Excmos. Sres. Académicos,
Serioras v Sefiores,

Iniciamos esta intervencién afirmando que considero un gran ho-
nor para esta Real Academia recibir hoy como Académico de Honor
al Profesor Manuel Losada Villasante, Académico de Niaumero de la
Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales y de la Real
Academia de Medicina de Sevilla. Es asi mismo Académico Fundador
de la Akademie fiir Umweltfragen de Alemania y de la Academia Se-
villana de Ciencias, pero, es, sobre todo, un destacado docente-inves-
tigador que ha dedicado toda su vida a la Ciencia y a la Universidad
y ademds un buen y admirado amigo.

En este acto debemos subrayar que la Real Academia de Farma-
cia con ocasién de la Junta General Extraordinaria de fecha 17 de di-
ciembre de 1998 y la preceptiva reunién anterior de la Comisién de
Admisiones, aprobé en base a sus grandes méritos la designacion del
Excmo. Sr. D. Manuel Losada Villasante como Académico de Honor
de esta Real Academia cosa que conociendo sut trayectoria cientifica
v académica nos satisface extraordinariamente y sobre todo, nos con-
gratula recibir en esta Real Academia a tan digno miembro.

Para seguir esta trayectoria académica, cientifica y social del Pro-
fesor Manuel Losada hemos pensado que tal vez resultarfa dtil divi-
dir en varias partes este relato. En primer lugar haremos referencia a
los aspectos académicos y cientificos del nuevo Académico de Honor
desde el punto de vista de sus pasos universitarios, y forzosamente te-
nemos que hacer referencia a 1947 cuando nos conocimos y coinci-
dimos en la Universidad de Madrid en los estudios de la Licenciatu-
ra de Farmacia con tantos compaiieros y amigos como Avelino Pérez
Geijo, Gonzalo Giménez Martin, Manuel Ruiz Amil, José Antonio Ca-
" bezas, José Maria Recio, Eugenio Laborda, Maria Rosa Villarejo, Ra-
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mona Beltrin, Carmen Alvarado y tantos otros colegas con los que
competiamos v disfrutibamos de la amistad de compaieros de curso
v de esa siempre'recordada vida académica universitaria. Y va en esos
tiempos 1947-1952 Manuel Losada era un compafiero v amigo de re-
[erencia, el mas brillante del curso, el que al [inal de los estudios iba
a ser por derecho propio Premio Extraordinario de Licenciatura y Pre-
mio Nacional Fin de Carrera (1952) y méas tarde Premio Extraordi-
naric de Doctorado de la Facultad de Farmacia (1936) de la Univer-
sidad de Madrid.

Una vez concluido el Doctorado y siempre bajo la sabia orienta-
cién del Prolesor José Maria Albareda, que le apreciaba muchisimo,
inicia su caminar por los grandes centros de investigacién en el ex-
tranjero, primero en la Universidad de Munster, Alemania {1934-353),
v mds tarde en los famosos Laboratorios Carlsberg, Dinamarca (1936-
1957), para, después obtener plaza de Colaborador Cientifico del
CSIC, pasar al Departamento de Fisiologia Vegetal de la Universidad
de Calilornia en Berkeley, Estados Unidos (1958-39). Es entonces
cuando es nombrado “Research Biochemist”, en el Departamento de
Fisiologia Celular en la misma Universidad de California {1939-60) en
fructifera colaboracién con el Prolesor Daniel Armén, del que iba a
disfirutar de gran aprecio y amistad personal. Es esta una fase suma-
mente productiva y de gran relieve cientifico como luego menciona-
remos.

En épocas posteriores seria nombrado Investigador Cientifico
(1962-67) y Profesor de Investigacién del CSIC. En 1967 se traslada a
Sevilla, ciudad en la que enlazando con Madrid, iba a desarrollar su
extraordinaria trayectoria cientilica como catedratico de Bioquimica
y Biologia Molecular y Director del Instituto de Bioquimica Vegetal y
Fotosintesis {1967-86), aunque ya en 1964, en Madrid, habia sido
nombrado Director del Instituto de Biologia Celular (1964.67), Insti-
tuto de nueva creacién en el Centro de Investigaciones Biologicas en
el que se integraban los grupos dirigidos por los Profesores Gonzalo
Giménez Martin y Julio R. Villanueva, centro que iba a marcar pau-
tas de desarrollo investigador y altos niveles de produccion cientifica
dentro del CSIC.

A los Premios de Licenciatura y de Doctorado ya mencionados,
pronto se iban a unir un amplio nimero de distinciones y reconoci-
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mientos; La Encomienda de la Orden de Alfonso X el Sabio (1964)
del Ministerio de Educacién y Ciencia, el Primer Premio Nacional del
CSIC (1963), el Premio Nacional de]l Consejo General de Colegios Ofi-
ciales de Farmacéuticos (1975). Se le nombra después Hijo Predilec-
to de su localidad natal, la Ciudad de Carmona (1966), se le concede
la Medalla de Oro “SADRYM?” a la Investigacion (1976), el Premio Na-
cional de Investigacién en Biologia (1977), La Medalla de Honor al
Fomento de la Invencién de la Fundacién Garcia Cabrerizo (1984), la
Medalla “Gerénimo Forteza” del Instituto de Investigaciones Citol6-
gicas de Valencia (1985), el Primer Premio de Investigacién Cientifi-
ca y Técnica “Maimoinides” de la Junta de Andalucia (1988), el Pri-
mer Premio a la Investigacién “Rey Jaime I” (1990). Mds tarde se le
nombra Hijo Predilecto de Andalucia (1993), se le concede el Premio
Principe de Asturias de Investigacién Cientifica y Técnica (1995) y se
le distingue mas tarde con el Doctorado Honoris Causa por la Uni-
versidad Piiblica de Navarra (1997).

También merece la pena destacar un conjunto de distinciones que
le acreditan como cientifico vy docente eminente tal como al principio
hemos mencionado, como son el ser elegido Académico de Numero
de la Real Academia de Ciencias Exactas Fisicas v Naturales (1966),
Consejero del Consejo Nacional de Educacién (1968), Académico Nu-
merario de la Real Academia de Medicina de Sevilla {(1979), Miembro
del Instituto de Ciencias del Hombre, Madrid {1985), Académico Fun-
dador de la Academia Sevillana de Ciencias (1968), de la Academia
Europea de Biologia (1986), y de la Academia Iberoamericana de Far-
macia (1992),

Merece asi mismo la pena recordar como su prestigio y reconoci-
miento cientifico vienen acreditados por los nombramientos como
Miembro de los Comités Editoriales de las Revistas mas destacadas
de su especialidad como Plant Science Letters (1972-77), Photobio-
chemistry and Photobiophysics (1979-87), Photosynthesis Research
(1980-82) y Physiologia Plantarum (1980-82). Es ademas elegido
miembro de destacadas sociedades cientificas internacionales como
el California Chapter of Sigma Xi (1961), Sociedad Espanola de Bio-
quimica (1964), American Association for the Advancement of Scien-
ce (1967), British Biochemical Society (1968), American Society of
Plant Physiology (1968), British Photobiological Society (1970),
French Societé de Chimie Biologique (1971), Japanese Society of Plant
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Physiology 81971), Sociedad Espanola de Fisiologia Vegetal (1974) e
International Biolectrochemical Society (1983).

En el capitulo de subvenciones a la investigacion disfruta de ayudas
econdmicas altamente significativas como de los National Institutes
of Health, Fundaciones Juan March, Manuel Aguilar, y FOCUS, de la
empresa Dragados y construcciones, Fondo Nacional de Ayudas a la
Investigacion, Laboratorios Lepetit de Italia, Junta de Energia Nucle-
ar, Comisién Asesora de Investigacion, Frontiers of Science de la Na-
tional Science Foundation de los Estados Unidos, Centro de Estudios
de la Energia del Ministerio de Industria v Energia, Direccién Gene-
ral de Investigacién Cientifica v Técnica, etc.

En la segunda parte de este relato nos centraremos en los aspec-
tos més relacionados con las lineas de investigacién y los resultados
mas relevantes de su trayectoria cientifica v en especial, en lo que se
refiere a los estudios sobre la Bioconversién de la energia solar y la
Bioenergética, campos en los que el grupo del Prof. Losada ha lleva-
do a cabo excelentes contribuciones tal como se aprecia en el amplio
numero de publicaciones realizadas, mayormente en revistas cientifi-
cas y revisiones de prestigio internacional. Por todo ello, nos parece
oportuno mencionar algunos de los enfoques de investigacién co-
menzando por la asimilacién fotosintética del nitrato, con especial
atencién a la ruta del metabolismo, enzimas envueltas y regulacién,
sin olvidar un concepto unificado de transduccién de energia por los
sistemas bioquimicos destacando por lo que se refiere a la energia lu-
minosa, redox, dcido-base v de enlace fosfato. Interesa destacar los
trabajos orientados a aclarar la doble funcién tanto redox como aci-
do base del oxigeno en bioenergética y las investigaciones posteriores
sobre el mecanismo de transduccién de energia de citrocromos de tipo
b en cloroplastos vy mitocondrias. De especial interés ha sido asimis-
mo los trabajos sobre glicolisis y gluconeogénesis en levaduras dedi-
cando especial atencién a las enzimas vy los procesos de regulacién.

Otro campo enormemente productivo ha sido el relacionado con
la fotoproduccién de amoniaco y de peréxido de hidrégeno por siste-
mas fotoquimicos y fotobioquimicos. Por dltimo, mencionar las in-
vestigaciones desarrolladas en épocas mas recientes orientadas a la
seleccién y aplicacién de algas verde-azuladas fijadores de nitrégeno
para la fotoproduccién de biomasa de alto contenido en protefna, con
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definidas aplicaciones biotecnolégicas y que han representado apoyos
especiales de grandes empresas interesadas en estos campos maés apli-
cados. ’

Nos queda por dltimo subrayar las actividades mas relacionadas
con las funciones universitarias de formacién de jévenes investigado-
res en donde se puede destacar la direccién de mas de 50 tesis doc-
torales y las contribuciones encaminadas a la formacién de mas de
100 investigadores, un buen nimero de ellos ocupando posiciones des-
tacadas tanto en el ambito del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, como de los diferentes departamentos universitarios dis-
tribuidos por toda la geografia espafiola. Ademas no seria facil enu-
merar la elevada cantidad de congresos y simposios nacionales ¢ in-
ternacionales en los que el Prof. Losada ha sido invitado a pronunciar
conferencias o desarrollar ponencias sobre temas relacionados con su
especialidad sin olvidar el elevado ntimero de centros de investigacién
y universidades prestigiosas de Aambitos internacionales en los que su
presencia ha sido importante especialmente como conferenciante
principal.

No quisiéramos terminar esta exposicién sin hacer referencia a la
elevada cifra de trabajos de investigacién y revisiones publicadas asi
como de varios libros cientificos y de cinco libros de texto, el mas re-
ciente el titulado “Los elementos y moléculas de la vida”, que segin
nos ha referido el autor constituye en cierto modo la obra y el suefio
de su vida. Por dltimo el Dr. Losada ha sido solicitado por su presti-
gio como traductor del inglés de varios articulos cientificos ademés
de cuatro libros de texto, uno de ellos en el que ha colaborado con
nosotros el mas conocido por su amplia difusién internacional “The
Microbial World” escrito por el renombrado y reconocido profesor de
la Universidad de California, el Profesor Roger Y Stanier, uno de los
bioquimicos microbianos mds sobresalientes de la segunda mitad de
nuestro siglo. Esta obra ha sido ampliamente utilizada tanto en las
Universidades espafiolas y en las iberoamericanas. De hecho la ver-
si6én original ha sido traducida a nueve idiomas, incluido el chino y
el japonés.

También, nos parece oportuno incorporar algunas opiniones de un
antiguo alumno y posteriormente colega como catedratico de Ecolo-
gia en la misma Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de
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Sevilla. Nos referimos al Profesor Francisco Garcia Novo, buen ami-
go nuestro y colaborador en diferentes instancias y jurados de pre-
mios que nos manifestd su aprecio y admiracién por el Profesor Lo-
sada. En conversacién entrafiable nos contaba como nada mas llegar
a la Facultad de Ciencias de Sevilla, comienza a organizar en un pa-
sillo y mas tarde en unos aseos un ntcleo de ciencia dura que en-
sancharia promnto los horizontes de la Bioquimica vy la Fisiologia Ve-
getal Sevillana. .

Para alcanzar este propésito, trae del CSIC a su colaboradora mas
valiosa, su esposa Antonia Friend, que organiza un entorno habitable,
desarrolla la administracién y prepara los elegantes manuscritos que
fluirdn progresivamente de este laboratorio, presentando una cadena
continuada de descubrimientos sobre la fotosintesis, desde el nivel
quimico al mas profundo de la biologia molecular. Desde los prime-
ros momentos, junto a Losada se encuentra un gran colaborador cien-
tifico procedente también del CSIC: el Dr. Antonio Paneque, con el
que se logran los primeros éxitos de la unidad sevillana.

Las enserianzas de la Licenciatura de Biologia se habian autoriza-
do en 1965 sin que existiera cuadro de profesores. Y Manuel Losada
pertenece a la primera generacion que llevara también a Sevilla al zo-
Slogo Salvador Vicente Peris, al botanico Emilio Fernandez-Galiano,
al microbidlogo Enrique Montoya. Este nticleo actiia como un “atrac-
tor” y a golpe de gestiones administrativas y conviccién, incorpora a
Fernando Gonzilez Bernaldez, Jorge Lépez Sdez, y jovenes (jenton-
ces!) doctores esparfioles realizando su especializacién en centros de
excelencia de varios paises: Enrique Cerda en Stanford, Benito Valdés
en Liverpool, Garcia Novo en St. Andrews. En 1970 la Facultad de
Biologia disponia ya de un excelente equipo docente que innovaria ra-
dicalmente la ensefianza de la Biologifa.

