

Grafica 2. Accion de la intensidad de la

luz con el DCPIP
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Experimento 2

Tabla 3. Resultados de la curva estandar del experimento 2 de la accién de la

intensidad de la luz.

Blanco | Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (pg) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.100 0.1197 0.310 0.406 0.503

Grafica 3. Curva estandar 2 de la accion de la intensidad de
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Tabla 4. Resultados del experimento 2 de la accion de la intensidad de la luz.
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Experimento 3

Tabla 5. Resultados de la curva estandar del experimento 3 de la accién de la

intensidad de la luz.

Blanco| Tubo1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (pg) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.111 0.211 0.305 0.388 0.485

Grafica 5. Curva estandar 3 de la accion dela intensidad de

la luz.
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Tabla 6. Resultados del experimento 3 de la accion de la intensidad de la luz.
25 Watts 40 Watts 73 Watts 100 Watts
ug de DCPIP reducido
Grafica 6. Accion de la intensidad de la luz
con el DCPIP
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Media y desviacion estandar de la accion de Intensidad de luz.

En la tabla 7 se presentan la media y desviacion estandar de las absorbancias
obtenidas en las tres curvas realizadas para la interpretacién del efecto de la
intensidad de luz, y en la tabla 8 y grafica 7 se muestran la media y desviacién
estandar de los resultados obtenidos de ug de DCPIP reducido al evaluar la
Intensidad de luz.

Tabla 7. Valores de media y desviacion estandar de las curvas estandar de la accion

de Intensidad de luz.

Absorbancia
Concentracion Curval Curva 2 Curva 3 Media Desv. Std
21 pg 0.099 0.1 0.111 0.103 0.005
42 ug 0.246 0.197 0.211 0.218 0.021
63 ug 0.364 0.31 0.305 0.326 0.027
84 ug 0.478 0.406 0.388 0.424 0.039
105pug 0.591 0.503 0.485 0.526 0.046

Tabla 8. Valores de media y desviacién estandar de ug de DCPIP reducido en la

valoracion de Intensidad de luz

ug de DCPIP reducido
Experimento 1 | Experimento 2 Experimento 3 Media Desv. Std
25W 39.99 11.6 37.08 29.55 12.75
40w 46.44 42.29 39.49 42.74 2.86
73W 47.31 50.99 58.8 52.37 4.79
100w 44.17 26.12 30.49 33.59 7.69

Grafica 7. Media y desviacion estandar de
intensidad de la luz
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ACCION DE LA TEMPERATURA.

El experimento se realiz6 por triplicado, en las tablas 9, 11 y 13 se presentan los
resultados de absorbancia y concentracion en microgramos del 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP); estos datos se emplearon para construir las curvas
estandar graficando la absorbancia contra concentracion de DCPIP (Gréficas 8, 10
y 12). Los datos de absorbancia que se fueron obteniendo cada dos minutos en los
experimentos se interpolaron para conocer la concentracién en microgramos a los
diferentes tiempos y a las diferentes temperaturas, estos datos fueron anotados en
las tablas de resultados (Tablas 10, 12 y 14). Para conocer la cantidad de DCPIP
reducido se realizaron una serie de restas en las cuales siempre a la concentracién
del minuto cero se le fue restando las concentraciones que se fueron obteniendo
cada dos minutos hasta el minuto 14, estos valores se anotaron en las tablas de
resultados (Tablas 10, 12 y 14), estas restas nos indican la cantidad de DCPIP
reducido desde el comienzo a cierto tiempo transcurrido del experimento. Los
valores de las ultimas restas de la concentracion del minuto cero menos el valor del
minuto 14 de las diferentes temperaturas (celdas marcadas de color rosa en las
tablas de resultados) se utilizaron para realizar una gréafica de columnas para poder
comparar la cantidad de DCPIP reducido con las diferentes temperaturas (Graficas
9,11y 13).

Experimento 1

Tabla 9. Resultados de la curva estandar del experimento 1 de la accion de la

temperatura.
Blanco | Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (pug) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.116 0.220 0.348 0.466 0.605

Grafica 8. Curva estandar 1 de la accion de la temperatura.
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Tabla 10. Resultados del experimento 1 de la accion de la temperatura.

Tiempo |Min.0 [Min.2 | Min.4 | Min. 6| Min. 8 [Min. 10 |[Min. 12| Min. 14
Absorbancia | 0.424 | 0.370 | 0.348 | 0.324 | 0.299 | 0.283 | 0.270 | 0.261
5°C | ugdeDCPIP | 75.50 | 66.05 | 62.20 | 58.01 | 53.64 | 50.84 | 48.56 | 46.99
Resta de - 9.45 | 13.3 | 17.49 | 21.86 | 24.66 | 26.94 | 28.51
concent. (ug)
Absorbancia | 0.428 | 0.389 | 0.362 | 0.335 | 0.319 | 0.303 | 0.285 | 0.249
15°C | ugdeDCPIP | 76.19 | 69.37 | 64.65 | 59.93 | 57.13 | 54.34 | 51.19 | 44.89
Resta de - 6.82 | 11.54 | 16.26 | 19.06 | 21.96 | 25 | 31.3
concent. (ug)
Absorbancia | 0.408 | 0.374 | 0.353 | 0.340 | 0.322 | 0.309 | 0.297 | 0.276
25°C | pgdeDCPIP | 72.70 | 66.75 | 63.08 | 60.81 | 57.66 | 55.38 | 53.29 | 49.61
Resta de 595 | 9.62 | 11.89 | 15.04 | 17.32 | 19.41 | 23.09
concent. (ug)
Absorbancia | 0.424 | 0.370 | 0.336 | 0.329 | 0.320 | 0.306 | 0.305 | 0.305
45°C | pgde DCPIP | 75.50 | 66.05 | 60.11 | 58.88 | 57.31 | 54.86 | 54.68 | 54.68
Resta de i 9.45 | 15.39 | 16.62 | 18.19 | 20.61 | 20.82 | 20.82
concent. (ug)
Absorbancia | 0.460 | 0.409 | 0.409 | 0.405 | 0.403 | 0.403 | 0.402 | 0.403
60°C | ugdeDCPIP | 81.79 | 72.87 | 72.87 | 72.17 | 71.82 | 71.82 | 71.65 | 71.82
Resta de - 892 | 892 | 962 | 997 | 997 | 10.14 | 9.97
concent. (ug)
Absorbancia | 0.447 | 0.421 | 0.418 | 0.417 | 0.413 | 0.415 | 0.415 | 0.417
70°C | ugdeDCPIP | 79.52 | 74.97 | 74.45 | 74.27 | 73.57 | 73.92 | 73.92 | 74.27
Resta de - 455 | 507 | 525 | 595 | 56 | 56 | 525
concent. (ug)
5°C 15°C 25°C 45°C 60°C 70°C
ug de DCPIP reducido | 28,51 31.3 23.09 20.82 9.97 5.25
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Grafica 9. Accidn de la temperatura con el DCPIP
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Tabla 11. Resultados de la curva estandar del experimento 2 de la accion de la

temperatura.
Blanco| Tubo1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (pug) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.074 0.171 0.269 0.389 0.497

Absorbancia

-20

-0.1

Grafica 10. Curva estandar 2 de la accion de la temperatura.
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Tabla 12. Resultados del experimento 2 de la accion de la temperatura.

5°C 15°C 25°C 45°C 60°C 70°C
ug de DCPIP reducido 35.42 47.7 34.17 27.7 4.59 1.25
Grafica 11. Accion de la temperatura con el DCPIP
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Experimento 3

Tabla 13. Resultados de la curva estandar del experimento 3 de la accion de la

temperatura.
Blanco| Tubo1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (pug) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.079 0.177 0.286 0.407 0.529

Grafica 12. Curva estandar 3 de la accién de la temperatura.
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Tabla 14. Resultados del experimento 3 de la accion de la temperatura.

5°C 15°C 25°C 45°C 60°C 70°C
ug de DCPIP reducido 28.32 44.83 36.96 22.61 3.14 2.95
Grafica 13. Accion de la temperatura con el DCPIP
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Media y desviacion estandar de la accion de la temperatura.

En la tabla 15 se presentan la media y desviacion estandar de las absorbancias
obtenidas en las tres curvas realizadas para la interpretacion del efecto de la
temperatura, y en la tabla 16 y grafica 14 se muestran la media y desviacion
estandar de los resultados obtenidos de ug de DCPIP reducido al evaluar la

temperatura.

Tabla 15. Valores de media y desviacién estandar de las curvas estandar de la
accion la temperatura.

Absorbancia

Concentracion Curval Curva 2 Curva 3 Media Desv. Std
21 pg 0.116 0.074 0.079 0.090 0.019
42 ug 0.22 0.171 0.177 0.189 0.022
63 ug 0.348 0.269 0.286 0.301 0.034
84 ug 0.466 0.389 0.407 0.421 0.033
105ug 0.605 0.497 0.529 0.544 0.045




Tabla 16. Valores de media y desviacion estandar de pg de DCPIP reducido en la
valoracion de temperatura.

ug de DCPIP reducido
Experimento 1 | Experimento 2 Experimento 3 Media Desv. Std
5° 28.51 35.42 28.32 30.75 3.30
15° 31.3 47.7 44.83 41.28 7.15
25° 23.09 34.17 36.96 31.41 5.99
45° 20.82 27.7 22.61 23.71 2.91
60° 9.97 4.59 3.14 5.90 2.94
70° 5.25 1.25 2.95 3.15 1.64

Grafica 14. Media y desviacion estandar de
temperatura

60.00

50.00

40.00 {

30.00 1 I

20.00

ug de DCPIP reducido

o
o
o
S

0.00
50 15¢ 252 45¢ 602 702

ACCION DE LA LONGITUD DE ONDA.

El experimento se realiz6 por triplicado, en las tablas 17, 19 y 21 se presentan los
resultados de absorbancia y concentracion en microgramos del 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP); estos datos se emplearon para construir las curvas
estandar graficando la absorbancia contra concentracion de DCPIP (Graficas 15, 17
y 19). Los datos de absorbancia que se fueron obteniendo cada dos minutos en los
experimentos se interpolaron para conocer la concentracién en microgramos a los
diferentes tiempos y a las diferentes longitudes de onda, estos datos fueron
anotados en las tablas de resultados (Tablas 18, 20 y 22). Para conocer la cantidad
de DCPIP reducido se realizaron una serie de restas en las cuales siempre a la
concentracion del minuto cero se le fue restando las concentraciones que se fueron
obteniendo cada dos minutos hasta el minuto 14, estos valores se anotaron en las
tablas de resultados (Tablas 18, 20 y 22), estas restas nos indican la cantidad de
DCPIP reducido desde el comienzo a cierto tiempo transcurrido del experimento.

———————————
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Los valores de las ultimas restas de la concentracion del minuto cero menos el valor
del minuto 14 de las diferentes longitudes de onda (celdas marcadas de diferentes
colores en las tablas de resultados) se utilizaron para realizar una grafica de
columnas para poder comparar la cantidad de DCPIP reducido con las diferentes
temperaturas (Gréficas 16, 18 y 20).

Experimento 1

Tabla 17. Resultados de la curva estandar del experimento 1 de la accion de la
longitud de onda.

Blanco | Tubo1l Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (pg) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.120 0.255 0.387 0.513 0.629

Grafica 15. Curva estandar 1 de la accidn de la longitud de
onda
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Tabla 18. Resultados del experimento 1 de la accién de la longitud de onda.

Tubos Tiempo |Minuto Minuto|Minuto |Minuto| Minuto |[Minuto [Minuto| Minuto
de color cero dos | cuatro | seis ocho | diez doce |catorce
Absorbancia | 0.530 | 0.326 | 0.268 | 0.229 | 0.187 0.152 | 0.120 | 0.101
Azul ug de DCPIP| 87.58 | 53.93 | 44.36 | 37.93 | 31.00 25.23 | 19.95 16.82
33.65 | 43.22 | 49.65 | 56.58 62.35 | 67.63

Resta de
concent. (ug)
Absorbancia | 0.445 | 0.362 | 0.309 | 0.262 | 0.228 | 0.180 | 0.148 | 0.110

Rojo ug de DCPIP| 73.56 | 59.87 | 51.13 | 43.37 | 37.76 | 29.85 | 24.57 | 18.30
13.69 | 22.43 | 30.19 35.8 43.71 | 48.99

Resta de
concent. (ug)
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Absorbancia | 0.467 | 0.399 | 0.391 | 0.386 | 0.378 0.373 | 0.369 | 0.359
Verde | ugde DCPIP| 77.19 | 65.97 | 64.49 | 63.83 62.51 61.68 | 61.02 | 59.37
Resta de 11.22 | 12.7 | 13.36 | 14.68 | 1551 | 16.17 -
concent. (ug)
Absorbancia | 0.490 | 0.322 | 0.265 | 0.227 | 0.185 0.152 | 0.120 | 0.095
Morado | ug de DCPIP| 80.98 | 53.27 | 43.87 | 37.60 | 30.67 | 25.23 | 19.95 | 15.83
Resta de 27.71 | 37.11 | 43.38 50.31 55.75 | 61.03
concent. (ug) -
Absorbancia | 0.476 | 0.358 | 0.307 | 0.258 | 0.218 0.178 | 0.144 | 0.107
Amarillo | Hg de DCPIP| 78.67 | 59.21 | 50.80 | 42.71 | 36.12 | 29.52 | 23.91 | 17.81
Resta de 19.46 | 27.87 35.6 42.55 49.15 | 54.76 | 60.86
concent. (ug)
Azul Rojo Verde Morado Amarillo
ug de DCPIP reducido 60.86

Grafica 16. Accion de la longitud de onda con el DCPIP
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Tabla 19. Resultados de la curva estandar del experimento 2 de la accién de

la longitud de onda.

Blanco | Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (ug) 0 21 42 63 84 105
Absorbancia 0 0.114 0.246 0.371 0.482 0.599
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Grafica 17. Curva estandar 2 de la accién de la longitud de
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Tabla 20. Resultados del experimento 2 de la accion de la longitud de onda.

ug de DCPIP reducido

Grafica 18. Accion de la longitud de onda con el DCPIP
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Tabla 21. Resultados de la curva estandar del experimento 3 de la accién de

la longitud de onda.

Blanco | Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Concentracion (ug) 0 0.021 0.042 0.063 0.084 0.105
Absorbancia 0 0.117 0.260 0.383 0.521 0.625
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Grafica 19. Curva estandar 3 de la accién de la longitud de
onda
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Tabla 22. Resultados del experimento 3 de la accion de la longitud de onda.

Azul Rojo Verde Morado Amarillo
ug de DCPIP reducido 51.41
Grafica 20. Accidn de la longitud de onda con el DCPIP
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Media vy desviacion estandar dela accion de lalongitud de onda

En la tabla 23 se presentan la media y desviacion estandar de las absorbancias
obtenidas en las tres curvas realizadas para la interpretacion del efecto de la
longitud de onda y en la tabla 24 y grafica 21 se muestran la media y desviacion
estandar de los resultados obtenidos de pg de DCPIP reducido al evaluar la
Longitud de onda.
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Tabla 23. Valores de media y desviacion estandar de las curvas estandar de la
accion la longitud de onda.

Absorbancia
Concentracidn Curval Curva 2 Curva 3 Media Desv. Std
21 pg 0.12 0.114 0.117 0.117 0.002
42 pg 0.255 0.246 0.26 0.254 0.006
63 ug 0.387 0.371 0.383 0.380 0.007
84 ug 0.513 0.482 0.521 0.505 0.017
105ug 0.629 0.599 0.625 0.618 0.013

Tabla 24. Valores de media y desviacion estandar de pg de DCPIP reducido en la
valoracion de la longitud de onda.

ug de DCPIP reducido
Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3 Media Desv. Std
Azul 70.76 48.37 44.16 54.43 11.67
Rojo 55.26 42.63 37.41 45.10 7.49
Verde 17.82 13.92 19.44 17.06 2.32
Morado 65.15 56.72 41.36 54.41 9.85
Amarillo 60.86 40.89 51.41 51.05 8.16

Grafica 21. Media y desviacion estandar de longitud de onda
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CROMATOGRAFIA Y LECTURA DE LOS PIGMENTOS.

Después de realizar la elucion de la muestra se midié su Rf a cada una de las
bandas de pigmentos separadas, y cada banda se extrajo del papel usando etanol
71.5°, a cada solucion de pigmento se le realizé un barrido espectrofotométrico en
el rango visible (400-750nm) tomando lecturas cada 10 nmy se anotaron los valores
en las diferentes tablas de resultados (Tablas 25, 26 y 27), y se realizaron gréficas
de absorbancia contra longitud de onda (nm) (Gréficas 22, 23 y 24) de los tres
pigmentos de cada cromatografia

R
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Primera cromatografia en papel de pigmentos de espinaca.

Marca de la distancia

recorrida por la fase
movil

Pigmento 3
(Carotenos)

Pigmento 2

(Clorofila a)

I:I Pigmento 1

(Clorofila b)

Marca de origen

de la muestra

Célculo del Rf en la primera cromatografia.

Férmula para calcular el Rf.

_ Distancia recorrida por el producto

Distancia recorrida por la fase movil

D Pigmento 1 (Clorofila b):

Rf= 229 = 0.26

13.5 cm

. Pigmento 2 (Clorofila a):

Rf= 22 _ 036

13.5 cm

D Pigmento 3 (Carotenos):

Rf= 22 _ 63

13.5 cm
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Tabla 25. Resultados del barrido de los pigmentos de la primera
cromatografia.

Longitud Absorbancias Longitud
de onda | pigmento 1 Pigmento 3| de onda |pigmento 1 Pigmento 3
(nm) [ (Clorofila b) (Carotenos)| (nm) |(Clorofila b) (Carotenos)
400 0,098 0,226 0,077 580 0,028 0,04 0,003
410 0,12 0,271 0,093 590 0,035 0,046 0,003
420 0,133 0,291 0,11 600 0,039 0,051 0,004
430 0,164 0,294 0,114 610 0,039 0,063 0,004
440 0,195 0,263 0,132 620 0,041 0,07 0,004
450 0,191 0,136 0,139 630 0,043 0,065 0,004
460 0,247 0,086 0,114 640 0,07 0,068 0,004
470 0,257 0,082 0,121 650 0,102 0,119 0,005
480 0,154 0,06 0,116 660 0,093 0,229 0,008
490 0,065 0,035 0,019 670 0,062 0,211 0,006
500 0,033 0,028 0,024 680 0,027 0,076 0,004
510 0,022 0,021 0,013 690 0,013 0,023 0,002
520 0,021 0,023 0,016 700 0,008 0,013 0,002
530 0,021 0,023 0,01 710 0,007 0,009 0,002
540 0,023 0,024 0,007 720 0,006 0,008 0,002
550 0,025 0,025 0,007 730 0,007 0,007 0,002
560 0,024 0,03 0,006 740 0,006 0,006 0,002
570 0,028 0,036 0,004 750 0,006 0,006 0,003
Grafica 22. Barrido de los pigmentos de la cromatografia 1
0.35
03
0.25 ﬂ A
g & P
S 0.2 ' \ / \ —e—Clorofilab
g O:: ‘ '-‘\ \ \ —&— Clorofila a
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Longitud de onda (nm)

60




Segunda cromatografia en papel de pigmentos de espinaca.