Asi nos referia Garcia Novo el desarrollo docente: “Losada habia
ganado una Catedra y comienza a impartir la docencia de Bioquimi-
ca para Biolégos en el Aula IV de la Facultad de Ciencias, aula gran-
de, con el suelo en pendiente, con tarimas de madera, grandes ence-
rados de cristal pintado de negro al gusto de la época. El aula no, pero
la ensefianza de la Bioquimica que imprime Losada, suena a nuevo.
A discusién de resultados recientes, a incorporacion de articulos a las
clases, a exploracién. A Ciencia que se crea y rehace de afio en afo.
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A investigacién en primera persona. Y las pricticas no se parecen a
las rutinarias de otras materias, con equipos de museo, aplicando la
“ley de los resultados forzosos” para obtener lo que se supone que de-
berfa observarse”.

Por ¢l contrario, las practicas de Bioquimica son como estancias
breves en un laboratorios de investigacién, donde se interrumpian por
un ralo los experimentos para alender a los alumnos. Todavia mas,
para incorporarlos al trabajo experimental. Era importante el uso de
los espectrofotémetros, el Warburg, los pHmetros. jCuantas averias
causadas por manos inexpertlas paralizaban la investigacién!.

Se construye la asignatura de Bioquimica desde la frontera del co-
nocimiento. Las pricticas reproducen experimentos recientes de la bi-
bliografia. Se trabaja con reactivos nuevos que apenas hace unos afios
se habian comprendido quimicamente. Son afios cruciales en la Bio-
quimica mientras se produce la eclosion de la Biologia Molecular, que
en la Universidad de Sevilla, arraiga con vigor

Este deslumbrante panorama cientifico atrae los primeros colabora-
dores: Miguel Garcia Guerrero, Jacobo Cardenas, Pedro Aparicio, José
Maria Vega Piqueras, Carlos Gomez Moreno, Francisco Caslillo, José
Maria Maldonado, Miguel Angel de la Rosa, Joaquin Herrera, Juan
Loépez Barea, Maria Tortolero, Alicia Chamarro, Pedro Candau, Fran-
cisco Sosa, que configuran un equipo poderoso. A los diez afios de
llegar a Sevilla, en 1975 la calidad del departamento es refrendada por
la Sociedad Espafiola de Bioquimica que celebra en Sevilla su VI Con-
greso, al que asisten 5 Premios Nobel. Fue el primer congreso masi-
vo de la especialidad, con centenares de comunicaciones, presenta-
ciones simultdneas y posters.

En 1998 se ha celebrado un nuevo Congreso en el Departamento
de Bioquimica, en su nueva sede de la Cartuja, al que tuvimos el ho-
nor de asistir. Mas cientificos, mas invitados, mas posters y conle-
rencias. Todo apuntaba hacia una excelente organizacién. Pero el de
1975, habia sido la “presentacién en sociedad” del grupo de Losada,
en la Universidad de Sevilla. En el dltimo Congreso el Profl. Losada
recibié la Medalla de Honor de la Sociedad Espariola de Bioquimica

v Biologia Molecular.

Como Director de su grupo, Manuel Losada ha tenido lo que €l
mismo califica de “olfato” cientilico. No sigue con el Carbono de su
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maestro Arnon, sino que se enfoca hacia el Nitrégeno, y se atreve a
denominar los procesos de reduccién “fotosintesis del N nitrico” an-
ticipando una genéralizacién del significado de la fotosintesis a la que
contribuird de modo destacado. Tras el NO,, sera el NO,, el SO, y fi-
nalmente el N, lo que llamara su atencién. Los metales y coenzimas
presenies en este proceso. Para estudiarlos con finura abandona su
material de eleccién durante anos, las hojas de espinaca, que diaria-
mente entraban en una escala propia de una fruleria, en el laborato-
rio. Toman la alternativa los cultivos de algas y poco a poco una apro-
ximacién més cercana a la biologfa molecular, cuyos métodos aplica.
Todo ello desemboca en estudios del genoma, por el lado mas pro-
fundo de los seres vivos. Y en los ecoldgicos, estudiando los microor-
ganismos extremofilos, por el lado mas amplio.

En el laboratorio ha sido capaz de identificar entre los estudian-
tes a los magnificos cientificos del futuro. Los calificaba de “mirlos
blancos”. Asi subrayaba Garcia Novo la obra realizada: “He tenido el
privilegio de conocer, también como alumno, a muchos de ellos y me
causa admiracién la intuicién para seleccionarlos y la habilidad para
captarlos. Los que perteneciamos a otras dreas nos quejabamos de
esta competencia con Losada por los mejores alumnos de cada pro-
mocién. Y subraya Garcia Novo, afortunadamente para la Ecologia,
existen bidlogos que prefieren el contacto con la Naturaleza a su “de-
sintegracién” en el tubo de ensayo. Mas tarde, el Profesor Losada pone
de manifiesto la capacidad de orientarlos en una Tesis prometedora,
enviarlos a centros de excelencia donde completar su formacién y cre-
ar asf generaciones de excelentes investigadores y profesores, que han
enriguecido el panorama de la Bioquimica y la Fisiologia Vegetal en
Espafia. El libro “Manuel Losada Maestro de Cientificos”, dedicado
por sus discipulos en la Universidad de Sevilla, con ocasién de la con-
cesion del Premio Principe de Asturias en 1995, expresa esta realidad
vigorosa y auténtica.

Posiblemente no sucede esta seleccion al azar. Tiene que ver con
algunos rasgos del cardcter de Manuel Losada que se reflejan en el
aula v en el laboratorio. Es tenaz, es clarificador, sabe concentrar ab-
solutamente su esfuerzo. Y transmite este valioso modo de ser a sus
alumnos v a sus discipulos.

Segtn muchas generaciones de alumnos, Manuel Losada explica
con sencillez, y notable claridad. No se queda en los nimeros, las me-
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didas, las masas, las hace comprensibles: al hablar del contenido de
Fe de nuestro organismo, lo maierializa con un clavito. Explica el wa-
tio y lo hace con el llavero, dejandolo caer y elevandolo. Explica el ki-
lowatio refiriéndose a la masa de una persona en nuestro campo gra-
vitatorio que sube una altura en un tiempo. No son nimeros vacios,
medidas imaginarias, conceptos para memorizar. Son realidades ac-
cesibles. Siempre.

Con frecuencia a sus colaboradores en la docencia les insistia: “No
tratéis de explicar a los alumnnos una cosa que no entendéis. Hay que
concentrarse en los problemas y darles muchas vueltas”.

Y proseguia Garcfa Novo con la mayor admiracién y respeto: He
sido testigo de excepcidn de este procedimiento que él ha practicado
consigo mismo durante décadas y que lo ha llevado a una reformu-
lacién de las expresiones comunes en los libros de texto de la Bio-
quimica que han culminado en su gran texto. Cualquier concepto lo
ha explorado, analizado, examinado en otros textos, espafioles, ingles,
alemanes. Lo ha desmenuzado hasta hacerlo transparente, y a partir
de ahi, ha construido sobre €l. {Cuantas veces he tenido ocasién de dis-
cutir con el autor el mecanismo de accién de la Nitratorreductasa o la
Nitrogenasa, la bomba de protones y la permeabilidad de la membra-
na, el mecanismo de ruptura del agua en la fotolisis y el radical O, la
acumulacién de energia en los enlaces Fosfatol.

El Profesor Losada vive con pasién la investigacién cientifica: Es
un entusiasta de su ciencia, de su tema y no hay ocasién inadecuada
para ello. En la cafeterfa, en un pasillo, tras una reunién académica,
hace saltar la conversacién cientifica, sin los pudores que a veces ate-
nazan a los universitarios. En muchas ocasiones hemos sido testigos
de sus intervenciones y discusiones, frecuentemente acaloradas, por
ejemplo, con el siempre recordado gran investigador Alberto Sols en
el Centro de Investigaciones Biolégicas del CSIC. A decir verdad, los
dos cientificos eran ciertamente vehementes en sus discusiones cien-
tificas y en sus comentarios.

En un paso mas, se ha interesado por el devenir histérico, no por
las peripecias vitales de los personajes sino por la emergencia de los
conceptos que acuiiaron Dalton, Lavoisier, se interesa por los prime-
ros pasos de la Fisica, la Quimica, la Fisiologia. Su libro amranca des-
de estas bases intuitivas y elementales porque posiblemente facilitan
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la comprensiéon mas que otras formalizaciones fisicas o matematicas
y llegan finalmente al mismo destino.

.

Sus colegas en mas de una ocasién nos referian como su esfuer-
zo clarificador lo lleva a escudrifiar los rincones hasta que todo cuan-
to dice en clase o escribe, y lo hace con gran facilidad, lo domina sin
sombras. Quienes han compartido con él pasillo, Juntas de Facultad,
Academias, han celebrado juntos Tesis, publicaciones, entregas de pre-
mios, y han sabido del progreso de sus investigaciones porque com-
parte en cada instante su preocupacién con el interlocutor.

Esla es otra destacable caracteristica: entusiasmo contagioso, con-
centraciéon absoluta en un tema. Es muy poderosa esta aptitud por-
que lo lleva indefectiblemente al {rente del conocimiento, a la publi-
cacién relevante. Y mas tarde lo repetird en otro frente, demostrando
de nuevo absoluto entusiasmo en el tema nuevo y reciente

Me han comentado como muchas veces y parece ser que Antonia
su esposa lo confirma, Manuel Losada despierta y se sienta en la cama,
pensando intensamente en la cuestién. Una vez, y otra, y ofra, hasta
que el tema, asediado, se rinde y el problema se resuelve. Entonces
se queda tranquilo.

En la vida universitaria el Profesor Losada ha sido un referente.
Nunca ha estado interesado por la politica universitaria (enredos...,
como los califica), aunque en mas de una ocasién los temas le atrai-
an y preocupaban. Por el contrario se ha centrado en la investigacion
y ha cuidado la docencia: textos de pricticas, material, laboratorios,
organizacién del profesorado formado, etc. Se interesa siempre por el
buen funcionamiento docente e investigador con un alto concepto de
lo que es la Universidad.

En el edificio de la Facultad de Biologia en el Campus de la Rei-
na Mercedes, ha permanecido el departamento de Bioquimica desde
1976 hasta 1996, el perfodo de mayor desenvolvimiento cientifico. En
los 900 m? se superponian un Departamento Universitario y un Cen-
tro o Instituto del CSIC, en dificultades casi insuperables de espacio.
Entre aparatos, estufas, cAmaras, habia pequefias mesas de trabajo
donde los investigadores apenas podian escribir.

Y nos seguia contando el Profesor Garcia Novo: “El despacho de
Losada, destartalado, con esos muebles de aluvién tan frecuentes en
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los centros universitarios, tenia algunas fotos en la pared de ilustres
amigos bioquimicos: Ochoa, Aimon, un par de librerias, archivadores
llenos de separatas y dos mesas, la de despacho, para cuestiones ad-
ministrativas, y otra grande, negra, redonda, donde residia la inspi-
racién. Estaba llena de libros que a veces se amontonaban en pilas o
desbordaban por sillas y muebles. Y los he ido viendo cambiar de
tema al pasar de los afios. Siempre los libros estaban asociados a un
mismo tema. Y el tema ha ido cambiando, a lo largo de esta fecunda
vida universitaria. Capitulo a capitulo ha visto como el texto de Bio-
guimica ha ido saliendo de esta mesa creadora. Los primeros “mo-
nos”, dibujos preliminares, expresiones clarificadoras, capitulos ente-
ros. Un dia me llamé para pedirme una folografia de la naturaleza
donde estuvieran el sol, el agua y la tierra, con las plantas... era ya la
portada de la obra”,

Ciertamente, en la nueva sede del Parque Tecnolégico de la Car-
tuja a donde se han trasladado, las condiciones son mucho mas fa-
vorables para el grupo. Pero desde luego, la pérdida para la Facullad
de Biologia, es cuantiosa e importante segin nos afirman muchos de
sus colegas.

Su preocupacién por la ciencia ha movido y estimulado a muchos,
v siempre, siempre, recordaremos su tema favorito, la luz del sol, nos
subraya Garcia Novo. O como el pronuncia, en su acento de Carmo-
na: “la lus del Zol”.

Con el fin de dar el mayor realce posible a esta intervencién, he-
mos establecido también contacto con la Dra. Antonia Herrero, Di-
rectora actual del Instituto de Bioguimica Vegetal y Fotosintesis, Cen-
tro Mixto del CSIC y la Universidad de Sevilla, que amablemente nos
ha facilitado algunos comentarios sobre la relevancia del trabajo del
grupo en el citado Instituto de Sevilla. De esta forma la Dra. Herrero
subraya: “Desde mi punto de vista, la aportacién cientifica mas rele-
vante del Dr. Manuel Losada ha sido el concepto de que la reduccién
del nitrato a amonio en vegetales, incluyendo las cianobacterias, algas
v plantas, es un proceso genuinamente fotosintético que utiliza el po-
der reductor generado a expensas de la energia luminica”. Ciertamen-
te esta afirmacién es un hecho importante y de mayor trascendencia.

Segln la Dra. Herrero parece ser que ésta fue en su momento {me-
diados de los afios 60} una propuesia realmente innovadora, puesto
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que ampliaba el concepto de fotosintesis, entonces prevaleciente, que
la definia como la fotorreduccion del anhidrido carbénico acoplada a
la oxidacién del agua. Mediante los trabajos realizados entonces, el
grupo de investigacion liderado por el Prof. M. Losada contribuyé sig-
nificativamente a la nocién de que la esencia de la fotosintesis con-
siste en la transformacién de la energia solar en energia quimica y
poder reductor, en forma de determinados compuestos reducidos o
con enlaces ricos en energia, que después se utilizan en una amplia
variedad de procesos como la reduccién del anhidrido carbénico o del
nitrato, o el transporte de determinados compuestos al interior celu-
lar para la construccién de la célula y el mantenimiento de actividad
vital.