Marca de la distancia

recorrida por la fase
movil

I:I Pigmento 3

(Carotenos)

. Pigmento 2

(Clorofila a)

I:I Pigmento 1
(Clorofila b)

Marca de origen
de la muestra

Célculo del Rf en la segunda cromatografia.

D Pigmento 1 (Clorofila b):

Rf= 2252 = 0.25

13.8 cm

. Pigmento 2 (Clorofila a):

Rf= 22°% = 0.39

13.8 cm

D Pigmento 3 (Carotenos):

Rf= 2% = 0,62

13.8 cm
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Tabla 26. Resultados del barrido de los pigmentos de la segunda
cromatografia.

Longitud Absorbancias Longitud Absorbancias
de onda | pigmento 1 Pigmento 3| de onda |pigmento 1 Pigmento 3
(nm) [ (Clorofila b) (Carotenos)| (nm) |(Clorofila b) (Carotenos)
400 0,125 0,243 0,091 580 0,031 0,046 0,005
410 0,14 0,291 0,109 590 0,041 0,052 0,007
420 0,158 0,311 0,135 600 0,043 0,053 0,007
430 0,19 0,314 0,136 610 0,042 0,074 0,005
440 0,221 0,281 0,166 620 0,044 0,075 0,007
450 0,223 0,142 0,171 630 0,051 0,073 0,006
460 0,288 0,079 0,139 640 0,082 0,07 0,006
470 0,296 0,076 0,153 650 0,119 0,121 0,008
480 0,18 0,057 0,139 660 0,108 0,24 0,012
490 0,071 0,037 0,068 670 0,072 0,228 0,011
500 0,045 0,037 0,029 680 0,028 0,084 0,006
510 0,022 0,026 0,017 690 0,011 0,029 0,004
520 0,02 0,031 0,012 700 0,007 0,015 0,004
530 0,022 0,031 0,011 710 0,006 0,012 0,003
540 0,024 0,029 0,012 720 0,005 0,01 0,003
550 0,026 0,036 0,012 730 0,005 0,008 0,003
560 0,026 0,036 0,011 740 0,004 0,012 0,003
570 0,03 0,043 0,009 750 0,004 0,011 0,003
Grafica 23. Barrido de los pigmentos de la cromatografia 2.
0.35
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Tercera cromatografia en papel de pigmentos de espinaca.

[:‘16

1S

Marca de la distancia
recorrida por la fase

movil

I:I Pigmento 3

(Carotenos)

. Pigmento 2

(Clorofila a)

I:I Pigmento 1
(Clorofila b)

Marca de origen
de la muestra

Célculo del Rf en la tercera cromatografia.

D Pigmento 1 (Clorofila b):

Rf= 222 = 0.35

13.5 cm

. Pigmento 2 (Clorofila a):

Rf= =22 = 0.53

13.5 cm

D Pigmento 3 (Carotenos):

Rf= 22M _ (.70

13.5 cm
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Tabla 27. Resultados del barrido de los pigmentos de la tercera
cromatografia.

Longitud Absorbancias Longitud Absorbancias
deonda | pigmento 1 Pigmento 3| de onda |pigmento 1 Pigmento 3
(nm) [ (Clorofila b) (Carotenos)| (nm) |(Clorofila b) (Carotenos)
400 0,163 0,296 0,083 580 0,042 0,046 0
410 0,189 0,36 0,106 590 0,052 0,052 0,003
420 0,218 0,388 0,141 600 0,06 0,06 0,004
430 0,266 0,391 0,146 610 0,058 0,077 0,002
440 0,309 0,356 0,181 620 0,063 0,086 0,004
450 0,307 0,177 0,196 630 0,07 0,078 0,003
460 0,372 0,098 0,16 640 0,11 0,077 0,004
470 0,383 0,098 0,174 650 0,162 0,139 0,005
480 0,232 0,074 0,163 660 0,157 0,291 0,006
490 0,094 0,04 0,081 670 0,109 0,277 0,005
500 0,047 0,028 0,032 680 0,041 0,096 0,003
510 0,03 0,023 0,011 690 0,014 0,025 0,002
520 0,029 0,024 0,008 700 0,009 0,012 0,002
530 0,027 0,025 0,005 710 0,006 0,007 0,001
540 0,032 0,026 0,005 720 0,006 0,006 0,002
550 0,033 0,026 0,005 730 0,005 0,005 0,002
560 0,036 0,032 0,003 740 0,005 0,005 0,001
570 0,039 0,04 0,003 750 0,005 0,005 0,002
Grafica 24. Barrido de los pigmentos en la cromatografia 3.
0.45
0.4
0.35 - n\
_§ 0.3 \ h
.g 0.25 / ‘ / \ —e—Clorofila b
g Oolz ;7 — \ —#—Clorofila a
0.1 + - \ Carotenos
0.05 \
0 Tt/ et SL""""""’ Y
400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)

64




CUADERNO DE APUNTES DE FOTOSINTESIS

Se reviso y selecciond la informacion bibliografica y hemerografica que lo formaria,

guedando el siguiente contenido:

= Datos Historicos

» Introduccién

» Estructuras De Las Plantas

= Definicion De Fotosintesis

= Reacciones Dependientes De La Luz (Fase Luminosa o Fotoquimica
= Fotosistema Il.

= Fotosistema |

= Reacciones Independientes De La Luz (Fase oscura o biosintética).
= Ciclo de Calvin

= Fotorrespiracion

= Plantas C3

= Plantas C4

= Plantas CAM

= Metabolismo Del Almidén Y Sacarosa.

= Sintesis De Almidon

= Sintesis De Sacarosa

= Importancia De La Fotosintesis

= Bibliografia
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Analisis de resultados

Para realizar la propuesta de una practica innovadora que pudiera ser implementada
en el laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos | (BCT ) de la carrera
Quimica Farmacéutico Biologica (Q.F.B.) en la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza fue necesario considerar diversos factores tales como que se contara con
los reactivos y material utilizados, que su implementacion no fuera de un costo
elevado, el numero de alumnos que por lo regular estan inscritos en la materia de
BCT I, el nimero de integrantes de cada equipo, asi como el nUmero de sesiones
de laboratorio requeridas.

Al realizar la busqueda de los aspectos tedricos que se involucran en el proceso de
la fotosintesis para realizar el cuaderno de apuntes se fue planteando lo que podria
ser la estructura de la practica, se comenz6 por planear la extraccion de los
cloroplastos a partir de las plantas de la espinaca, eligiendo ésta por su
accesibilidad, ademas de estar frescas, también el tamafio grande de sus hojas que
permite quitar las venas y sus caracteristicas de cultivo que sirvieron para establecer
las variables para medir la capacidad fotosintética. Fue importante considerar las
condiciones en las que se realizo la extraccion de los cloroplastos ya que se debio
trabajar a bajas temperaturas con el propésito de demorar la degradacion de los
componentes celulares, se utilizé un Buffer de Tris-HCI 0.01M de pH 7.3 esperando
crear un apropiado potencial osmotico y para amortiguar los cambios bruscos de pH
gue se pueden llevar a cabo extra e intra celularmente, asimismo fue necesario
utilizar solucion salina al 0.9% como estabilizador. También revisando la historia de
como se fueron descubriendo las reacciones involucradas en la fotosintesis se
encontré como el bioquimico Robert Hill utilizé los ahora llamados Reactivos de Hill
gue fueron empleados por él durante sus experimentos que fueron muy importantes
para describir las reacciones que se llevan a cabo durante la fase luminosa de la
fotosintesis, ademas de las reacciones que sirvieron para conocer los fotosistemas
|y Il y plantear el esquema Z, uno de los reactivos de Hill que actia como aceptor

natural de electrones es el 2,6-Diclorofenolindofenol (DCPIP) que fue seleccionado

66



para emplearse en la practica propuesta; este reactivo es azul cuando esta en su
forma oxidada (quinona) pero se va decolorando cuando se va reduciendo (fenol),
es por eso que se aprovechd esta cualidad del reactivo para poder medir la
capacidad fotosintética de los cloroplastos aislados a través de evaluar la velocidad
de la reaccién de reduccion del DCPIP, determinando la absorbancia mediante
espectrofotometria en el espectro visible a diferentes tiempos.

Para medir la capacidad fotosintética se propusieron las variables de la accion de la
intensidad de la luz, la temperatura y la longitud de onda.

Para la acciéon de la intensidad de la luz se utilizaron focos de diferentes Watts (25,
40, 73 y 100W) en donde se pudo observar que mientras fue aumentando la
intensidad de la luz hubo una mayor reduccion del DCPIP, aunque esto so6lo ocurrio
hasta los 73 Watts ya que al utilizar el foco de 100W no hubo una reduccion mayor
(graficas 2, 4 y 6), fue importante que al momento de realizar el experimento con el
foco de 73 y 100W, antes de leer en el espectrofotometro se dejara que la muestra
no estuviera muy caliente para que no fuera un factor que lograra intervenir al

momento de la lectura y obtener un valor con error.