Y continua la Dra. Herrero: “A modo ilustrativo del interés de esta
aportacion puede referirr una anécdota en la que se ha visto implica-
do un grupo del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis, entre
los que me encontraba: visitamos el famoso Museo de Historia Natu-
ral de Londres, en el que, como es sabido, hay una magnifica seccién
dedicada a la Biologia y, naturalmente, en ella se trata de la fotosin-
tesis, proceso que se definia entonces segiin la concepcién conven-
cional de fotorreduccién del di6éxido de carbono. Nosotros dejamos
en un buzén de sugerencias una breve explicacién de la nueva visién
de fotosintesis que habiamos aprendido del Dr. Losado. Cuél no seria
nuestra sorpresa y satisfaccion al volver a aquel museo en 1992 y en-
contrar que alli la fotosintesis se definia ya segiin la nueva y amplia-
da visién que nosotros habiamos promocionado”.

Asf mismo nos informa la Dra. Herrero: “También muy importan-
tes entre los trabajos del Prof. Manuel Losada han sido los estudios
del mecanismo de la reduccién asimilatoria del nitrato a amonio, prin-
cipalmente en organismos fotosintéticos (cianobacterias, algas y plan-
tas), pero también en bacterias heterétrofas. De hecho, nuestro Insti-
tuto, siguiendo los trabajos pioneros del Dr. Losada, ha hecho una
contribucién fundamental al conocimiento global de las rutas de asi-
milacién del nitrato (sistemas de transporte, enzimas implicados, re-
gulacién), que hoy en dia esta siendo reconocida a nivel internacio-
nal. El interés del conocimiento de la asimilacién biolégica del nitrato
se hace evidente si se considera que el nitrégeno es uno de los cons-
tituyentes mas importantes, tanto cualitativa como cuantitativamen-
te de la materia viva, y que el nitrato es la fuente de nitrégeno mas
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abundante en la naturaleza para su utilizacién por los productores
primarios, que son los organismo capaces de transformar la materia
inorganica poniendo asf{ ésta a disposicién del resto de los seres vi-
vos”. Nos interesa subrayar que los trabajos pioneros de nuestro Aca-
démico de Honor en este campo quedaron recogidos en la famosa re-
visién del Ann. Rev. Plant Physiol del afio 1981, que ha sido durante
varios afios el articulo més citado de los publicados en inglés por au-
tores espanoles.

En cuanto a las lineas de investigacién en las que el Prof. Losada
se ha centrado mas durante los dltimos afios versan sobre sistemas
bioquimicos de transduccién de la energia y energetizacién del orto-
fosfato. Es evidente que se trata de aspectos biolégicos cruciales. Mi
impresién, subraya la Dra. Herrero, es que las premisas que se pos-
tulan estan basadas en cuidadas elaboraciones tedricas, que son difi-
ciles de contrastar experimentalmente. No obstante, si con el paso del
tiempo se demostrara que éstas son validas, supondrian una aporta-
cién extraordinaria al conocimiento de los seres vivos.

En estos parrafos hemos tratado pues de presentar al Profesor Ma-
nuel Losada como Académico de Honor de esta Real Academia. Con-
fiamos en que su intervencién, prevista a continuacién, les convence-
ra a todos de la elecciéon acertada del nuevo académico de esta
institucién.

Muchas gracias por su atencién, he dicho.

JurLio R. VILLANUEVA
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EXCMO. SR. D. MANUEL LOSADA VILLASANTE



Excmo. Sr. Presidente,
Excmas. Sras. y Srs. Acadéniicos,
Sefioras y Seriores

Es para mf un altisimo honor y un privilegio muy preciado y en-
trafiable haber sido nombrado miembro de la Real Academia de Far-
macia, pues mi carrera cientifica e investigadora se inicié precisa-
mente en la Facultad de Farmacia de Madrid en 1947, junto a un
grupo muy querido de compafieros y amigos —hoy felizmente repre-
sentado muy dignamente en esta Academia—, de la mano de distin-
guidos profesores, concretamente de don José Maria ALBAREDA y de
don Angel SANTOS RUIZ, asi como de don Salvador RIVAS, don Cé-
sar GONZALEZ, don José Marfa PERELLO, don Luis RECALDE, don
Lorenzo VILAS, don Ricardo MONTEQUI, don Cindido TORRES,
don Roman CASARES, don Ramén PORTILLO, don Felipe GRACIA,
don Guillermo FOLCH y don Eugenio SELLES. De entonces arranca
mi vocacién por la profesién farmacéutica y por la Biologia y la Bio-
quimica microbiana y vegetal, que ellos supieron despertar y promo-
ver. A la visién y entusiasmo de don José Marfa debo de manera es-
pecial —tras un provechoso noviciado en el Instituto de Edafologia y
Biologfa Vegetal de Madrid y en el Centro de Aula Dei de Zaragoza,
ambos del Consejo Superior de Investigaciones Cientfficas (CSIC)—
mi posterior formacién en Centros de vanguardia de Europa y Amé-
rica durante el periodo 1954-1961.

Después de mi estancia como becario predoctoral en el Instituto
Botanico de la Universidad de Miinster —donde trabajé en la Citolo-
gfa de los organulos fotosintéticos y respiratorios de hojas y raices
bajo la direccién del profesor STRUGGER— y en el Laboratorio Carls-
berg de Copenhague —donde realicé mi tesis doctoral sobre Genéti-
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ca-bioquimica de levadura bajo la direccién del profesor WINGE—
marché como postdoctor a la Universidad de California en Berkeley
para investigar durante cuatro afos con el profesor ARNON en la Fi-
siologia Celular y Bioquimica de |la Fotosintesis en bacterias, algas v
plantas superiores.

A mi llegada a Berkeley era un dogma cientifico que la energia de
los fotones de la luz solar se utilizaba directamente para romper los
enlaces de la molécula de diéxido de carbono (hipdtesis de WAR-
BURG) o, alternativamente, de la molécula de agua (hipétesis de Van
NIEL v reaccién de HILL, ARNON y OCHOA). Como repetidamente
ha subrayado el profesor ARNON, al estudiante de hoy le resulta di-
ficil darse cuenta de que el concepto de que el flujo de fotones indu-
ce el transporte ciclico y no ciclico de electrones en los cloroplastos no
fue introducido hasta comienzos de los afios 60, v a mi me cupo cier-
tamente la satisfaccién de contribuir decisivamente a la formulacién
de este concepto fundamental en bioenergética y al establecimiento
definitivo de que la reaccion basica de la fotosintesis oxigénica es la
fotoelectrolisis del agua catalizada por la clorofila con el concurso de los
fotosistemas Il y I, que participan en serie. Ello nos permitié también
establecer el mecanismo basico del transporte de electrones en la fo-
tosintesis anoxigénica, que tanto atrajo a STANIER.

A mi regreso a Espafa y a instancias de don José Maria Albareda,
se constituyé en 1964 el primer Instituto de Biologia Celular de nues-
tro pais en el Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB) de Madrid
por agregacién de las Secciones de Citologia, Microbiologia y Bio-
quimica, dirigidas por GIMENEZ MARTIN, RODRIGUEZ VILLA-
NUEVA y LOSADA. Del CIB irradiaron felizmente en 1967 varios cen-
tros mixtos a las Universidades de Salamanca, Sevilla y Auténoma de
Madrid, transmitiendo a los nuevos grupos recién nacidos el llamado
por el inolvidable Carlos ASENSIO «espiritu de Velizquez», caracte-
rizado por una loable ambicién de lograr un alto nivel de excelencia
tanto en la ensefianza como en la investigacién. Este transplante re-
presentd, en palabras de Alberto SOLS, «una sucesién de éxitos que
aconseja fuertemente la multiplicacién de casos mientras que la ca-
pacidad de crecimiento de los nticleos centrales del CSIC permita dar
sin desangrarse, sembrando nticleos de excelencia por todo el pais y
en el seno de las universidades donde se forman las generaciones
futuras».
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En las décadas de los 60 y 70, primero en Madrid y después en Se-
villa, nuestro grupo introdujo oiro concepto fundamental en fotosin-
tesis, que vino a anadirse al de la foto-6xido-reduccién del agua. En
efecto, pudimos demostrar que la fotosintesis no se limita a la asini-
lacidn, a expensas de la energia luminosa, del didxido de carbono —pro-
ceso esclarecido por CALVIN-- sino que incluye igualmente la reduc-
cién del nitrato, o dinitrégeno, a awtoniaco por el agua, con
desprendimiento concomitante de oxigeno molecular.

Es interesante subrayar que, aunque ya en 1920 WARBURG habia
demostrado que las células iluminadas del alga Chlorella —introduci-
da por él mismo en el estudio de la fotosintesis— reducen, en ausen-
cia de CO, anadido, una variedad de aceptores de electrones, entre
ellos nitrato, produciendo cantidades estequiométricas de oxigeno,
este insigne fundador de la fotobioquimica no acepté jamas que la re-
accion basica de la fotosintesis fuera otra que la rotura por la luz del
CO, activo, una reaccién desconocida en quimica. Tozudamente,
WARBURG defendié hasta su muerte, ocurrida en 1970, su original
idea.

En su biografia sobre Otto Warburg, cell physiologist, biochentist
and excentric (1981), su discipulo Hans KREBS —el biogquimico que
mas admiré OCHOA-- dedicé varios capitulos a los principales logros
cientificos de su maestro, discutiendo en uno de ellos la importante
cuestion del papel del carbono en la reaccién primaria de la fotosin-
tesis: «Eventually, the clarification of the component reactions of pho-
tosynthesis revealed that the reduction of nitrate in light is linked to
photosynthesis —without the participation of carbohydrate or car-
bon—n. De las cuatro referencias que cita KREBS a este respecto, tres
son de nuestro Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis de
Sevilla.

El flujo de electrones a lo largo de la cadena de transporte respi-
ratoria o de la cadena de transporte fotosintética se acopla con la sin-
tesis de pirofosfato inorgdnico (PP} o de adenosin trifosfato (ATP).
OCHOA y ARNON acunaron para uno y otro proceso el término de
fosforilacion oxidativa y fotosintética, respectivamente. Creo que po-
cos cientificos han tenido, como yo, la suerte de vivir tan cerca de los
padres de la fosforilacién a nivel de membrana. Ademas, durante par-
le de la década de los 50 y hasla 1967 convivi en el CIB con SOLS,
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pionero de ]a Enzimologia en nuestra patria, que consagré gran par-
te de su vida al estudio de los enzimas implicados en la glicolisis, entre
ellos, los que participan en la fosforilacién a nivel de sustrato.

El descubrimiento del pirofosfato en bioquimica se debe a
OCHOA. Su discipulo A, KORNBERG, que compartié con €l el pre-
mio Nobel de Fisiologia o Medicina de 1939, se refiri6 a este relevante
hallazgo en el libro Reflections on biochemistry, dedicado al maestro
por sus colaboradores y amigos en su 70 aniversario, as{ como en su
propia autobiografia For the love of enzymes. The odissey of a bioche-
mist: «Ochoa made a striking observation about six years earlier when
he worked with the Coris. Liver particles metabolizing pyruvic and re-
lated acids produced inorganic (lacking carbon} pyrophosphate, a
compound previously unknown as a cellular constituent. Inorganic
pyrophosphate had been obtained by fusing two phosphate molecu-
les through dehydration in an oven at 400 °C! The mechanism of the
origin of inorganic pyrophosphate in the liver preparations was unk-
nown. How funny that I should now be working on the origin of
pyrophosphate».

Desde que MITCHELL propuso su feoria quirniosmaética es obvio
que la sintesis de PP, 6 ATP es un proceso dcido-base promovido por
un potencial electroquimico de protones, pero todavia constituye un
reto de significacién trascendental para los bioenergetistas la eluci-
dacién de los mecanismos de los procesos redox y acido-base impli-
cados en la fosforilacién, tanto a nivel de sustrato como, especial-
mente, de membrana. Es nuestra conclusion que el fuerte cardcter
bdsico del anién éxido (O%) y el fuerte cardcter oxidante del dioxigeno
(0,) son las cualidades més significativas y genuinas de este primor-
dial elemento en Bioenergética, y a ello dedicaré especialmente mi
discurso de recepcién.

Antes de analizar esta doble funcién del ox{geno, permitaseme, sin
embargo, un inciso para recordar algunas de las consideraciones que
hizo el profesor OCHOA en el VI Congreso Nacional de Bioquimica,
celebrado en Sevilla a comienzos de la primavera de 1975. El Con-
greso tuvo lugar bajo la presidencia del profesor Federico MAYOR, y
en él participaron los premios Nobel Carl CORI, Max DELBRUCK,
Hans KREBS, Luis LELOIR, Severo OCHOA vy, el que lo serfa mas
tarde, E.H. FISCHER.
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De la intervencién de don Severo en el acto de clausura para glo-
sar la figura de Alberto SOLS en la bioquimica espafiola quisiera aho-
ra destacar algunos parrafos que dejan constancia del papel desem-
pefiado por las Facultades de Farmacia en la ensefianza de la
Bioquimica en Espafia y destacan asimismo la labor de insignes
miembros de esta Real Academia de Farmacia en pro de la docencia
y de la investigacién en la Universidad y en el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas: «Creo que los biélogos espafioles de mi
generacién y de la de SOLS derivamos directamente de CAJAL y de-
bemos nuestra trayectoria vital al impacto de su colosal labor v al es-
timulo y ejemplo de su extraordinaria personalidad. La etapa cajalia-
na se inicia en la segunda mitad del siglo pasado y termina con la
muerte de don Santiago poco antes de la guerra civil... Para mi, CA-
JAL fue lucero y guia de todos los bidlogos de estirpe hispana de la
generacién posterior, as{ como lo fue de muchos de su propia gene-
racién».