En el caso de la accion de la temperatura se utilizaron bafios de agua de 5, 15, 25,
45, 60y 70 °C, en este experimento se pudo observar que a las temperaturas de 5,
15 y 25°C hubo una mayor reduccion de DCPIP, notando que hubo una mayor
actividad fotosintética a la temperatura de 15°C. También se determind que a partir
de los 45°C comienza una disminucion de la actividad fotosintética y que a las
temperaturas de 60 y 70°C si hubo actividad fotosintética pero muy poca a
comparacion de las temperaturas mas bajas (graficas 9, 11y 13). La razon de estos
resultados se podria pensar es debido a las caracteristicas fisicoquimicas de las
enzimas ya que éstas tienen una temperatura 6ptima en la cual trabajan y esta
podria ser a los 15°C y a temperaturas altas pueden llegar hasta desnaturalizarse.
La espinaca se cultiva en climas frescos en temperaturas optimas de entre 15 y
18°C tolerando temperaturas de entre 4 a 24°C. Durante este experimento se debid
tener cuidado en mantener la temperatura de los diferentes bafios de agua ya que

mientras transcurria el tiempo iba cambiando la temperatura, ademas de que se
R —
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tuvo que esperar a que las muestras estuvieran a una temperatura cercana a la del

ambiente para que no pudiera interferir en la lectura de absorbancia de la muestra.

Al realizar el experimento de la accion de la longitud de onda utilizando tubos de
colores forrados con capas de papel celofan cada uno de un color (azul, rojo, verde,
morado y amarillo) se notd que en los tubos de color azul, rojo y morado hubo una
mayor reduccién de DCPIP por tanto mayor actividad fotosintética (gréaficas 16, 18
y 20), tomando en cuenta que los principales pigmentos fotosintéticos tienen un pico
de absorcién en las zonas de color morado, azul y rojo dentro del espectro de
absorcion, es de considerar que haya mas actividad fotosintética e incluso ain mas
con el color morado debido al efecto Emerson que descubrié que al juntar dos haces
de luz uno de longitud de onda larga y una corta, se sumaban las dos tasas
fotosintéticas (la del fotosistema | y Il que son impulsados a longitudes de onda de
700 y menor de 680 nm respectivamente) y por tanto aumentando la actividad
fotosintética. En el caso del tubo amarillo se puede observar una reduccion de
DCPIP considerable esto podria ser debido a que la clorofila absorbe radiacion de
longitudes de onda cercanas al amarillo o también debido a otros pigmentos
fotosintéticos como los carotenos o xantofilas que también son capaces de absorber
la luz. Mientras que la muestra del tubo de color verde mostré una reduccion de
DCPIP muy baja debido a que las radiaciones de longitudes de onda
correspondientes al verde del espectro son reflejadas y no absorbida por las
clorofilas, sin embargo si se lleva a cabo la reduccién ya que los carotenos absorben

la luz verde y amarilla.

En las graficas de curva estandar que se realizaron para evaluar la accién de la
intensidad de la luz, temperatura y longitud de onda se presenta la linealizacién de
los resultados obtenidos, ademas se grafico y marcé una linea de datos en color
naranja, estos datos son resultado de calcular la media de cada punto de los tres
experimentos de curva estandar correspondientes en cada caso indicando en cada
punto su desviacion estandar (tablas 7, 15 y 23). Asimismo, se realizé el mismo
célculo con los resultados de cada experimento (Tablas 8, 16 y 24) y después de

cada tabla se muestran la graficas marcando la desviacion estandar de la media de
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cada resultando (Gréficas 7, 14 y 21). En los resultados de la desviacién estandar
de las curvas se pudo observar que son nimeros muy pequefios muy cercanos al
cero mostrando que la dispersion de los resultados en cada punto es muy pequefia
y que no hay mucha variacion en esos resultados mientras que en las desviaciones
estandar de los experimentos realizados muestran desviaciones estandar mas
grandes, que van desde el 1.64 hasta el 11.67, los valores mas pequefios indican
menos variacion en los resultados del proceso que son en la mayoria resultados
pequefos, pero los valores mas altos que se observaron en la accion de la
intensidad de la luz con foco de 25W (DE= 12.75) y en la accién de la longitud de
onda con el color azul (DE= 11.67) indican mayor variacion en los resultados
respecto al promedio del calculo de su media, esto atribuible a que se esta

evaluando un proceso biolégico que por sus caracteristicas presenta variaciones.

También se planted para la practica una cromatografia de los diferentes pigmentos
de las hojas de la espinaca, por lo que se realizo la extraccion utilizando acetona y
éter de petréleo, posteriormente se logro la separacion por cromatografia en papel
de los pigmentos y se calculo el Rf de cada uno obteniéndose para la clorofila b un
promedio de 0.28, para la clorofila a 0.42 y para los carotenos 0.65, a continuacion
se recuperaron los pigmentos con alcohol etilico y se hizo un barrido a las bandas
gue se separaron en la cromatografia, en las que al comparar con datos
bibliograficos se esperaban sus picos caracteristicos de la clorofila a entre 400 y
450 nm para la clorofila b entre 450 y 500nm y para los carotenos ente 420y 475nm,
los cuales comparando un espectro tedrico de los pigmentos con las graficas
obtenidas si se observaron los picos caracteristicos en los rangos esperados
visualizando, demostrando y diferenciando cada pigmento fotosintético (Figura 11y
graficas 22, 23 y 24).

La préactica propuesta se realizd con alumnos y profesores del laboratorio de BCT |

en los cuales se pudieron observar resultados similares a los obtenidos para la tesis.

Con respecto al Cuaderno de Apuntes de Fotosintesis, en él se pueden encontrar
antecedentes histéricos y algunos aspectos que pueden facilitar el entendimiento

de las reacciones que se llevan a cabo durante la fotosintesis, ademas de una
R —
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explicacion de las caracteristicas que tienen las estructuras de las plantas para
poder llevar a cabo la fotosintesis, y las diferentes reacciones oxido-reduccion
involucradas en la fotosintesis en diferentes procesos como las reacciones
dependientes e independientes de la luz ademas de como llevan a cabo este
proceso los diferentes tipos de plantas. EI Cuaderno ha sido aprobado para
colocarse en la plataforma virtual Moodle de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza en el Aula de BCT | y se presentan en el anexo 3 imagenes que
ejemplifican el contenido del mismo; Asimismo se tiene listo para su incorporacion

en la plataforma de la Red Universitaria de Aprendizaje (RUA).
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Conclusiones

Se estandariz6 un protocolo de la practica de fotosintesis donde se considero
la viabilidad de llevar a cabo la practica en el laboratorio de BCT | tomando

en cuenta material, reactivos y tiempo.

Por medio de pruebas piloto con alumnos y profesores del moédulo del
laboratorio de BCT I, se logr6 comprobar que la practica es funcional y

reproducible.

Se realiz6 un cuaderno de fotosintesis donde se incluyeron diferentes
aspectos que abarca el tema de fotosintesis el cual incluye informacion,

imagenes, esquemas y reacciones involucradas en el proceso fotosintético.

Se coloco el Cuaderno de Apuntes de Fotosintesis en la plataforma virtual
Moodle de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, del modulo de la
materia Bioquimica Celular y de los Tejidos | como material de apoyo para

los estudiantes que cursan la materia.

Se tiene listo el Cuaderno de Apuntes de Fotosintesis para colocarlo en la

plataforma de la Red Universitaria de Aprendizaje (RUA).
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Anexos

ANEXO 1. Formato de la practica de fotosintesis para el laboratorio de
Bioquimica celular y de los tejidos I.

FOTOSINTESIS




FOTOSINTESIS

Objetivos

¥ Aislar y observar los cloroplastos con el microscopio dptico, obtenidos a partir de

hojas de espinaca.

¥ Determinar la actividad fotosintética en los cloroplastos, mediante la reduccidn de
del reactivo 2,6-diclorofenolindofencl (DCPIP).

v Determinar la accidn de diferentes intensidades de la luz en la actividad fotoquimica

de los cloroplastos.

¥ Determinar la accion de diferentes temperaturas en la actividad fotoquimica de los
cloroplastos.

¥ Determinar la accién de diferentes longitudes de onda en la actividad fotoquimica
de los cloroplastos.

Antecedentes académicos

¥ Reacciones involucradas en el proceso de fotosintesis. Importancia de los
cloroplastos en la fotosintesis.
¥ Espectro de absorcién de los pigmentos fotosintéticos.

¥" Fundamento de la reaccién de Hill.
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Introduccién

En el mundo todos los organismos necesitan materiales y energia para vivir. Estos adquieren
los materiales que necesitan, llamados nutrientes, del aire, el agua o suelo. Los nutrientes
incluyen minerales, oxigeno, agua y demas sustancias que construyen los bloques de las
moléculas biolégicas. Las plantas, algas y determinadas bacterias (cianobacterias) son
fotoautotrofos (autdtrofos fotosintéticos), organismos con la capacidad de absorber
energia luminica y convertirla en energia quimica almacenada en moléculas orgénicas, por

el proceso de la fotosintesis.

La fotosintesis es un proceso de oxido-reduccién en donde el didxido de carbono (COz) es
el sustrato que se reduce y el agua (Hz20) se oxida donando sus electrones para sintetizar
carbohidratos, en el proceso se convierte la energia solar en energia guimica que se

almacena en los enlaces de la glucosa (CsH120s) y se libera oxigeno molecular (Oz).
La reaccidn quimica general mas sencilla para la fotosintesis es:
6 COz + H20 + energfa luminosa —» CgH120e + 602

Los pigmentos son moléculas que sélo absorben la luz de ciertas longitudes de onda y cuya
energia es lo bastante alta como para alterar la forma de las moléculas de ciertos pigmentos
{como la de los cloroplastos), y con “la cantidad correcta” de energia, se logre impulsar la

fotosintesis.

Los diversos grupos de organismos fotosintéticos usan diversos tipos de pigmentos en la
fotosintesis, los pigmentos principales en las plantas son las clorofila a y b que hace que las
hojas sean verdes, esto es por que absorbe la luz violeta, azul y roja, pero transmite y refleja
la luz verde. Existen varios tipos de clorofila, que varian ligeramente en su estructura

molecular (Fig. 1).

{ * ]
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Fig. 1 Estructura molecular de la clorofila a y b.

Los espectros de absorcién de las clorofilas a y b difieren levemente, ambas absorben luz
en la porcién roja y azul del espectro visible (600 a 700nm y 400 a 500nm, respectivamente).
La presencia de ambos tipos de clorofila garantiza que se absorban maés longitudes de onda
del espectro visible a comparacién que cuando sélo hay una de ellas, mejorando la eficiencia
de la fotosintesis. La clorofila a se encuentra en todos los organismos fotosintéticos que
producen oxigeno y la clorofila b se encuentra en los eucariontes como plantas y algas
verdes, pero en cantidad menor que la clorofila a. Ademéas de la clorofila, diversos

pigmentos accesorios también absorben luz y transfieren energia a las clorofilas (Fig. 2).

Espectro de absorcion de algunos pigmentos fotosinteticos

1.., B 4

cifa

Carotenoifes

Ficomiiing

Longitud de onda (nim)

Fig. 2 Espectro de absorcidn de diferentes pigmentos fotosintéticos




En los procariontes como las cianobacterias (algas azules), la fotosintesis tiene lugar en los
granulos asoclados con la membrana plasmatica y en los eucariontes como las plantas
superiores y algas verdes es en el cloroplasto, de aqui su importancia en este proceso. La
forma aplanada de las hojas expone un area superficial considerable a los rayos solares, y
su delgadez ya que sdlo tienen unas cuantas células de espesor garantiza que éstos puedan

penetrar en ella y llegar a los cloroplastos en el interior de las hojas.

Los cloroplastos son organelos gque consisten en una doble membrana gue encierra el
estroma gue es un medio semiliquido donde se encuentran ciertas enzimas y sustratos,
ademas dentro del cloroplasto también se encuentran los tilacoides que son bolsas
membranosas interconectadas en forma de disco que estan incrustadas en el estroma,
estos estdn apilados en unos corpusculos llamadas granas que estan interconectadas por

membranas llamadas lamelas intergranales (Fig. 3).

Fig. 3 Estructura interna de un cloroplasto.




La farmula quimica de la fotosintesis disfraza el heche de que ésta en realidad implica
docenas de enzimas que catalizan docenas de reacciones individuales, Tales reacciones se

pueden dividir en reacciones dependientes de la luz y reacciones independientes de la luz.

Cada grupo de reacciones se lleva a cabo dentro de una regidn diferente del cloroplasto;

pero las dos reacciones se enlazan mediante moléculas portadoras de energia.

En las membranas de los tilacoides se encuentran asociados los fotosistemas que son
sistemas altamente organizados de proteinas, clorofila y moléculas de pigmentos
accesorios y donde se llevan a cabo las reacciones en presencia de |a luz. La mayoria de las
moléculas de clorofila en un cloroplasto simplemente absorben luz (clorofilas tipo antena)
este tipo de moléculas transmiten su energia de excitacion a un par especializado de
moleculas de clorofila en un centro de reaccion caracteristico de cada fotosistema y asi
pueden comenzar las reacciones guimicas de la fotosintesis (Fig. 4). Cada tilacoide contiene
miles de copias de los dos tipos de fotosisternas, conocidos como fotosistema | (FS 1) que
genera ATP y fotosistema Il (FS Il) que genera NADPH. Ambos funcionan de manera
simultdnea. Cada fotosistema cuenta con su clorofila especial, el pigmento (P) del FS | es el
P700 (ya gue 700nm es la longitud de onda mas alta absorbida) y del FSIl es el P680 (la

mayor longitud de onda a la que absorbe es a 680nm).




REACCIONES DEPENDIENTES DE LA LUZ (Fase Luminosa o Fotoguimica).

En las reacciones dependientes de la luz, la clorofila y otras moléculas captan la energia de
la luz solar para “cargar” las moleculas portadoras de energia ADP y NADP+ y convertir una
parte de ella en energia quimica almacenada en moléculas portadoras de energia ([ATP y

MADPH). Como producto se libera gas de oxigeno.

Apua + Clorofila +Energia solar —» ATP + Oxigeno + Aceptor de hidrogeno

REACCIONES INDEPENDIENTES DE LA LUZ (Fase oscura o biesintética).

Durante las reaccicnes independientes de la luz, las portadoras energizadas (ATP y NADPH)
se mueven hacia el estroma, donde su energia impulsa el ciclo C3. Esto produce
gliceraldehido- 3-fosfato (G3P), que se usa para sintetizar glucosa y otros carbohidratos.
Después, los transportadores agotados ADP y NADP+ se wuelven a cargar usando las

reacciones dependientes de la luz para convertirse en ATP y NACPH.

Aceptor de hidrogeno + COz + Energia quimica del ATP + Enzimas —» Glucosa

El ATP y/o NADPH generados fotosintéticamente se usan en una variedad de procesos
metabdlicos, incluida la asimilacion de COz, en el ciclo Benson-Calvin, metabolismo de
nitratos, lipidos, aminoacidos y sintesis de pigmentos y la modulacion de la expresion
genica. Diferentes condiciones de estras puede disminuir la eficiencia de la generacion de

ATP y NADPH inducida por la luz.




La reaccion de Hill.

En la fase luminosa la energia radiante que es absorbida por medio de las clorofilas y
utilizada en parte para la hidrolisis del agua, se conoce también como reaccion de Hill. El
colorante DCPIP (2,6 diclorofenolindofenol) en estado oxidado es azul, y cuando se reduce
setorna incoloro, por lo que su reduccion puede seguirse por la disminucion de la absorcion
de la luz en el espectrofotometro. Las moléculas del colorante interceptan los electrones
en la cadena fotosintetica; especificamente acepta dos electrones en lugar de gue vayan a
P680, por lo gue la perdida del color demuestra que el flujo de electrones esta ocurriendo

durante las reacciones dependientes de la luz.

Cloroplastos + H20 + DCIP (oxidado) + Luz —— DCIP (reducido) + ¥ 02

Material y equipo

* Balanza

* Potenciometro

* Matraz aforado

* Parrilla de calentamiento y agitacion
* Mortero con pistilo

* Embudo de tallo largo

*  Tubos de ensayo

* Centrifuga

* Vasos de precipitados

* Probeta
* Pipetas
*  Gotero

* Portaobjetos

* (Cubreobjetos

* Papel seda

s Microscopio Optico.
* Aceite de inmersion
*  Gradilla

* Espectrofotometro
* Regla

* Termodmetro
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* Cronometro

s Papel filtro de poro abierto

* Papel celofén: amarillo, azul claro, morado, verde bandera y rojo
* (aja de carton grande

* Papel aluminio

® Frasco grande

® Focos de 25, 40, 73 y 100 Watts y socket

Reactivos

* DCPIP (2,6-diclorofenclindofenol sal sadica dihidratada) al 0.02% (0.02g/100mL de
agua destilada).
* Buffer Tris-HCl 0.01 M, pH 7.3
Pesar 0.121 g de TRIS; disolver en ~70 mL de agua, ajustar a un pH 7.3 con HCI,
aforar a 100 mL. Guardar en refrigeracién.
* NaCl 0.9%
Pesar 0.9 g de NaCl y aforar a 100mL.
* Agua destilada.
®  Acetona
e Eter de petréleo
® FEtanol715%glL

Método

a. Aislamiento de cloroplastos.

1) Pesar 10 g de espinaca, lavar las hojas cuidadosamente utilizando Unicamente
agua solo para quitar cualquier excedente de tierra y secar con sanitas.

2) Cortar las hojas de las espinacas en pedazos pequefios excluyendo tallos y venas
largas.

3) Colocar los pedazos de hojas en un mortero previamente enfriado y agregar
20mL de buffer Tris-HCl 0.01M pH 7.3 frio méas 10 mL de NaCl 0.9% frio.

4) Poner el mortero sobre una capa de hielo y macerar sobre hielo hasta
homogeneizar.

Fig. 5 Mortero sobre hielo




5) Filtrar con un embudo el homogeneizado a través de papel filtro de poro abierto.
B) Colocar el filtrado en dos tubos de ensayo y centrifugar a 3500 rpm por 10

minutos,

7) Decantar el sobrenadante de un tubo y en un bafio de hielo resuspender el botdn
afiediendo 10 mL de Buffer Tris-HCI al tubo y agitar hasta no notar partes del

botén,

NOTA: No olvidar siempre trabajar en frio.

b. Observacion de cloroplastos al microscopio.

1) Tomar una gota de suspensidn de cloroplastos, colocarla sobre un portachjetos y

colocar un cubreobjetos limpio.