«En 1936 se inicia un periodo de eclipse de la ciencia espafiola,
que comienza con la guerra civil y dura varios afios. Aqui es donde
quiero colocar la figura de Alberto SOLS, quien contribuyé de mane-
ra destacada al renacimiento de la ciencia espaiiola haciendo surgir
con vigor inusitado una ciencia, la bioquimica, que apenas habia ini-
ciado su aparicién en el ambito cientifico espafiol cuando comenzé
el eclipse. Alberto SOLS, como muy bien dijo Manolo LOSADA, es
pionero y quijote de la bioquimica espafiola... El quijotismo de SOLS
iba a tropezar con enormes dificultades, pero era realizable para un
hombre de su capacidad y su tesén. En ello debemos reconocer la
base que encontré en la labor de dos hombres que le precedieron. Es-
tos fueron José Luis RODRIGUEZ CANDELA, cientifico pionero y en-
tusiasta gestor del Centro de Investigaciones Biolégicas del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas, que tendié una mano a SOLS
y le atrajo a dicho Centro, y Angel SANTOS RUIZ, que inici6 en soli-
tario la ensefianza y la difusién de la bioquimica en Espaiia a partir
de la guerra civil».

«No se puede hablar de SOLS sin insistir en la importancia que
para la ciencia espafiola tuvo y tiene el Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas... Sin el Consejo, no creo que hubiera podido re-
alizarse en Esparfia la labor cient{fica que se llevé a cabo desde que el
pafs, [inalizada la guerra civil, pudo rehacer su economia y su vida y
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salir de la fase de eclipse mencionada anteriormente... Quiero dedi-
car aqui un sentido recuerdo a la figura del padre José Maria ALBA-
REDA, que durante muchos afios, mas atin que su secretario general,
fue el alma y la inspiracién del Consejo. Sin ALBAREDA, el Consejo
tal vez no hubiera existido y sin él no hubiera llegado la biologia, y
dentro de la biologia la bioquimica esparfiola, a alcanzar el grado de
desarrollo que tiene en la actualidad. Igualmente quiero recordar el
valioso v decidido apoyo prestado al Consejo por Manuel LORA
TAMAYO. El nombre del Consejo esta vinculado sin duda a muchas
personas, pero esta ciertamente indisolublemente unido a estos dos
hombres»

Tipos de aire: “espiritu del nitro” y “flogisto”

En sus comienzos, la Quimica, la Fisica y la Biologia se desarro-
llaron como ciencias muy ligadas a la caracterizaciéon y medida de los
gases, y fue precisamente la demostracién de que habia distintos «ti-
pos de aire» y el establecimiento de sus comportamientos y propie-
dades y de la estequiometria de las reacciones entre ellos lo que per-
mitié formular sus leyes fundamentales y aclarar ciertos procesos
quimicos y bioldgicos basicos, como la calcinacién y combustion, por
un lado, y la fermentacion, respiracion y fotosintesis, por otro, sen-
tando asi las bases de la Quimica y de la Fisiologia. Hasta entonces
se consideraba que el aire era simplemente un medio inerte que, aun-
que usualmente presente, sélo actuaba como agente fisico. El inclito
PARACELSO creyé que el aire contenia un «espiritu vital» esencial
para la vida, que después se llamé «espiritu del nitro» y «aire desflo-
gisticado» y hoy llamamos oxigeno. Con este elemento como base
construyé LAVOISIER la Quimica moderna.

Pero fue el gas actualmente conocido como diéxido de carbono
—el primer «gas» identificado de hecho como distinto del «aire co-
miin»— el que ciertamente dio origen al estudio de los distintos tipos
de aire. Irénicamente, su descubridor, el iatroquimico flamenco Van
HELMONT —curiosa mezcla de alquimismo y espiritu cientifico, con-
temporaneo de BACON, GALILEO, HARVEY y DESCARTES e intro-
ductor con PARACELSO de la palabra gas (del griego «chaos»)— no
se percaté de que el dioxido de carbono es la fuente de todo el car-
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bono de la biomasa. Y ello a pesar de haberlo caracterizado él mis-
mo como producto de la combustién de la materia vegetal, de la eruc-
tacion y de la fermentacion del mosto, llamandolo «gas de madera»
y «gas silvestre», v de haber realizado con clarividencia y rigurosidad
ejemplar un experimento cldsico para ver de qué se alimentan y, en
consecuencia, de qué se componen las plantas.

Van HELMONT identificé también este tipo de «aire» como pro-
ducto de la accién de los 4cidos sobre la caliza y lo encontré en la
«Grotto del Cane», Italia, donde los perros se asfixian por no poder
respirar el «aire» que se escapa por las grietas del suelo y que por ser
mas pesado que el «aire comin» se acumula en las partes mas bajas.
Entre los gases mencionados por Van HELMONT se encuentran, ade-
mas, los que se generan en el intestino en la putrefacciéon (hidrégeno,
metano) y los que se producen en ciertas reacciones quimicas (éxido
nitrico, diéxido de azufre, etc.). Con razén se le considera el funda-
dor de la «Quimica pneumaética».

Desde tiempos de los alquimistas medievales se sabia que los me-
tales —excepto el oro y la plata— se convierten en escorias, o cales
(del latin «calx»), al ser «calcinados» en crisoles abiertos al aire, pero,
a partir del siglo XVII, los quimicos prestaron gran atencién al hecho
de que las cales que resultan del calentamiento de los metales son mais
pesadas que éstos. Parece ser que el primero en interpretar correcta-
mente el aumento de peso de los metales al ser calcinados fue un hu-
milde médico-farmacéutico francés, REY, conlemporaneo también de
Van HELMONT. En 1630, REY concluy6 con triunfal orgullo que la
causa que determina el aumento de peso del plomo y del estafio du-
rante la calcinacién proviene de que el aire se combina con el metal
en la cal. REY también calenté antimonio con luz solar mediante una
lente, excluyendo asi que el aumento de peso pudiera deberse al fue-
go de la lena o del carbon.

El fisico e ingeniero aleman Von GUERICKE se adelanté a quimi-
cos y bidlogos al demostrar que ni las velas pueden arder ni los ani-
males respirar en el vacio, que habfa conseguido producir con su fa-
mosa bomba, inventada en 1650. GUERICKE publicé en 1672 los
resultados de sus famosos experimentos en su Experimenta nova mag-
deburgica de vacuo spatio. El célebre quimico y fisico britdnico BOYLE
construyo en 1658, con la colaboracién de su brillante ayudante HOO-
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KE, una bomba de vacio, que perfeccioné a la de GUERICKE, y co-
rroboré que ni la respiracién ni la combustién pueden tener lugar en
ausencia de aire, asi como que estos procesos sélo consumen parte del
mismo. Mucho antes que ellos, el gran artista e ingeniero florentino Le-
onardo Da VINCI habia hecho notar, como gran profeta de la ciencia,
que «donde no arde la llama no hay animal que aliente».

BOYLE creyé, como su héroe Francis BACON, defensor y propa-
gador del «método cientifico», en la ciencia en si y por el poder que
su aplicacién deberia conferir al hombre sobre la naturaleza. BOYLE
fue miembro del «Invisible College», una tertulia informal de cienti-
ficos que constituyé el niicleo incial de lo que seria mas tarde la «Ro-
yal Society». Integrando el grupo que se llamé de los «quimicos de
Oxford» aparece, junto a BOYLE y HOOKE, MAYOW, también disci-
pulo de BOYLE. MAYOW se doctoré en leyes, pero se pasé a la me-
dicina, escribiendo en 1674 su Tractatus quingue medico-physici, una
obra clasica. Por la significacién y repercusion que tuvieron un siglo
mas tarde en el desarrollo de la Quimica y la Biologia los experimentos
que realizaron estos tres destacados pioneros en los campos de la cal-
cinacién, la combustién y la respiracién, y por las conclusiones que
ellos mismos sacaron de sus experimentos sobre el «espiritu vital, o
nitro-aéreo», es importante tratar estos temas con algin detalle.

En 1675, BOYLE observé que el precipitado rojo que se forma al
calcinar mercurio al aire se «reduce» de nuevo a metal liquido al ca-
lentarlo mas fuertemente. Este experimento conduciria un siglo mas
tarde al descubrimiento del oxfgeno por SCHEELE, PRIESTLEY y
LAVOISIER, pero BOYLE habia concluido erréneamente que el au-
mento de peso observado en la calcinacién del estafio se debia a la fi-
jacién por el metal de las particulas de fuego que, a pesar de su ca-
racter material, pasaban durante el calentamiento a través de las
paredes del recipiente de vidrio utilizado para la calcinacién.

Sin embargo, en sus experimentos con los no metales, carbono, azu-
fre y el recién descubierto fésforo, BOYLE habfa hecho notar en 1673
que ardian en el aire, llamando también la atencién sobre el interesante
hecho de que, en ausencia de aire, las sustancias podian arder igual-
mente cuando se las mezclaba con nitro, o salitre, como era el caso del
azufre y el carbono en la pélvora. Un aspecto importante sugerido va-
gamente o subrayado explicitamente por los tres quimicos britdnicos

28



LA DOBLE FUNCION (REDOX Y ACIDO-BASE) DEL OXIGENC EXN BIOENERGETICA

fue que «la misma sustancia contenida en el nitro existe en aire y per-
mite la combustion v la respiracién», procesos que ocurren con gran
liberacién de calor, BOYLE hablé del «nitro volatil»; HOOKE, del «aire
nitroso», y MAYOW, de «particulas igneo-aéreas», «particulas nitro-
aéreas», o «espiritu nitro-aéreo» (spiritus nitro-aereus).

Los primeros intentos para explicar el mecanismo de la respira-
cién animal fueron realizados por el médico inglés LOWER, miem-
bro, como BOYLE, del «Invisible College», que publicé en 1669 su
Tractatus de corde. LOWER observé que la sangre oscura que llega a
los pulmones por la arteria pulmonar entra en contacto con el aire
absorbido por los capilares en los alveolos y sale con un hermoso co-
lor rojo por la vena pulmonar. LOWER fue, de hecho, el primero en
asignar a la respiracién la funcién de afiadir a la sangre una sustan-
cia o espiritu, que mencioné de pasada como «espiritu nitroso», o «ali-
mento nitroso»,

ARISTOTELES pensaba que la vida dependia del «calor innato»,
el cual llegaria a quemar el cuerpo animal si el aire no mitigara sus
efectos. El sabio griego creyd pues que la respiracion servia para en-
friar el cuerpo animal y que esta funcién era innecesaria para los pe-
ces, que se refrescaban a si mismos haciendo meramente circular agua
a través de sus agallas. Estos mismos razonamientos fueron defendi-
dos por GALENO. De hecho, hasta los trabajos experimentales de LO-
WER y MAYOW no se explicé cientificamente la esencia de la respi-
racién como un proceso fisiolégico destinado a la produccién de calor
animal, una idea va adelantada por Van HELMONT, si bien el médi-
co belga atribuyé el origen del calor durante la respiracién a la fric-
cién producida por los latidos del corazon.

MAYOW demostré experimentalmente el claro paralelismo exis-
tente entre combustién y respiracién: una vela encendida en el in-
terior de una campana invertida sobre agua ardia durante cierto
tiempo, consumiendo parte del aire, a la par que el nivel del agua
ascendia en el contenedor. Un fenémeno parecido ocurria cuando se
introducfa un ratén en la campana, pero el pequefio animal se asfi-
xiaba bastante antes de que se apagase la vela. La conclusién de MA-
YOW fue que el aire contenia dos componentes o espiritus: uno, el
nitro-aéreo, que se consumia en la combustién o respiracion, y otro
que quedaba inusado después del proceso. Segiin MAYOW, el calor
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animal se debia a la interaccién en los musculos de las particulas
combustibles contenidas en la sangre con el espiritu nitro-aéreo del
aire inspirado.

MAYOW dio también cuenta clara del desplazamiento del acido
nitrico, mas volatil, de sus sales por el acido sulfarico: «No doubt it
is because the volatile acid salt of the nitre has been expelled brom
the society of the alkaline salt by the more fixed vitriolic acid that the
acid of nitre, now liberated from union with the alkaline salt, ascends
under a heat no greater than is required for the rectification of the
spirit of nitre». El nitro se componia pues de dos porciones: una par-
te térrea, o «sal [ixum» (potasa), v otra parte dcida voldtil (acido nitri-
co) que conlenia el «espiritu nitro-aéreo». Estas conclusiones tendri-
an consecuencias decisivas de largo alcance en el despertar de la
Quimica al ser interpretadas equivocadamente por LAVOISIER en su
formulacion del concepto de dcidos.

Como antes lo hiciera REY, MAYOW hizo también un experimen-
to importante sobre calcinacién: calenté antimonio con una lente y
observé que la cal aumentaba de peso, pero, en lugar de atribuir el
fenémeno a la Hjacién de la luz —siguiendo un razonamiento similar
al de BOYLE—, lo explicé correctamente como debido a la fijacién
del espiritu nitro-aéreo de la atmdésfera por el metal, coincidiendo asi
con REY. MAYOW murié muy joven, a los 39 afios, pero se adelanté
en un siglo a PRIESTLEY, SCHEELE y LAVOISIER en el descubri-
miento de la funcidn del espiritu nitro-aéreo en los procesos de la cal-
cinacién, combustién y respiracién. Su afirmacién de que «inter prin-
cipia rerium naturalitun principem locunt obtinet spiritus nitro-aéreus»,
es decir, de que el gas llamado mas tarde «oxigeno» ocupa un lugar
preeminente en la quimica y en la naturaleza, fue una clara enuncia-
cién de lo que el gran LAVOISIER ratificaria en los albores de la Qui-
mica moderna.

Habiendo sido Van HELMONT el primero en advertir que hay dis-
tintas clases de aire, y en identificar el actual diéxido de carbono como
producto de la combustién v de la fermentacién, resulta dificil expli-
car que no cavera en la cuenta de que el gas que libera la madera al
arder o el mosto al fermentar es el mismo que fijan las plantas al cre-
cer, sobre todo después de haber realizado lo que se considera el pri-
mer experimento en las Ciencias Biolégicas sobre la nutricién vege-
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tal y concluir que las plantas se alimentan, y en consecuencia se com-
ponen, exclusivamente de agua.