2) Observar la preparacidn en el microscopio con los objetives de 10x, 40x y 100x.

3) Preparacién de la curva estidndar.

Forrar los tubos con papel aluminio donde se realizaré la curva estdndar y etiquetarlos.

al 0.02%.

Tubo | Blanco 1 2 3 4 5

mL de solucién

Buffer Tris-HCl 9mL ImlL ImlL 9mL 9ml 9mlL

0.01M pH7.3

NaCl 0.9% 1mL imL imlL imL imL ImL
| Agua destilada 1mL 0.9 mL 0.8 mL 0.7 mL 0.6 mL 0.5 mL

Suspension de 0.2 mL 02mL | 02mL | 0.2mL | 0.2mL | 0.2mL

cloroplastos

Adicionar el 2,6 diclorofenclindofenol en cada tubo hasta el momento que se vaya a leer
en el espectrofotémetro.
2,6-diclorofenolindefenol 0.1mL 02mL | 03mL | 04mL | 0.5mL

Agitar cada tubo y leer en el espectrofotémetro a 625nm.

Fig 6. Curva estandar preparada
forrada de papel aluminio.




Experimento 1: Accién de la intensidad de la luz.

1)

2)

3)

4)

5)

Realizar el aislamiento y observacidn de cloroplastos, ademas de preparar la curva
estdndar como se indica anteriormente en los puntos a, by c.

=
[ e

Para las muestras problema que se utilizaran para el
experimento se deberan preparar 4 tubos (cada uno
se utilizard para una Intensidad de luz diferente),
cubrir por separado los tubos con papel aluminio
{Fig. 7) y cada uno se preparara adiclonando: 8 mL
de buffer TRIS-HCI, imLde NaCl, 0.65mL de agua, 0.2
mL de suspensién de cloroplastos y 0.35mL de 2,6-
diclorofenclindofencl. Este Gltimo reactive se debe
adicionar al momento gque se va a utilizar para leer
en el espectrofotémetro. Fig. 7 Tubos de
intensidad de luz.

Para el tiempo cero agitar muy bien el tubo con la muestra y pasarla a unacelda y
hacer la primera lectura en el espectrofotémetro (como blanco utilizar el que se
utilizd en la curva estandar y leer a una longitud de onda de 625nm), regresar toda
la muestra al tubo de ensayo de vidrio y quitar el papel aluminio.

Para las siguientes lecturas se coloca el
tubo en una gradilla a una distancia de
15 cm de un foco ercendido de 25
Watts, Cada dos minutos vaciar el
contenido del tubo de ensayo a una
celda y medir la absorbancia en el
espectrofotémetro, al término de cada
lectura regresar la muestra al tubo vy
continuar el experimento. Realizar esto
hasta completar 14 minutos. Este
sistema se monta adentro de una caja 3 .
para tratar de evitar la intervencion de Fig. 8 Forma de colocar el sistema
la luz del ambiente (Fig. 8). cerrado.

Repetir el paso 3 y 4 con los otros tubos preparados, solamente se cambian el foco
por uno de 45, 73 o 100 Watts respectivamente para los diferentes tubos.

NOTA: Es Importante que durante el experimento cuando se utilice la suspension de
cloroplastos se debe agitar el tubo y al momento de leer en el espectrofotémetro no
debe estar muy caliente la muestra, para evitar que las lecturas de absorbancia salgan
erroneas,

(2]
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Experimento 2: Accidn de |la temperatura

1)

2)

3)

4)

5)

Realizar el aislamiento y observacién de cloroplastos, ademas de preparar la curva
estandar como se indica anteriormente en los puntosa, by c.

Para las muestras problema que se utilizaran
para el experimento se deberdn preparar 7
tubos (cada uno se utilizara para una
temperatura diferente), cubrir por separado
los tubos con papel aluminio (Fig. 9) y cada
uno se preparara adicionando: 9 mlL de buffer
TRIS-HCI, 1mL de NaCl, 0.65mL de agua, 0.2
mlL de suspensian de cloroplastos y 0.35mL
de 2,6-diclorofenclindofencl. Este dGltimo
reactivo se debe adicionar al momento que Fig. 9 Tubos que se usaran para
s va a utilinr para IHF an 'Il preparar [as muestras.

espectrofotometro.

Para el tiempo cero agitar muy bien el tubo con la muestra y pasarla a una celda y
hacer la primera lectura en el espectrofotémetro (como blanco utilizar el que se
utilizé en la curva estandar v leer a una longitud de onda de 625nm), pasar toda la
muestra al tubo de ensayo de vidrio y quitar el papel aluminio.

Para las siguientes lecturas se debe colocar el
tubo dentro de un bafio de agua de 5°C a una
distancia de 20 cm de un foco encendido de
73 Watts. Cada dos minutos waciar el
contenido del tubo de ensayo a una celda y
medir la absorbancia en el
espectrofotémetro, al término de cada
lectura regresar la muestra al tubo vy
continuar el experimento, Realizar esto hasta
completar 14 minutos. Este sistema se monta
adentro de una caja para tratar de evitar la
intervencion de la luz del ambiente (Fig. 10).

Fig. 10 Sistemna cerrado con la
muestra en el bafio de agua.

Repetir el paso 3 y 4 con los otros tubos preparados, solamente que cambiando el
barfio de agua con temperaturas de 5, 15, 25, 45, 60 y 70°C respectivamente para los
diferentes tubeos preparados.

NOTA: Es importante que durante el experimento cuando se utilice la suspension de
cloroplastos se debe agitar el tubo, ademas de cuidar que la temperatura del bafio de agua
sea constante y al momento de leer en el espectrofotémetro no debe estar muy caliente
o fria la muestra,

12
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o
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Experimento 3: Accidn de la longitud de onda

1) Realizar el aislamiento y observacion de cloroplastos, ademas de preparar la curva
estandar como se indico anteriormente en los puntos a, b y c.

2) Se utilizaran 5 tubos de ensayo diferentes, cada uno se forraré de
diferente color y de diferentes capas de papel celofan (Fig. 11); se
forraran como se menciona a continuacion: azul claro (3capas),
rojo (2 capas), verde bandera (2 capas), morado (1 capa) y amarillo
(3 capas). Cada capa de papel celofan tiene medidas aproximadas
de 13.5cm de alto por 4.7cm de ancho.

Fig. 11 Tubos
forrados con

papel celofan.

3) Para las muestras problema que se utilizaran para el
experimento se deberan preparar 5 tubos {cada uno
para una longitud de onda diferente), se deben cubrir
por separado con papel aluminio (Fig. 12) y cada uno
se preparara adicionando: 9 mL de buffer TRIS-HC,
1mL de NaCl, 0.65mL de agua, 0.2 mL de suspension
de cloroplastos ¥ 0.35mL de 2,6-
diclorofenclindofencl. Este dltimo reactivo se debe

e " d £ -

adicionar al moemento que se va a utilizar para leer k. -
en el espectrofotémetro. Fig. 12 Tubos 3&- longitud de
onda.

4) Para el tiempo cero agitar muy bien el tubo con la muestra y pasarla a una celda y
hacer la primera lectura en el espectrofotdmetro, como blanco utilizar el gue se utilizo
en la curva estandar y leer a una longitud de onda de 625nm.

5) Pasar la muestra que este en la celda y la que quedo restante en el tubo donde se
preparo el tubo de ensayo forrado con el papel celofan correspondiente.

6) Paralas siguientes lecturas se deben colocar los
tubos en una gradilla a una distancia de 20 cm
de un foco encendido de 73 Watts. Cada dos
minutos vaciar el contenido del tubo de ensayo
a una celda y medir la absorbancia en el
espectrofotometro, al término de cada lectura
regresar la muestra al tubo y continuar el
experimento. Realizar esto hasta completar 14
minutos. Este sistema se monta adentro de una

caja para tratar de evitar la intervencion de la  Fig. 13 Forma de colocar el sistema.
luz del ambiente (Fig. 13).

13
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7) Repetir el paso 4, 5y 6 con las demas muestras preparadas, utilizando los otros tubos
de ensayo forrados de papel celofan correspondiente.

NOTA: Es importante que durante el experimento cuando se utilice la suspension de
cloroplastos se debe agitar el tubo y para evitar que las lecturas de las absorbancia salgan
erroneas al momento de leer en el espectrofotometro la muestra no debe estar muy
caliente.

Experimento 4: Cromatografia y lectura de los pigmentos.
1) Pesar 1.5 g de espinacas, lavar las hojas cuidadosamente utilizando Unicamente agua
hasta quitar cualguier excedente de tierra y secarlas cuidadosamente con Sanitas.

2) Cortar las hojas en trozos pequefios omitiendo tallos y venas largas (Fig. 14).

Fig. 14 Hojas cortadas en el
mortero.

3) Colocar los pedazos de espinaca en un mortero chico, adicionar 4 ml de acetona y
macerar hasta que los pedazos de hojas se vean decoloradas y el disolvente se vea de
un color verde muy intenso (Fig. 15).

Fig. 15. Hojas maceradas con
acetona.

4) Vaciar el contenido del mortero en un tubo de preferencia con tapa y si no utilizar
papel parafilm para taparlo, agitar y dejar reposar 10 minutos.

5) Agregar 4 mL de éter de petroleo al tubo de ensaye,
agitar y dejar reposar 10 minutos (Fig. 16).

Fig. 16 Tubo con el macerado de
acetona y éter de petroleo.

——,
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Eter de 6) Separar y pasar a otro tubo la capa superior de éter de
petroleo petroleo y tapar (Fig. 17).

Fig. 17 Tubo con la separacion
de los disolventes.

7) Recortar una tira de papel filtro de poro abierto de 22
cm por 2.5 em y medir desde la parte inferior 2 cm,
marcar con un lapiz dos puntos, cada uno en cada orilla
de la tira de papel que es a la altura donde se debera de
colocar la muestra en forma lineal sin llegar a las orillas
del papel, ésta se debe de colocar con un capilar como
se muestra en la Fig. 18, la aplicacién de la muestra se  Fig. 18 Aplicacion de la
debe repetir de 8 a 10 veces, es importante dejar secar muestra en la tira de papel.
la muestra entre cada aplicacion (Fig. 18).

8) Colocar la tira en un frasco con tapa, preparada con 30
ml de la fase movil de acetona-éter de petroleo en una
proporcion 10:90, sin gue la tira de papel togue las
paredes del frasco (Fig. 19).

Fig. 19 Frasco de elucion.

9) Cuando se acabe de realizar la
cromatografia y se sague la tira de papel
marcar la linea del disolvente y realizar las
mediciones para sacar los Rf de cada
pigmento (Fig. 20).

Fig. 20 Mediciones para calculo de Rf.
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A 10) Cortar las diferentes bandas de colores que

guedaron en la cromatografia (Fig. 21).

Fig. 21 Bandas de colores recortadas.

11) Colocar los pedazos de papel de cada banda en

3 mL de etanol 71.52 y dejar reposar por 15
minutos (Fizg. 22).

Fig. 22 Bandas de papel repasando
en etanol.

12) Transcurrido el tiempo pasar el etanol de cada
tubo en una celda diferente (Fig. 23) para hacer un
barrido en el espectrofotémetro registrando las
absorbancias cada 10nm desde los 400 hasta los
750nm. El blanco de ajuste serd etanol 71.5°

ng. 23 Pigmentos en etanol
dentro de las celdas para hacer
los barridos.

NOTA: Recordar ajustar a cero de absorbancia cada que cambie de longitud de onda.




Resultados

Aislamiento y observacién de cloroplastos al microscopio.

Realizar los esquemas o tomar fotografias de las observaciones realizadas al microscopio,
indicando el aumento del objetivo utilizado.

Experimento 1. Accién de la intensidad de la luz.

Anotar en la siguiente tabla los resultados de la curva estandar:

Blanco | Tubo1l Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5

Concentracién (ug)

Absorbancia

Elaborar en una hoja milimétrica la grafica de la curva estdndar de absorbancia contra
concentracién en microgramos del 2,6-diclorofenclindofenol.

Anotar los resultados de absorbancias que se van obteniendo de la accién de la intensidad
de la luz en la sigulente tabla:

Tiempo [Minuto|Minuto | Minuto | Minuto | Minuto | Minuto | Minuto | Minuto
cero dos cuatro seis ocho | diez doce | catorce

Absorbancia

25W |pug de DCPIP
Resta de
concent. (p
Absorbancia

40W | g de DCPIP
Resta de
concent. (p
Absorbancia

73W| g de DCPIP
Resta de
concent. (p
Absorbancia

100 |pg de DCPIP
w Resta de
concent. (p

Con los resultados de absorbancia obtenidos se procede a interpolar esos valores en la
curva estandar para conocer la concentracion en microgramos a los diferentes tiempos y a
las diferentes intensidades de luz, estos datos se deben anotar en la tabla anterior. Después
se realizan una serle de restas en las cuales siempre a la concentracién del minuto cero se
le deberd restar las concentraciones que se fueron obteniendo cada dos minutos hasta el

(7]
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minuto 14 y anotarlas en la tabla anterior. Los valores de las dltimas restas de la
concentracion del minuto cero menos el valor del minuto 14 de los diferentes focos, se
utilizarén para realizar una grafica de columnas para poder comparar la cantidad de DCPIP
reducido con cada diferente intensidad de luz.

Experimento 2. Accion de la temperatura,

Anotar en la siguiente tabla los resultados de la curva estandar:

Blanco

Tubo 1

Tubo 2

Tubo 3

Tubo 4

Tubo 5

Concentracién (ug)

Absorbancia

Elaborar en una hoja milimétrica la grafica de la curva estandar de absorbancia contra
concentracion en microgramos del 2,6-diclorofenclindofenal.

Anotar los resultados que se van obteniendo de la accidn de la temperatura en la siguiente

tabla:

Tiempo

Minuto
cero

Minuto
dos

Minuto | Minuto
cuatro seis

Minuto
ocho

Minuto
diez

Minuto
doce

Minuto
catorce

5°Cc

Absorbancia

15°C

Absorbancia

de DCPIP
Resta de
concent. (

25°C

Absorbancia

de DCFIP
Resta de
concent. (pg)

| pg de DCFIP
Resta de
concent. (pg)

45°C

Absorbancia

60°C

Absorbancia

de DCFIP
Resta de
concent. (pg)

de DCFIP
Resta de
concent. (

70°C

Absorbancia

de DCFIP
Resta de
concent. (

—
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Con los resultados de absorbancia obtenidos se procede a interpolar esos valores en la
curva estandar para conocer |a concentracion en microgramos a los diferentes tiempos y a
las diferentes temperaturas, estos datos se deben anotar en la tabla anterior. Después se
realizan una serie de restas en las cuales siempre a la concentracion del minuto cero se le
deberé restar las concentraciones que se fueron obteniendo cada dos minutos hasta el
minuto 14 y anotarlas en la tabla anterior. Los valores de las ultimas restas de la
concentracion del minuto cero menos el valor del minuto 14 de las diferentes temperaturas,
se utilizaran para realizar una grafica de columnas para poder comparar la cantidad de

DCPIP reducido con cada temperatura diferente.

Experimento 3. Accion de la longitud de onda.

Anotar en la siguiente tabla los resultados de la curva estandar:

Blanco | Tubol Tube 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5

Concentracidn (ug)

Absorbancia

Elaborar en una hoja milimétrica la grafica de la curva estdndar de absorbancia contra
concentracién en microgramaos del 2,6-diclorofenolindofenal.

Anotar los resultados que se van obteniendo de la accion de la longitud de onda en la
siguiente tabla;

Tubes de | Tiempoe [Minuto Minuto|Minuto |Minuto| Minuto |Minute |Minuto| Minuto

color cero dos | cuatro | seis ocho | diez | doce |catorce
Absorbancia
Azul g de
DCPIP
Resta de

concent. (pg)

Absorbancia
Rojo g de
DCPIP
Resta de
concent. (pg)

Absorbancia

Verde pg de
DCPIP

Resta de
Foncent. (pg)

15

—
S
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Morade

Absorbancia

g de
DCPIP

Resta de
concent. (ug)

Amarillo

Absorbancia

ue de
DCPIP

Resta de
concent. (ug)

Con los resultados de absorbancia obtenidos se deben interpolar los valores en la curva
estandar para conocer la concentracion en microgramos a los diferentes tiempos y a las
diferentes longitudes de onda, estos datos se anotan en la tabla anterior. Después se debe
realizar una serie de restas en las cuales siempre a la concentracion del minuto cero se le
restara la concentracion que se obtuvo cada dos minutos hasta el minuto 14 y anotarlas en

la tabla anterior. Los valores de las dltimas restas de la concentracion del minuto cero

menos el valor del minuto 14 de los tubos de colores, se utilizaran para realizar una grafica
de columnas para poder comparar la cantidad de DCPIP reducido con las diferentes
longitudes d= onda.

Experimento 4. Cromatografia y lectura de los pigmentos.

Anotar los resultados que se va obteniendo en el barrido en la siguiente tabla:
¢ Pigmentol

94

Longitud de | Absorbancia | Longitud de | Absorbancia | Longitud de | Absorbancia
onda onda onda
400nm 520nm 640nm
A10nm 530nm 650nm
420nm 540nm 660nm
430nm 550nm 670nm
A40nm 560nm 680nm
450nm 570nm 690nm
460nm 580nm 700nm
470nm 590nm 710nm
A80nm 600nm 720nm
490nm 610nm 730nm
500nm 620nm 740nm
510nm 630nm 750nm

()




* Pigmento 2
Longitud de | Absorbancia | Longitud de | Absorbancia | Longitud de | Absorbancia

onda onda onda
400nm 520nm 640nm
410nm 530nm 650nm
420nm 540nm 660nm
430nm 550nm 670nm
440nm 560nm 680nm
450nm 570nm 690nm
460nm 580nm F00nm
470nm 590nm 710nm
480nm 600nm 720nm
490nm 610nm 730nm
S00nm 620nm 740nm
510nm 630nm 750nm

* Pigmento 3
Longitud de | Absorbancia | Longitud de | Absorbancia | Longitud de | Absorbancia

onda onda onda
400nm 520nm 640nm
410nm 530nm 650nm
420nm 540nm 660nm
A430nm 550nm 670nm
440nm 560nm 680nm
450nm 570nm 690nm
460nm 580nm 700nm
470nm 590nm 710nm
480nm 600nm 720nm
490nm 610nm 730nm
500nm 620nm 740nm
510nm 630nm 750nm

Al obtener los resultados de los tres pigmentos realizar una grafica de absorbancia contra
longitud de onda (nm).

Cuestionario

1. ¢Cual es la importancia de la reaccion de Hill en el proceso de la fotosintesis?

2. ¢En que parte del cloroplasto se lleva a cabo las reacciones dependientes de la luz y
en cual las reacciones independientes de la luz?