Hacia comienzos del siglo XVIII, el clérigo y naturalista inglés HA-
LES fue el primero en recoger los gases en recipientes ad hoc sobre
agua y en reconocer que «una fraccién del aire» contribuye a la nu-
tricién de las plantas, haciéndolo asi constar en su famoso libro Ve-
getable staticks, publicado en 1727, el afio de la muerte de su influ-
yente y admirado maestro NEWTON: «It is well known that air is a
pure elastic fluid, with particles of very different kinds, whereby it is
admirably fitted by the great Author to be the breath of life, of vege-
tables as well as animals... We may therefore reasonable conclude that
one great use of leaves is what has been suspected by many, viz., to
perform in some measure the same office for the support of the ve-
getable life thai the lungs of animal do for the support of animal life;
planis very probably drawing thro’ their leaves some part of their nou-
rishment from the air». HALES figura, junto con Van HELMONT,
como fundador de la Fisiologia vegetal. Ambos cientificos se aparta-
ron de la tesis de ARISTOTELES de que las plantas se alimentan del
humus del suelo, pero los tres acabarian teniendo finalmente razén:
«aguar, «aire» y «tierra» son los ires «elemenios materiales» funda-
mentales de la nutricién vegetal.

El médico y quimico escocés, nacido en Francia, BLACK redes-
cubrié definitivamenite e identificé mejor la conducta quimica del
«gas de madera», o «gas silvestre», de Van HELMONT mediante me-
didas ponderales realizadas en 1754-36. BLACK encontré que, al ca-
lentar la «magnesia alba» (carbonato basico de magnesio) se des-
prendia de manera reversible un gas, al que llamé «aire fijado»,
idéntico al gas silvestre de Van HELMONT, y observé también que
la «magnesia calcinada» (6xido de magnesio) es mas ligera y mas al-
calina que la magnesia alba. BLACK descubrié asimismo que la mag-
nesia calcinada no libera ningtin «aire» ni produce efervescencia con
los acidos y corroboré el hallazgo de HALES de que las sales alcali-
nas contienen gran cantidad de aire fijado, el cual emiten en abun-
dancia cuando se las trata con dcidos. BLACK distinguid, pues, cla-
ramente, el caracter acido del aire fijado. Esie aire fue identificado
también por BLACK como producto de la combustién, de la fer-
mentacién y de la respiracién de los animales, y reconocido como
uno de los componentes del aire atmosftérico. BLACK confirmé las
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observaciones de Van HELMONT de que el aire fijado no permite la
combustién ni la respiracion.

En 1774, el quimico sueco BERGMAN llamé «aire dcido» al aire
fijado de BLACK, y PRIESTLEY hizo constar esta observaciéon en 1772
en uno de sus escritos: «It is not improbable but that fixed air may
be of the nature of an acid, though of a weak and peculiar sort. Mr.
Bergman, who honoured me with a letter upon the subject says that
it changes the blue juice of tournsole into red». El propio PRIESTLEY
inicié en 1767 su carrera cientifica en Leeds, donde habia sido desti-
nado como parroco, investigando las propiedades del aire fijado que
se producia por fermentacién en una fabrica de cerveza cercana.
PRIESTLEY advirti6 que el aire Hjado se disolvia en agua en una cier-
ta proporcién dando Jugar a una bebida refrescante y agradable, el
«agua acidula o agria», que hoy se llama también agua carbénica, de
Seltz, o soda.

PRIESTLEY —el pastor presbiteriano no conformista y simpati-
zante de la Revolucién francesa, que hubo de huir de Birmingham a
América en 1794 ante el furor de las turbas que quemaron su casa,
libros y escritos de su biblioteca y destruyeron sus instrumentos de
laboratorio— es, por tanto, el padre de la gigantesca industria de be-
bidas gascosas refrescantes. PRIESTLEY aumenté ademads enorme-
mente el conocimiento sobre los gases al recoger sobre mercurio va-
rios de ellos que eran solubles en agua (amoniaco, 6xido nitroso,
diéxido de azufre, cloruro de hidrégeno).

Después de la clarividente interpretacién de los fenémenos de la
combustién, calcinacién y respiraciéon por REY y MAYOW, la tene-
brosidad aparecié de nuevo en los trabajos de los quimico-médicos
de Corte alemanes BECHER y STAHL, que invirtieron los términos y
conceptos empleados anteriormente para explicar dichos fendmenos.

La teoria del flogisto, completamente opuesta, se extenderia por Eu-
ropa a partir de 1700, adquiriendo una solidez dificil de derogar. El
«flogisto» (del griego, «combustible o inflamable») era un «principio
inflamable», algo misterioso que «se desprendia» de los cuerpos al ar-
der (el principio de la combustibilidad v levedad) y que «perdian» tam-
bién los metales al oxidarse y «perder» también, en consecuencia, su
calidad. La funcién del aire, cuya presencia es necesaria para la com-
bustién y la calcinacién, se reduciria a la de llevarse el flogisto, in-
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dispensable para estos procesos. La teoria del flogisto originé tal con-
fusion y enredé tanto las cosas entre los propios quimicos que era di-
ficil salir del atolladero. Quimicos de la categoria de CAVENDISH y
PRIESTLEY {descubridores en 1766 del hidrégeno y en 1771-74 del
oxigeno, respectivamente) fueron tan fieles seguidores de la teoria del
flogisto que bautizaron a los elementos por ellos descubiertos como
«aire inflamable» (flogisto) y «aire desflogisticado» (avido de flogis-
to). El descubridor del nitrégeno en 1772, Daniel RUTHERFORD, dio
a su aire —inerte mas que mefitico— el nombre de «aire [ogistica-
do» (saturado de flogisto).

BECHER, profesor de Medicina en Maguncia (Alemania) y fecundo
escritor, tuvo la desafortunada ocurrencia de dar, en un libro titulado
Physica subterranea (1669), nuevos nombres a los ya de por si ambiguos
tria prima (sal, azufre y mercurio) de PARACELSO, introduciendo los de
«tierras»: terra fusilis (fusible), vitreous (vitrea) o lapidia (sélida); terra
pinguis (combustible) o inflammable (inflamable); y ferra fluida o mer-
curialis (fluida o volatil). En la combustion y la calcinacién, la terra pin-
guis, que ocasionalmente cita como flogisto, es expulsada, quedando
como residuo la ceniza o la cal. Para BECHER, el plan del Creador se
centraba principalmente en la vida orgénica, y los metales eran sélo pro-
ductos secundarios. La terra pinguis, o «tierra oleosa», se encontraba
fundamentalmente en la materia vegetal o animal.

La teorfa de BECHER no anadia nada nuevo ni hubiera ejercido
de por si mas influencia, pero su discipulo STAHL la integré en una
teoria central de la Quimica que, como tal, dominé esta ciencia has-
ta casi finales del siglo XVIII. En contraste con su maestro, STAHL
centré su atencién en los compuestos inorganicos y enfatizé el nom-
bre de flogisto en lugar del de tierra oleosa. De acuerdo con STAHL,
cuando se calcinaba un metal, el flogisto se perdia y se lo llevaba el
aire, que se «flogisticaba», y el metal se convertia en cal. El metal era,
pues, una sustancia mas compleja que la cal. Las sustancias organi-
cas vegetales y animales eran ricas en flogisto y ardian con facilidad,
escapandose el flogisto con la llama. El carbén era extremadamente
rico en flogisto: cuando se calentaba la cal de un metal mezclada con
carbon, éste cedia su flogisto a la cal, y ésta se convertia en metal. El
flogisto no se podia obtener aislado, sino que se transferia de una sus-
tancia a otra, por lo que habia que considerarlo como un «principio»,
no como una sustancia con entidad fisica.
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El hecho de que las sustancias organicas perdieran peso al arder,
expulsando en consecuencia el flogisto y convirtiéndose en ceniza, en
tanto que los metales ganaran peso en un proceso analogo, no pare-
ci6é importarle gran cosa a STAHL. Para explicar el aumento de peso
de los metales durante la calcinacién, algunos quimicos atribuyeron
al flogisto una cualidad hipotética: la liviandad o peso negativo. Es-
tas ideas y la creencia de que los metales también perdian flogisto al
ser tratados con dcidos hicieron que CAVENDISH creyera que habia
descubierto el flogisto en vez del hidrégeno, y que RUTHERFORD vy
PRIESTLEY pensaran que habian descubierio el aire flogisticado y
desflogisticado, respectivamente, en lugar del nitrégeno y oxigeno. El
derrumbe total de la teorfa del flogisto —que de hecho naci6, desa-
fortunadamente, después de haberse demostrado su falsedad— se de-
bi6 fundamentalmente, a los trabajos realizados por LAVOISIER entre
1770 y 1790.

Con rabia y orgullo, pero sin dar humildemente las gracias ni re-
conocerl’ las contribuciones y méritos de sus antecesores y contempo-
raneos respecto a la «teoria de la combustidén», asi como de «la teo-
ria de los 4cidos y las bases», LAVOISIER escribié en 1792,
refiriéndose a sus propios colaboradores: «Esta teoria no comenzé a
ser enseniada por FOURCROY sino en el invierno de 1786 a 1787; no
fue adoptada sino en época posterior por GUYTON-MORVEAU; en
fin, en 1785, BERTHOLLET escribia atn en el sistema del flogisto.
Esta teoria no es pues, como muchas veces se proclama, la teoria de
los quimicos franceses; es la mia, y es una propiedad que reclamo
ante mis contemporaneos y ante la posteridad. Otros, sin duda algu-
na, habran afadido cosas nuevas que la hayan perfeccionado, pero no
se me podra negar, lo espero, toda la teoria de la oxidacién y de la
combustién; el analisis y la descomposicién del aire por los metales
y los cuerpos combustibles; la teoria de la acidificacion;...la teoria de
la respiracién, en la cual SEGUIN ha colaborado conmigo».

Se cuenta que en 1785, al darse cuenta LAVOISIER y sus colegas
de que habian alcanzado la victoria sobre la teoria del flogisto, cele-
braron una reunién solemne en Paris, en la que Mme. LAVOISIER,
en traje de sacerdotisa, quemoé sobre un altar los Chemiae dogmaticae
et experimentalis fundamenta de STAHL, mientras una orquesta toca-
ba una marcha finebre. En Alemania se considerd esta prosopopeya
como una provocacién y una ofensa nacional. LAVOISIER fue insul-
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tado como un «herético de la ciencia», y un retrato suyo fue quema-
do con idéntica solemnidad. LAVOISIER seria guillotinado el 8 de
mayo de 1794, hace unos dos siglos. El matematico, fisico y astréno-
mo [francés LAGRANGE, introductor del Sisterna Métrico Decimal, co-
ment6é compungido y avergonzado: «Ha bastado un instante para ha-
cer caer esta cabeza, pero quizds no basten cien afios para que surja
otra semejante».

Los seis bioelementos primordiales (H, C, N, O, P, S)

Aunque se considera que la «Revolucién quimica» es coetinea de la
«Revolucién francesa» y que el fundador de la Quimnica moderna fue el
genial quimico francés LAVOISIER, no es menos cierto que su precur-
sor fue el fisicoquimico irlandés BOYLE. El libro de BOYLE The scep-
tical chymist (1661) —como mas larde el de LAVOISIER Tiraité elénien-
taire de chimie (1789)— es clasico en la historia de la Quimica.

BOYLE es considerado como uno de los precursores de la Quimi-
ca moderna, especialmente por tres razones: 1) Se dio cuenta de que
la quimica merece ser estudiada por si misma, y no meramente como
una ciencia auxiliar de la medicina o de la alquimia, a pesar de que
crefa en la transmutacién. 2) Introdujo un método experimental ri-
guroso en quimica. 3) Definié claramente que los «cuatro» elementos
de los griegos y los tres «principios» de los alquimistas no debian ser
llamados elementos ni principios, ya que ninguno de ellos podia ser
extraido de los cuerpos. Ademads de buen experimentador, BOYLE me-
joré gran cantidad de los aparatos existentes en su época e introdujo
otros nuevos.

En contraste con los alquimistas, que sé6lo admitian los siete nie-
tales antiguos (oro, plata, cobre, estafio, hierro, plomo y mercurio),
los quimicos metaldargicos aceptaron otros nuevos, de los que hicie-
ron mencién en sus escritos. Cuando, a fines del siglo XVIII, LAVOI-
SIER presenté en su obra clédsica su lista de los elementos quimicos,
incluyé en el grupo de las sustancias simples metilicas —ademas de
los siete metales tradicionales y del antimonio, arsénico, cinc y bis-
muto— los seis metales descubiertos en la segunda mitad de su siglo
(cobalto, platino, niquel, manganeso, molibdeno y wolframio): en to-
tal, diecisiete.
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En la lista de los elementos quimicos de LAVOISIER vy en el gru-
po de las «sustancias simples no metdlicas» figuraban dos elementos
no metdlicos conocidos desde tiempos remotos, carbono, de simbolo
C, v azufre, de simbolo S, asi como un nuevo no metal descubierto en
el siglo anterior, el {6sforo. También figuraban en otro grupo algo mis-
celdneo, pues inclufa nada menos que a la «luz» y el «calérico», los
tres elementos gaseosos descubiertos en su época, de honda repercu-
si6n en la historia de la Quimica y de la Bioquimica, que ¢l mismo y
sus colegas bautizarian con los nombres aparentemente ad hoc que
hoy nos resultan tan extraordinariamente familiares: hidrégeno, ni-
trégeno y oxigeno.

Estos seis elementos no metélicos constituyen el grupo de los ele-
mentos primordiales de la materia viva, pues en ellos v en los simples
compuestos inorginicos que forman entre si tiene su origen, a través
de la fotosintesis, toda la biomasa, y a ellos torna la materia organi-
ca tras su respiracién y mineralizacién, cerrando el ciclo de la mate-
ria en la biosfera.