3. ¢Por qué todo el procedimiento se debe trabajar en condiciones de frio?

4, (Como se espera que influyan los factores de la accion de la intensidad de la lug, la

temperatura y la longitud de onda en los resultados?
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ANEXO 2. Capturas de pantalla de como se encuentra el cuaderno de
apuntes en la plataforma Moodle.

€« G @ aulasvi BT r e * & FEn 0o
i Aplicaciones  # Bookmarks Bios favorios
A @ Araceli Garcia del Valk
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Laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos |
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U Insignias
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FOTOSINTESIS
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1. CUADERNO DE APUNTES DE FOTOSINTESIS
3 TEORIA En este cuaderno de fotosintesis se puede encontrar antecedentes histdricos y algunos aspectos que pueden facilitar el entendimiento de |as reacciones que se

llevan a cabo durante la fotosintesis, ademas de una explicacion de las caracteristicas que tienen las estructuras de las plantas para poder llevar a cabo la
[ LABORATORIO fotosintesis, y las diferentes reacciones oxido-reduccién involucradas en la fotosintesis en diferentes procesos como las tes e
de la luz ademas de como llevan a cabo este proceso los diferentes tipos de plantas

€@ Navegacion animada
desactivada

£ Preferencias de datos

A Pagina Principal
(home)
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fh Calendario

[ Archivos privados
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ANEXO 3. Cuaderno de apuntes de fotosintesis.




INDICE

R T R I o S R e R R SR S s 1
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E S TRLCTURAS DB LA PIANTAS . i ains s s b s S R 14
DEFINICTON DE E O TOBINTE RIS i iiiiiiisimssisvs et st ais aimsnd it v 20
REACCIONES DEFENDIENTES DE LA LUZ (Fase Luminosa o Fologuimica)...oww.. 21

FOTOSISTEMA .o revessssmersssssresessesssississsmsssessssssssmissssssesssssmasessiasssionsssssssnsssmtssssssssssmasss 24

FOTOSISTEMA L..ovimisnscnssssmsisisssssin R T e R 26
REACCIONES INDEPEMDIENTES DE LA LUZ (Fase oscura o biosint2tica), . 27

b DAY s s e e T e e B B e 27
F O T RAE SR RGN i e e s e 31
Y I TP EE
P T OB v i e 0 5 8 5 i o 33
PLANTASCAM. Liiianiiiiiiiiiia R R R S el
METABOLISMO DEL ALMIDON ¥ SACARDSA ..ooovvom s s sssisssesmssssssssssmssssssssissnsos 37

SINTESIS DE ALMIDOMN ..o imssismismsssssismmsssisnis AT R T 38

T DI A R B B G P s 38
IMPORTANCIA DE LA FOTOSINTESIS. .o ssssssssssssssissssssssssssssssssssssssnssos 40
IO R T b 4 S S A i A S a1 42
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PRESENTACION

La elaboracion de este cuaderno de apuntes del tema de fotosintesis es
con la finalidad de revisar un proceso biolégico muy importante en la tierra que
involucra muchas reacciones, por lo que se quiere presentar de una manera mas
sencilla este tema y todo el proceso que conlleva y que funcione como apoyo a los
alumnos que llevan el modulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos | en la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza y de esa manera sea mas sencillo

entender la parte tedrica y poder llevar a cabo la parte experimental.

En este cuademo de fotosintesis se puede encontrar antecedentes historicos y
algunos aspectos que pueden fadilitar el entendimiento de las reacciones que se
llevan a cabo durante la fotosintesis, ademas de una explicacion de las
caracteristicas que tienen las estructuras de las plantas para poder llevar a cabo la
fotosintesis, y las diferentes reacciones oxido-reduccion involucradas en la
fotosintesis en diferentes procesos como las reacciones dependientes e
independientes de la luz ademas de como levan a cabo este proceso los
diferentes tipos de plantas.

El Cuaderno de Apuntes de Fotosintesis es un material didactico elaborado con el
apoyo comao proyecto PAPIME PE211918 para que sea ulilizado como recurso de
estudiantes para comprension del proceso fotosintético.
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FOTOSINTESIS.

DATOS HISTORICOS

La historia de los conocimientos sobre el proceso de la fotosintesis hasta o que se
conoce en |a actualidad ha sido larga, esta historia comienza &n el siglo I a. de C.
cuando el filbsofo Aristateles realizo |la propuesta de una hipatesis donde sugeria
que la luz solar estaba directamente relacionada con el desarrollo del color verde
de las hojas de las plantas, esta hipdtesis no pudo ser comprobada, lo que
ocasiond que esta idea no fuera tomada en cuenta en esa epoca. Hasta que en el
siglo XVIl d de C siguiendo las ideas aristotélicas Stephen Hales llevd a cabo
experimentos  para medir el vapor de agua emitido por las plantas conocido como
transpiracion, y concluyd que para que eslo se realizara debia de haber un fujo de
agua y nufrientes disueltos desde las raices, ademas afirmo que el aire que
penatraba por las hojas de los vegelales era empleado por eslos como fuente de

alimeanto, 22

La historia continta cerca de los afios de 1770 cuando Joseph Priestley diferencid
el aire de la respiracian animal de aquel emitido por los vegetales en presencia de
la Iz v describio que las plantas producen el aire que los animales consumen.
lgualmente descubrid el oxigeno vy detectd que las plantas emitian didgxido de
carbono en los pericedos de oscuridad aungue no supiera como interpretar estos

rasultados,

En el afo 1779, el médico Jan Ingenhousz, tras varios experimentos descubria
que las plartas en presencia de luz elaboran sustancias organicas a parir de
sustancias inorganicas v liberan oxigeno a la atmasfera durante este proceso y
que a su vez las planias eliminan dioxido de carbono (CO:z) en la oscuridad,

ademas de que la cantidad de oxigeno desprendida durante el dia era menor que

D
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ESTRUCTURAS DE LAS PLANTAS

Aungue la fotosintesis se lleva a cabo en los procariontes como las cianobacierias,
en los granulos asociados con la membrana plasmatica, y en los eucariontes como
las plantas y algas verdes en los cloroplastos, nos vamos a basar en describir la
compleja estructura de las hojas de las plantas. De manera sencilla las hojas de
las plantas han evolucionado de acuerdo al medio ambiente en el que viven,
siendo triunfadoras en la seleccion natural, aquellas con caracteristicas que les
permitan un funcionamiento idoneo.

Figura 4. Estructura de las hojas. A) Hojas verdes donde se lleva a cabo la
folosintesis %, B) Corte seccional de una hoja verde y diferenciacion de todas sus
estructuras 29, C) Observacion en el microscopio de cloroplastos aislados en el
objetivo de 100x.
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FOTOSISTEMA |

La absorcion de un foton por el Pro conduce a la liberacion de un electron
energelizado que pasara por la cadena transponadora de electrones, leniendo
como primer aceptor de electrones una molécula de clorofila a (Ad y después
pasa a la ferredoxina ligada (Fa y Fa) que es una proteina de hierro y azufre que
es hidrosoluble mdvil, cada una cede un electron a la flavoproteina que se llama
ferredoxin-NADP oxidorreductasa (FAD) que utiliza dos electrones y un proton del
estroma para redudir el NADP* a NADPH. (Figura 8 y 9).'%2!

La transferencia de electrones desde la ferredoxina al NADP* se denomina ruta de
transporte electronico aciclica. En algunas ocasiones el transporte ciclico de
electrones del FSI se acopla con la ATP sintasa para generar ATP en vez de
producir NADPH, esto ocurre cuando hay una proporcion alta de NADPHNADP
en la celula para aceptar lodos los electrones generados por |la excilacion de Prw
si no que se uilzan para bombear mas protones a travées de la membrana
tilacoide y generar ATP (Figura 11). 221

[ Estroma |

Fotosistemal

Figura 11. Transporte ciclico de electrones del fotosistema |.

103



o o o @

12ADP © C© 12ZNADPH < 12M

B coOo

HC Ok s <o0 *CC

o HOOH %’ = H.COPO Glieraloemido- 1-
losialo

e o)
- Hale [T
Do srden tiers b 1 jh‘
Ik custo lostogiicercio
(5-63) (BPG)
M

Kiulese-4- COPO HLCOPO Dihidroxiacelona
(m_‘ Faslelo (DHAF)

Fruciesa-1 é.
bistostate
(rer)

Eatrosa-4-
tostalo (E4F)

isomerasa
HE

oPC
Lhuican-§-

fodata
(Ku-5-#

)
Azuoo

oy §

£ nbato

- E-1}
ksafaic (8-2-7)

Figura 12. Ciclo de Calvin, ciclo reductor de las pentosas fosfato o ciclo C3 2122
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Figura 13. Esquema del proceso de |a folorrespiracion,
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nuevo el fosfoenolpiruvato que puede reaccionar con CO; y comenzar de nuevo

ofra ronda de la via C4 (Figura 14) 819202140

Aunque en la via C4 se utilicen dos ATP mas que el ciclo de Calvin por cada CO;
incorporado a la glucosa, el hecho que haya abundante luz ayuda a producir el

ATP extra necesario en las reacciones de la fase luminosa.?!

CELULAS MESOFILICAS

Sy Fosfoenaolpiruvato
Fosfosnciprato
cartosiaka

Oxaloacetlato
+ ATP+ P

Malato Piruvato

Piruvato

CELULAS PE 1A
VAINA DEL HAZ

Figura 14, Via de Hatch-Slack o via C4.
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