El primer elemento nuevo —no conocido en forma alguna antes
de su época, y cuyo descubrimiento puede atribuirse a un investiga-
dor concreto en una fecha precisa— fue el fdsforo (del griego «fosfo-
ros», portador de luz, a través del latin «fosforus»), un no metal soli-
do, de simbolo P, del que existen varias formas alotrépicas. El
expresivo nombre de fésforo (el mismo con que designé PITAGORAS
al «lucero de la aurora»— alude precisamente a una de sus propie-
dades mas llamativas. Su descubridor fue el quimico alemidn BRAND,
al que a veces se conoce como el ltimo de los alquimistas, pues, bus-
cando la piedra filosofal y pensando hallarla en la «orina», cuyo co-
lor parecia asi sugerirlo, aislé por evaporacion y calcinacion de ésta
(probablemente en 1669) una sustancia de aspecto céreo que relucia
en la oscuridad. Hoy sabemos que, al calentar el residuo seco de la
orina, los fosfatos se reducen a fésforo por la accién de los compuestos
organicos simultaneamente presentes en clla:

evaporaeidn calcinacion

orina residuo seco ———» {6sforo

Siguiendo la tradicién de los alquimistas, BRAND mantuvo en se-
creto su método, pero otro laborioso y habil guimico aleman, KUNC-
KEL, consiguid, a través de un amigo a quien BRAND facilité infor-
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macién sobre su método, preparar en 1676 fésforo por destilacién de
orina concentrada con arena. Eventualmente, aunque el método no
fue tampoco publicado, BOYLE tuvo conocimiento del interesante ha-
Hazgo, y él mismo pudo entonces aislar el bioelemento y publicar sus
resultados en Aerial noctiluca en 1680.

Este alucinante elemento seria, después de los trece conocidos por los
antiguos, el primero en la nueva serie de los elementos quimicos, y su
magica luminiscencia entrafiaba también un significado biolégico toda-
via mas trascendente: si alguno de los elementos lleva en sf la «chispa de
la vida», éste podria ser el fésforo, aislado inicialmente por cierto de un
liquido de procedencia orgédnica. Tanto la moneda energética universal
de los seres vivos (el sencillo pirofosfato, en las formas méas primitivas, y
el maravilloso ATP, en las més evolucionadas, ambos conteniendo el gru-
po metafosfato, ~P0O,), como muchos coenzimas y metabolitos, los lipi-
dos de las membranas y las macromoléculas portadoras de los caracte-
res hereditarios (4cidos nucleicos) son compuestos de fésforo.

Uno de los pioneros en el estudio de los gases y el primero que
descubrié un elemento quimico gaseoso, el llamado después hidroge-
no, de simbolo H, asi como que el agua no es un elemento quimico,
sino un compuesto de hidrégeno y oxigeno, fue el excéntrico y miso-
gino fisico-quimico inglés CAVENDISH, uno de los grandes cientifi-
cos de la historia, conocido como «el mas rico de los filésofos y el
mas filésofo de los ricos». La mayor parte de sus trabajos cientificos
no fueron publicados hasta después de su muerte, ocasionando con
ello no pocas controversias respecto a prioridades. En 1766 descubri6
el «aire inflamable», o «flogisto», obtenido por accién de los acidos
sobre los metales cinc, hierro y estafio. Aunque el hidrégeno habia
sido, de hecho, obtenido por este procedimiento un siglo antes (1670)
por BOYLE, se considera a CAVENDISH, que determind sus notables
propiedades fisicas y quimicas, como su verdadero descubridor.

Veinte afios después del descubrimiento del aire inflamable por
CAVENDISH, LAVOISIER y sus colaboradores GUYTON De MOR-
VEAU, BERTHOLLET y FOURCROY, seguramente impresionados
por el hecho de gue su reaccion de combustién en oxigeno resulta-
ra en la formacién de agua, bautizaron en 1787 al nuevo elemento
con el nombre de hidrogeno (del griego, «generador de agua»). Nin-
guno de ellos podia imaginar que habia sido descubierto el elemen-
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to quimico mas abundante en el Universo, ni que, con el tiempo,
este elemento vital —que funciona en parte como atomo y en parte
como particula— habria de ocupar el puesto nimero uno en la
Tabla Periodica.

El principal componente, cuantitativamente hablando, del aire at-
mosférico, el elemento quimico después llamado nitrégeno, fue des-
cubierto en 1772 por el discipulo de BLACK, Daniel RUTHERFORD,
tio del novelista Walterr SCOTT. RUTHERFORD encerré un ratén en
una atmosfera linitada de aire hasta que murié por asfixia, y puso des-
pués a arder en el mismo recinto una vela y un trozo de fésforo has-
ta que una y otro se apagaron. A continuacién eliminé el «aire fijado»
(diéxido de carbono) que se habia formado en el aire haciendo pasar
a éste a través de un alcali fuerte. Al aire final que quedé —inerte, mas
que mefitico o nocivo— lo denominé «aire flogisticado», por creer que
habia acaparado todo el «flogisto» capaz de captar. LAVOISIER, des-
cubridor de su verdadera naturaleza elemental, lo llamaria mas tarde
mofeta y dzoe (del griego «azoe», incapaz de sostener la vida), siendo
el quimico francés CHAPTAL quien, en 1790, lo rebautizé con su nom-
bre actual de nitrégeno, o «formador de nitro», de simbolo N.

El segundo componente mayoritario del aire atmosférico, el gas
gue hoy llamamos oxigeno, de simbolo O, fue también descubierto
por medio de un proceso biolégico, en este caso la fotosintesis, pro-
ceso inverso a la respiracién. En efecto, que la vegetacién purifica el
aire viciado por la respiracién de los animales o por la combustién
fue un fenémeno encontrado de manera casual en 1771 por PRIES-
TLEY. Con gran sencillez, PRIESTLEY relaté los resultados de sus
ensayos en el primer volumen de su obra Experiments and observa-
tions on different kinds of air (1774): «I have been so happy as by ac-
cident to hit upon a method of restoring air which has been injured
by the burning of candles and to have discovered at least one of the
restoratives which Nature employs for this purpose. It is vegetation...
Finding that candles would burn very well in air in which plants had
grown a long time... I thought it was possible that plants might also
restore the air which had been injured by the burning of candles. Ac-
cordingly, on the 17th of August, 1771, I put a sprig of mint into a
quantity of air in which a wax candle had burned out and found that
on the 27th of the same month another candle burnt perfectly well
in it»,
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Los experimentos de PRIESTLEY fueron los primeros que de una
manera racional explicaron por qué el aire de nuestro planeta per-
manece puro a pesar de que continuamente el hombre, los animales
y la combustién tienden a hacerlo nocivo e irrespirable. El impacto
del descubrimiento de la fotosintesis no fue pues, en principio, en la
Quimica o la Biologia, sino en lo que hoy llamariamos Ciencias Am-
bientales o Salud Publica. Este hecho quedé recogido en el discurso
pronunciado por el médico britanico PRINGLE, fundador de la mo-
derna Medicina militar y presidente de la «Royal Society», con moti-
vo de serle concedida a PRIESTLEY la Medalla Copley en 1773: «From
these discoveries we are assured that no vegetable grows in vain, but
that, from the oak of the forest to the grass in the field, every indivi-
dual plant is serviceable to mankind; if not always distinguished by
some private virtue, yet making a part of the whole which cleanses
and purifies our atmosphere». PRIESTLEY observé también que los
ratones se vuelven muy juguetones al respirar el «nuevo gas», y €l
mismo se sentia mds agil vy ligero, llegando a imaginar que respirar
su «aire desflogisticado» se convertiria algin dia en un vicio menor
entre los potentados.

El oxigeno fue aparentemente descubierto por via quimica por el
quimico-farmacéutico SCHEELE entre los afios 1770 y 1773 al hacer
uso de una variedad de experimentos. SCHEELE destilé en una re-
torta nitro con «aceite de vitriolo» {(acido sulfurico) y, después de ab-
sorber en lechada de cal los humos rojos de diéxido de nitrégeno que
se [ormaban, recogid, en una vejiga atada al extremo del cuello del
matraz, un gas incoloro, en el que una vela ardia con llama muy bri-
llante. Llamé a este gas, —que preparé también calentando «salitre
mercurial» (nitrato de mercurio) o, alternativamente, 6xido de mer-
curio u 6xido de manganeso— «aire de [uego», o «aire empireo».
SCHEELE entregé al impresor su libro Tratado sobre el aire y sobre el
fuego en 1773, pero por negligencia de éste no aparecié publicado has-
ta 1777.

SCHEELE se adelants ciertamente en el descubrimiento del oxi-
geno por via quimica a PRIESTLEY, que lo obtuvo el primero de agos-
to de 1774 por calentamiento del «mercurius calcinatus per se» me-
diante una lente muy potente. En una carta dirigida a Sir PRINGLE
el 15 de marzo de 1775, PRIESTLEY, que, como SCHEELE, era fiel
seguidor de la teoria del Hogisto, llamé al gas por él descubierto «aire
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desflogisticado». En 1874, con motivo del primer centenario de la pu-
blicacién del libro de PRIESTLEY sobre diversas clases de aire, 77
quimicos se reunieron en su antigua casa de Northumberland (Pen-
silvania, EEUU) para celebrar el descubrimiento del oxigeno, siendo
este acontecimiento el que dio lugar a la creacién de la «American
Chermical Society» en 1876.

SCHEELE, quizds el boticario mas famoso y de peor suerte del
mundo, reconocié también que el aire comun era una mezcia de
«aire de [uego» y de «aire inerte», el ultimo de los cuales obtuvo re-
moviendo el primero con varios materiales combustibles u oxida-
bles. SCHEELE descubrié ademas el gas cloro, aunque no lo reco-
nociera como elemento, y una gran cantidad de compuestos
inorgénicos y organicos (sulfuro de hidrégeno, cianuro de hidrége-
no, acidos tungstico v molibdico, glicerina, acidos lactico, malico,
tartarico, citrico, tdrico, etc.). El profesor de Quimica y Farmacia
sueco BERGMAN apoyé decididamente a SCHEELE y publicé al-
gunos de sus trabajos.

A PRIESTLEY se le adelantd también BAYEN, creador de la Far-
macia militar en Francia. En febrero y abril de 1774, BAYEN publi-
¢6 dos articulos en la revista Observations sur la physique, dirigida por
¢l abate ROZIER, sobre la reduccion de las cales y, en especial, del
«mercurius precipitatus per se» {6xido de mercurio) por el carbén, en
cuyo caso se obtenia aire fijado {diéxido de carbono), y también en
ausencia de carbdn, en cuyo caso el polvo rojo de 6xido de mercurio
se reducia igualmente a metal, pero emitiendo un {luido elastico que
no se disolvia en agua. BAYEN habia descubierto el oxigeno y, aun-
que no se detuvo mayormente en estudiarlo, [ue el primero en atacar
directamente la teoria del flogisto. LAVOISIER nunca mencioné los
trabajos de REY ni de BAYEN.

En octubre de 1774, PRIESTLEY visité Paris y frecuent6 el la-
boratorio de LAVOISIER, relatandole las experiencias que habia re-
alizado y que le habian llevado el primero de agosto de aquel aho
al descubrimiento del oxigeno por via quimica. LAVOISIER se apro-
veché astutamente de esta visita, y el trabajo que entregd para las
«Memoires» de la Academia de Ciencias en abril de 1774 no fue pu-
blicado hasta 1777, pero en una versién muy cambiada. LAVOISIER
concluyé que, al calcinar el mercurio, la «parte fijable» del aire que
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extrafa el «mercurius calcinatus» resultante era, de hecho, el «espi-
ritu del nitro», la «parte 4cida del aire». En una memoria posterior,
recibida en 1777, leida en 1779, y publicada en 1781 con el titulo
Consideraciones generales sobre la naturaleza de los dcidos y sobre los
principios que los componen, LAVOISIER sugiri6, para el «aire
puro», «aire vital», o «aire eminentemente respirable», el nombre
«principe oxygine», o «principio acidificante». En 1789, en su fa-
moso Tratado elemental de quimica, LAVOSIER cambié su nombre
por el de oxigeno (del griego, «hacedor de acidos»), con el que se le
conoce hoy universalmente. Este elemento redox y acido-base, cla-
ve en el devenir de la quimica y la bioquimica, ocuparfa el puesto
oclavo en la Tabla Periédica.

Agua, oxigeno, 6xidos y acidos

El paso final para la confirmacién de la teoria de LAVOISIER con-
tra la teorfa del flogisto fue la comprension de la composicion del agua,
gue dejarfa de ser el antiguo «elemento» de los griegos para conver-
tirse en el «compuesto» mas simple e importante de la quimica y la
bioquimica, el compuesto esencial, sin ninguna duda, de la naturale-
za y la biologia. Este paso fue inicialmente emprendido por CAVEN-
DISH, que va en 1766 advirtié que su «aire inflamable» ardia en el
aire comun, pero sin llegar a identificar el producto de esta combus-
tion. En 1781, PRIESTLEY observé que se condensaba «rocio» en el
recipiente en que tenia lugar dicha combustion, haciendo notar que
este experimento confirmaba la opinién de WARLTIRE (1766) de que
«common air deposits its moisture when phlogisticated». En 1783, el
famoso ingeniero e instrumentisia escocés WATT, inventor de la ma-
quina de vapor, remitié a la «Royal Society» dos cartas, que fueron
leidas en 1784, explicando correctamente el fenémeno observado por
PRIESTLEY. CAVENDISH repiti6 los experimentos de PRIESTLEY y
recogi6 el rocio que se formaba como prodicto de la combustion del
hidrégeno en el aire, que resultd ser agua pura.

Puesto que CAVENDISH creia que el hidrégeno era el flogisto y
que el oxigeno era aire desflogisticado, explicé la formacién del agua
como debida a la combinacién de ambos gases durante la flogistica-
cién del aire desflogisticado. La razén volumétrica en que se combi-
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naban ambos gases era 2:1. Los experimentos de CAVENDISH fueron
llevados a cabo en 1781, pero de hecho no fueron publicados hasta
1784 en sus Experiments on air. Aparentemente, la razén por la que
CAVENDISH retrasé la publicacién de sus resultados sobre el agua
fue que encontré que se formaba dcido nitrico al hacer sallar la chis-
pa en una atmoésfera de hidrégeno en aire. Después, sin embargo, des-
cubrié que el acido nitrico formado era, de hecho, el producto de la
reaccion entre el nitrégeno y el oxigeno.

LAVOISIER tuvo noticias de estos experimentos en 1783, a través
del médico y quimico britanico BLAGDEN, ayudante de CAVENDISH
y mas tarde secretario de la «Royal Society», ¢ inmediatamente rea-
lizé en su presencia un crudo experimento quemando hidrégeno en
oxigeno y recogiendo el agua formada. Al dia siguiente de la realiza-
cién de este experimento, LAVOISIER envié una memoria a la Aca-
demia de Ciencias, pero cuando este trabajo aparecié en 1784, en un
volumen de las «Mémoires» datado en 1781, habia sido ciertamente
retocado.

Aungque la «controversia del agua» concluyera asignando a WATT
la prioridad en cuanto a la interpretacién del fenémeno, no cabia duda
de que la mejor demostracion experimental acerca de su composicién
habia sido conseguida por primera vez por CAVENDISH vy de que la
explicacién correcta y definitiva del proceso fue dada por LAVOISIER,
quien, importa subrayarlo de nuevo, se quedé perplejo al ver que «el
compuesto resultante de la combinacién del hidrégeno con el oxige-
no no era dcido sino neutro». Se habia conseguido aclarar la reacciéon
quizas mas importante de la Quimica y la Bioquimica en cuanto a los
elementos y compuestos que en ella participan, pero faltaba todavia
mucho para precisar, en términos atémicos y moleculares, la este-
quiometria de la reaccién:

hidrégeno + oxigeno — agua

En 1800, a las pocas semanas de comunicar el fisico italianc VOL-
TA a la «Royal Society» el invento de su famosa bateria eléctrica, el
quimico inglés NICHOLSON vy el fisidlogo, también inglés, CARLIS-
LE utilizaron la «pila de Volta» para descubrir la electrolisis, al su-
mergir los dos electrodos de la pila en agua y observar que ésta se
descomponia liberando burbujas de hidrégeno y oxigeno. Se acababa
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de poner de manifiesto la descomposicion electrolitica del agua, una
reaccion quimica que siglo y medio después demostraria ser de sig-
nificacién trascendental en Biologia:

electricidad

agua —— hidrdégeno + oxigeno

El mismo afio, el mancebo de botica y fisico alemdn RITTER re-
cogid los gases resultantes de la rotura del agua por la corriente eléc-
trica y comprobé que estaban en la relacién 2:1. Por lo demas,
CRUIKSHANK demostraria también en 1800 que la electrolisis del
agua conlleva su electroionizacién simultanea y resulta en la acidifi-
cacién del medio anddico y en la basificacion del medio catédico (tér-
minos que, dicho sea de paso, no entrarian en uso hasta mediados del
siglo XIX). Estas simples observaciones sobre la sintesis y la des-
composicién del agua y sobre la relaciéon volumétrica de los gases im-
plicados en dichos procesos pudieron haber evitado, de haberse teni-
do en cuenta, muchas polémicas y discusiones sobre su composicién.
Como es bien sabido, la aplicacién por DALTON del principio de la
maxima simplicidad a su teorfa atémica determiné que, hasta pasa-
da la mitad del siglo, se aceptara HO en vez de H,0 como férmula del
agua.

En contraste con la antigua idea de «elemento» de los griegos, el
concepto moderno de elemento quimico, como sustancia simple que
no puede descomponerse por ningun procedimiento de analisis, se debe
fundamentalmente a BOYLE y a LAVOISIER. Para LAVOISIER, «un
elemento o principio es el dltimo punto que el andlisis puede alcan-
zar». Esta definicién era precavida, pues tenia en cuenia que algunos
elementos podian no serlo: «en tanto no hayamos descubiertio toda-
via los medios para separarlos, actiian como sustancias simples, v no
debemos considerarlos como compuestos hasta que los experimentos
y la observacién demuestren que lo son».

Si GALILEO puede ser considerado el padre de la Fisica mo-
derna, LAVOISIER lo puede ser de la Quimica. El interés de LA-
VOISIER por el alumbrado de las vias publicas le introdujo, sin
duda, de lleno en el problema de la combustién. Ademas, LAVOI-
SIER definié la materia por su propiedad de ser pesada e introdu-
jo el uso sistemitico de la balanza, a cuyo perfeccionamiento de-
dicé especial atencién. LAVOISIER puso de manifiesto, en primer
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lugar, la falacia de que el «elemento agua» se convertia en el «ele-
mento tierra». En su memoria de 1770, publicada en 1773, Sobre la
naturaleza del agua y sobre el experimento que supuestamente ha de-
mostrado la posibilidad de su conversidn en tierra, LAVOISIER pre-
senté los resultados que obtuvo al repetir el experimento que Van
HELMONT y otros muchos quimicos habian realizado para
demostrar que cuando se evapora agua destilada en una vasija de
vidrio siempre deja un ligero residuo de tierra, lo que habia sido
interpretado en el sentido de que parte del agua se convertia en
tierra.

En su experimento, LAVOISIER puso agua que habia sido desti-
lada ocho veces en una vasija de vidrio, consistente en un alambique
provisto de tubos de retorno para condensar ¢l vapor, y pesé exacta-
mente por separado todo el conjunto. Después de calentar el recipiente
a 60-70 °R durante 101 dfas, pesé de nuevo el residuo blanco resul-
tante de la evaporacién del agua, as{ como el propio recipiente de vi-
drio. El balance ponderal demostré que la «tierra» procedia no del
agua utilizada, sino del vidrio de la vasija que la propia agua habia
disuelto a lo largo del experimento. SCHEELE confirmaria al anali-
zar cualitativamente la «tierra» residual que su composicioén era con-
sistente con la del vidrio de la vasija.

Después de este sencillo y elegante experimento, LAVOISIER de-
dicé todos sus esfuerzos a partir de 1772 a probar que el metal, y no
la cal, asi como el no metal, vy no el producto de su combustién, es el
verdadero elemento quimico, o cuerpo simple; asi eché abajo de ma-
nera irrebatible la teoria del (logisto. LAVOISIER empezé por calen-
tar sustancias simples al aire: por ejemplo, enfocando los rayos de sol
concentrados por una lupa sobre un diamante, observé que éste de-
saparecia y se transformaba en «dcido carbonico» (didxido de carbo-
no); ademds, quemd fésforo y azufre y comprobé que los «acidos» (de
hecho anhidridos) resultantes de la combustién pesaban mas que los
elementos originales porque habian fijado aire; también calent6 me-
tales, como estafio v plomo, y observé que se cubrian de una capa de
«6xido» y que las cales resultantes pesaban méas que los elementos de
partida. Por otro lado, el metal resultante del tratamiento del éxido
metdlico con carbén pesaba menos que el compuesto original, por-
que la cal perdia por la accién del carbén aire fijado (diéxido de car-
bono) durante su reduccién.
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LAVOISIER no solo constaté que el metal o el elemento combus-
tible aumentaba de peso con la calcinacién o combustién porque fi-
jaba aire, sino que el aire de la caAmara de reaccién perdia peso, y el
conjunto lo conservaba. Este mismo tipo de experimentos le permi-
tié llevar a cabo el analisis del aire: el aire que absorbian los ele-
mentos al arder o los metales al ser calcinados era el aire vital de
Priestley, en tanto que el que quedaba como residuo era el aire me-
fitico de Rutherford. Con sus experimentos y la correcta interpreta-
cién de los mismos, LAVOISIER establecié los fundamentos de la
Quimica moderna.

La nueva teoria quimica de LAVOISIER, basada fundamental-
mente en el rechazo de la teoria del flogisto y en el papel del oxige-
no en la generacién de «dcidos» con los no metales y de «cales» con
los metales, fue sucesivamente aceptada por los quimicos franceses
BERTHOLLET, en 1785, GUYTON De MORVEAU, en 1786, y FOUR-
CROY, en 1787. Aunque durante el siglo XVII se habian llevado a cabo
varios intentos de sistematizar el uso de los términos quimicos para
denominar las diferentes sustancias, este propésito no fue logrado ple-
namente hasta 1787, en que GUYTON De MORVEAU, LAVOISIER,
BERTHOLLET y FOURCROQY publicaron, bajo el patrocinio de la Aca-
demia de Ciencias de Paris, el Methode de nomenclature chimique.

El oxigeno fue jcémo no! el eje alrededor del cual giré toda la nue-
va terminologia quimica. Los nombres de las sustancias simples de-
bian, en lo posible, expresar sus caracteristicas mas obvias, y los de
los compuestos debian indicar su composicidn referida a sus consti-
tuyentes. Asi, los Acidos y las bases se denominaban segin los ele-
mentos que los generaban, y las sales, de acuerdo con los acidos y ba-
ses de que procedian.

BERTHOLLET fue médico y quimico y realizé relevantes contri-
buciones a la incipiente ciencia de la quimica, algunas de muy largo
alcance. Aunque en su importante trabajo sobre el cloro («acido ma-
rino desflogisticado») aceptd, como antes el sueco SCHEELE, que esta
sustancia era compuesta v contenia oxigeno («acido oximuriético»),
fue el primero en demostrar la composicién elemental del amoniaco
(NH,), asf como en mostrar su escepticisnio sobre la teoria de Lavoi-
ster de que todos los deidos contienen oxigeno, pues verificé que el aci-
do prisico, o cianuro de hidrégeno (HCN), y el sulfuro de hidrégeno
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(H,S) no son compuestos oxigenados. Su idea, postulada en 1801 y
publicada in extenso en 1803 en su obra magna Essai de statique chi-
mique, de que las concentraciones de los reactivos, o sustratos, rigen
el curso de las reacciones quimicas y determinan la composicién de
las sustancias resultantes, o productos, fue, para bien, firmemente re-
chazada por los grandes quimicos de la época, pues hubiera frenado
el nacimiento de la teoria atdmica, pero al final resulté ser precurso-
ra en mas de medio siglo de la ley fundamental de accién de masas
de WAAGE y GULDBERG (1864).

En su obra cumbre, Traité elémentaire de chimie (1789), que tan-
to habia de influir en el desarrollo de la Quimica moderna, LA-
VOISIER incluyé una «Tabla de las sustancias simples», la prime-
ra que se publicaba en la historia de la Quimica. En la lista de
Lavoisier figuraban 33 elementos, de los cuales sabemos ahora que
sélo 23 son, de hecho, elementos quimicos. Entre los 10 que no son
tales aparecian dos elementos imponderables, la «luz» y el «caléri-
co»; tres radicales («muridtico», «fluérico» y «boracico»), que fun-
cionaban como «elementos simples» en los compuestos organicos;
y cinco «tierras, o cales» (cal, magnesia, barita, alamina y silice),
cuyos elementos (calcio, magnesio, bario, aluminio y silicio) no se
habian aislado atn.

Un aspecto digno de mencién fue el acierto de LAVOISIER de no
incluir en su Tabla a los alcalis sosa y potasa, pues sospechaba que,
como habia demostrado BERTHOLLET para el caso del amoniaco,
debian ser compuestos y no elementos. Sin embargo, LAVOISIER se
equivoco al considerar a la sosa y la potasa no como éxidos sino, por
analogia con el amoniaco, como compuestos de nitrégeno. En cuan-
to a las «sustancias terrosas» precisd: «Es de presumir que las tierras
cesaran pronto de ser consideradas como sustancias simples; son las
Unicas de todos los elementos que no tienen tendencia alguna a unir-
se con el oxigeno, y estoy inclinado a creer que esta indiferencia por
el oxigeno se debe a que ya estdn saturadas por él».

Por otro lado, merece también atencién el hecho de que, después
de agrupar certeramente en la segunda clase de su Tabla, como «sus-
tancias simples no metalicas oxidables y acidificables», a los elemen-
tos que forman acidos en su combustién al combinarse con el oxige-
no (azufre, fésforo y carbono), tuviese el inexplicable «desliz» de
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agrupar a los elementos de la tercera clase {(antimonio, plata, arséni-
co, bismuto, etc.) como «sustancias simples metdlicas oxidables y aci-
dificables», en vez de «salificables».

LAVOISIER sabia obviamente mejor que nadie que los metales for-
man cales, u «6xidos metalicos», en su calcinacién al combinarse con
el oxigeno. Precisamente él mismo traté largamente, en los Capitulos
XVI y XVII de su libro, de las «bases salificables» (tres dlcalis —sosa,
potasa vy amoniaco—, cuatro tierras —cal, magnesia, barita y alumi-
na— y diecisiete sustancias metalicas), asi como de las sales neutras
que resultan de su unién con los dcidos. Hay pues que atribuir este
error no a una confusién conceptual sino quizas a la idea, muy gra-
bada en su subconsciente, de que el oxigeno era constituyente esen-
cial de los 4cidos. LAVOISIER no ignoraba que la parte dcida volatil
del nitro (4cido nitrico) contenia el «espiritu vital» o «nitro-aéreon».
No hay que olvidar tampoco que LAVOISIER, obsesionado por su idea
de los acidos, habia buscado sin éxito el que, en su opinién, debia for-
marse en la combustién del hidrégeno en oxigeno, que, sorprenden-
temente para él, resulté no sélo no ser un acido, sino, por el contra-
rio, una sustancia neutra, nada menos que el agua.

LAVOISIER habia establecido sin lugar a dudas que la combus-
tién de los elementos no metélicos —que conduce a la formacién de
acidos—, asi como la calcinacién de los metélicos —que conduce a la
formacién de cales—, obedecia a la misma causa, es decir;, a la com-
binacién de dichas sustancias simples con el oxigeno, proceso que hoy
CONOCemos correclamente, en uno y otro caso, como oxidacién. Por
otro lado, con anterioridad a LAVOISIER, los quimicos habian usado
la palabra dcido (del latin «acidus», que tiene sabor de vino agrio, o
vinagre, «acetum») para designar a las sustancias que tienen esta ca-
racteristica y que pueden formar sales combinandose con las bases.
Sin embargo, al definir LAVOISIER al oxigeno (del griego «oxis», Aci-
do) como elemnento generador de dcidos se produjo inevitablemente un
confusionismo con la aparicién de la palabra dxido, cuyo uso se li-
mité al principio a los 6xidos metalicos, o cales, y que después se ex-
tenderia también a los 6xidos no metéalicos, o acidos.

Ciertamente, para LAVOISIER, los dcidos (de hecho, anhidridos;
por ejemplo, carbdnico, CO,; sulfiirico, SO;; fosférico, P,O,) son los
compuestos resultantes de la combinacién de los no metales con el
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oxigeno, a los que, no obstante, no consideré 6xidos. Por tanto, aun-
que, por su etimologia, las palabras dcido y 6xido son equivalentes,
con el tiempo se diferenciarian sus significados, hasta el punto de que
hoy va no se pueden usar indistintamente. Ciertamente, las combi-
naciones de las sustancias simples no metélicas con el oxigeno son
«6xidos acidos» —lo que no deja de ser una redundancia—, pero las
combinaciones de las sustancias simples metélicas con el oxigeno son
«6xidos béasicos» (lo que es en si un contrasentido. ¢ Cémo puede una
sustancia ser un dacido basico?

El quimico escocés GRAHAM publicé en 1833 los resultados de
sus investigaciones sobre las tres formas de dcido fosférico (neta, piro
y orto). La composicién del compuesto que se llamaba entonces 4ci-
do fosférico venia expresada por la férmula PO,. GRAHAM demostré
que existen tres “hidratos del dcido {osférico”, a los que asigné la com-
posicién PO, HO, PO, 2HO y PO, 3HO, respectivamente, sentando las
bases de la teoria de la polibasicidad de los acidos formulada por el
quimico aleman LIEBIG (1838).

El quimico sueco ARRHENIUS propuso definir los acidos como
sustancias hidrogenadas que en solucién acuosa producen iones hi-
drégeno (H'), y las bases como sustancias que en solucién acuosa di-
socian iones hidréxido (HO). Desde la década de 1880, la evidencia a
favor de la teoria iénica de ARRHENIUS sobre los 4cidos y las bases
ha sido enorme. En 1923, el fisicoquimico danés BRONSTED vy el bri-
tanico LOWRY propusieron independientemente la hoy bien estable-
cida teoria de que un &dcido es una sustancia que tiende a ceder un
protdn, y una base, la que tiende a fijarlo.

En el mismo afio de 1923, el fisicoquimico americano LEWIS for-
mulé la teoria de que un acido es una sustancia aceptora de un par
de electrones, v una base, una sustancia dadora de un par de ¢lectro-
nes. LEWIS también hizo una prediccién que, a la luz de los hechos,
estd completamente justificada: «The cult of the proton has hindered
the understanding and extension of the acid concept». Es pues com-
prensible que la definicién del quimico aleman LUX (1939} de un 4ci-
do como una sustancia que tiende a ganar un anién éxido, y de una
base como la que tiende a perderlo, haya sido ignorada hasta ahora
por los bioquimicos, a pesar de su importancia fundamental en bio-
energética.
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Hoy, el término oxidacién se relaciona tanto con la combustién de
los no metales como con la calcinacién de los metales y es comtn a
ambos procesos, pero en tanto conlleva una «acidificacién», rema-
chando el término, en el primer caso, en el segundo implica una «ba-
sificacion», término que contradice, en principio, al de oxidacién en-
tendido en el sentido de acidificacién. El recién aparecido Diccionario
de la Lengua Espariola (1994) no escapa a esta ambigiiedad al definir
a un 6xido como «la combinacién del oxigeno con un metal, gene-
ralmente, y a veces con un metaloide, la cual se distingue de los aci-
dos por no ejercer accién sobre la tintura de tornasol, en unos casos,
y en otros, por devolver el color azul a la que previamenle fue enro-
jecida». '

En la Quimica actual, un 6xido es un compuesto binario de oxi-
geno y cualquier otro elemento. Los oxidos son, de hecho, los com-
ponentes mas abundantes y caracteristicos de la hidrosfera y la litos-
fera, siendo el oxigeno el elemento quimico mas abundante en la
corteza terrestre. La hidrosfera estda constituida fundamentalmente
por agua —6xido de hidréogeno—, y la litosfera, por éxidos, tanto sim-
ples como complejos. Los éxidos complejos, u 6xidos de varios ele-
mentos, son los mas abundantes, y su estudio abarca la mayor parte
de la mineralogia.

Los oxidos se clasifican comiinmente en 6xidos acidos, 6xidos ba-
sicos, 6xidos anféteros y 6xidos neutros. Los dxidos dcidos, a los que
LAVOISIER considerd simplemente acidos, resultan de la unién de un
no metal (C, N, P, S) con el oxigeno y se combinan con los éxidos ba-
sicos para formar sales. En solucion acuosa tienen caracter acido. Los
dxidos bdsicos resultan de la unién de un metal con el oxigeno v, en
solucién acuosa, forman hidréxidos, que, al perder el agua por la ac-
cion del calor, regeneran los 6xidos bdsicos anhidros. Los dxidos an-
féteros, como los de cinc y aluminio, se comportan como Acidos fren-
te a las bases, dando cincatos y aluminatos, y como bases frente a los
acidos, dando las sales de cinc y aluminio de éstos. Finalmente, los
dxidos neutros, como el agua, el monéxido de carbono o el 6xido ni-
troso, no forman sales ni dan soluciones acuosas acidas o basicas.

Hemos analizado con algin detalle los aspectos histéricos de la
funcién del oxigeno en la formacion de acidos y bases pues, por un
lado, hoy yacen en el olvido las razones equivocas pero determinan-
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tes que condujeron a LAVOISIER hace dos siglos a denominar asf este
elemento y, por otro, estas mismas razones vuelven a cobrar la maxi-
ma actualidad y trascendencia al ser examinadas a la luz de los nue-
vos acontecimientos. El oxigeno desempena, ciertamente, un doble
papel fundamental en Biologia, tanio en las reacciones acido-base
como en las reacciones redox. LAVOISIER cometié obviamente un
error al denominarlo con ese nombre, identificando su funcién con
la generacién de acidos y el caricter de éstos, pero, al mismo tiem-
po, fue clarividente al asociar los procesos de oxidacién y acidifica-
cién. En concreto, hoy podemos decir que la funcién del anién éxido
(un atomo de oxigeno reducido por la captacion de dos electrones),
actuando como base, puede ser clave en el mecanismo de la fosfori-
lacién, un aspecto ignorado hasta ahora en la bioquimica de este ele-
mento. Como hemos adelantado en la introduccion, el fuerte cardc-
ter basico del anién dxido (O%) y el fuerte caracter oxidante del
dioxigeno (0,) son las cualidades mas significativas y genuinas de este
primordial elemento en Bioenergética.

Fermentacion, fotosintesis y respiracion

ARISTOTELES habia llegado a la conclusién de que la funcién de
las hojas era la de dar sombra a los delicados brotes de la planta, y
dedujo de sus observaciones que los vegetales, a diferencia de los ani-
males, tomaban sus alimentos de la tierra, su estémago gigante, en
forma predigerida. Casi veinte siglos mas tarde, y como resultado de
su famoso experimento, Van HELMONT postulé que el aguia es el «ele-
mento» basico de la materia vegetal. Segin Van HELMONT, las plan-
tas —asf como todos los seres vivos, que se nutren de ellas— se com-
ponen exclusivamente de agua. Esta sustancia (H,0) resultaria
finalmente ser un compuesto quimico de dos bioelementos gaseosos
primordiales (H, y O,).

Aparentemente fue HALES el primero en reconocer a comienzos
del siglo XVIII que una fraccién del aire contribuye a la nutricién de
las plantas, por lo que figura con Van HELMONT como fundador de
la Fisiologia vegetal. HALES fue también el primer cientifico en apre-
ciar el efecto directo de la luz solar en la nutricién vegetal: «And may
not light also, by freely entring the expanded surfaces of leaves and
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flowers, contribute much to the ennobling the principles of vegeta-
bles». HALES estudié en Cambridge y fue influenciado profunda-
mente por las ideas de NEWTON sobre la luz, cuyos corpusculos ele-
mentales, que hoy llamamos fotones, podrian transferir «energia» a
los cuerpos.

Pero los britdnicos, maestros de la ironfa y del sarcasmo, no po-
dian aceptar asi como asi las extravagantes ideas de los sabios de la
«Royal Society» de que las plantas captan y almacenan la luz del Sol.
El famoso escritor satirico Jonathan SWIFT los ridiculizé mordaz y
despiadadamente en su magistral libro Gulliver’s travels (1726) al re-
latar su visita a la Gran Academia de Lagado: «Every room hath in it
one or more projectors, and I believe I coud not be in fewer than five
hundred rooms. The first man I saw had been eight years upon a pro-
ject for extracting sunbeams out of cucumbers, which were to be put
into vials hermetically sealed, and let out to warm the air in raw in-
clement summers. He told me, he did not doubt in eight years more,
he should be able to supply the Governor’s garden with sunshine at a
reasonable rate». La imaginacién sarcdstica del autor se¢ veria mas tar-
de ampliamente desbordada por la evidencia —curiosamente, y valga
la redundancia, evidente a todas luces al hombre desde milenios al
ver arder la madera— de que las plantas son efectivamente los gran-
des colectores de los rayos solares, cuya energia almacenan en el pro-
pio material que sintetizan a sus expensas.

El primero en establecer en 1771 que las plantas purifican el aire
en la luz, produciendo oxigeno, en tanto que los animales lo vician,
produciendo diéxido de carbono y cerrando el ciclo, fue PRIESTLEY,
al que sin embargo pasé desapercibida la accién de la luz. El holan-
dés INGENHOUSZ, a la sazén médico de Corte de la emperatriz Ma-
ria Teresa de Austria, se interesé tanto por ¢l hallazgo de PRIESTLEY
que, a la primera ocasién que se le presentd, alquild una casita de cam-
po cerca de Londres en ¢l verano de 1779 y después de verificar con
constancia y cuidado admirables més de quinientos experimentos ri-
gurosos publicé inmediatamente un libro sobre sus resultados, con-
cluyendo que las plantas, o mejor dicho, los tallos y las kojas verdes de
las mismas, poseen el gran poder de purificar el «aire malo», pero sélo
cuando estan expuestas a la luz del Sol v segtin la claridad del dia. Las
plantas contaminan el ambiente con «aire nocivo» tanto en la luz como
en la oscuridad, pero cuando estan iluminadas el desprendimiento de
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«aire depurado» excede a su consumo. Lo que permite a las plantas
purificar su entorno es la luz solar y no su ardor: «The production of
the dephlogisticated air from the leaves is not owing to the warmth
of the Sun, but chiefly, if not only, to the light».

En 1782, sélo tres afios después del trabajo de INGENHOQUSZ, ¢l
pastor de la ciudad de Ginebra SENEBIER publicd sus memorias so-
bre la capacidad del reino vegetal para restaurar el aire por influen-
cia de la luz solar, haciendo notar que el «aire fijado», o dcido carbo-
nico, es el nutriente que las plantas utilizan y la fuente del «aire puro»,
u oxigeno, que liberan.

Por su parte, los estudios de LAVOISIER aclararon definitivamente
en la década de 1780 la quimica y energética de la respiracicn y su se-
mejanza con la calcinacién y la combustién: «La respiracién no tiene
accién mas que sobre la porcidn de aire puro, el aire eminentemente
respirable, contenido en el aire atmostérico; el excedente, o sea, la par-
te mefitica, es un medio puramente pasivo que entra y sale de los pul-
mones mas o menos en las mismas condiciones, es decir, sin haber ex-
perimentado cambios mayores. El aire que queda después de la
calcinacién de los metales no difiere en nada del que queda después de
la respiracién de los animales, siempre que éste dltimo haya sido des-
pojado por la cal o por los alcalis ciusticos de su parte fijables.

LAVOISIER, sin embargo, se equivocd en su conclusién de que la
respiracién tiene lugar en los pulmones, donde se genera el calor que
el proceso respiratorio conlleva: «la respiracién es, por tanto, una
combustién, en verdad muy lenta, pero por otra parte totalmente se-
niejante a la del carbono, y se efectia en el interior de los pulmones
sin originar luz porque la materia del fuego liberada es inmediata-
mente absorbida por la humedad de estos érganos. El calor desarro-
llado en esta combustién se comunica a la sangre que atraviesa los
pulmones, v de ahi se extiende por todo el sistema animal». El ayu-
dante de LAVOISIER, HASSENFRATZ, que lo fue después de LA-
GRANGE, se refiri6 en una de sus publicaciones a la opinién discor-
dante de este fisico respecto a la de LAVOISIER, en el sentido de que,
si el calor de la respiracién se liberase completamente en el pulmén,
la temperatura local de este érgano deberia ser mucho mais alta que
la de las demads partes del cuerpo, lo cual estaba en contradiccién con
los hechos.
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LAVOISIER acerté, en cambio, al concluir que el consumo de oxi-
geno durante la respiracién aumenta con el ejercicio fisico y que no
sélo el carbono contenido en las sustancias orgdnicas se combina con
el oxigeno para dar dcido carbénico, sino también el hidrégeno para
dar agua: «Independientemente de la porcién de aire vital que se con-
vierte en Acido carbdnico, una porcién del que entra en los pulmones
no vuelve a salir en el mismo estado; de lo cual que en el acto de la
respiracion resulta una de dos, o que una porcién del aire vital se une
con la sangre, o bien que se combina con una porcién de hidrégeno
para formar agua». La ecuacién de la respiraciéon quedé pues clara-
mente definida por LAVOISIER, atin antes de que el fisicoquimico es-
cocés DALTON hubiese formulado su teorfa atémica y el quimico sue-
co BERZELIUS hubiera asignado simbolos a los elementos; en
términos quimicos modernos podemos escribir:

respiracion

(CH,0) + O, CO, + H,0 + calor
A LAVOISIER se debe igualmente la ecuacién quimica de la fer-
mentacion, la primera en la historia de la Quimica:

fermentacién

mosto de uvas Acido carbénico + alcohol

que hoy podemos también escribir en los siguientes términos:

fermentacién

(CH,0), — 2C,H.OH + 2CO, + calor

Al discutir la fermentacién del azdcar en alcohol y dcido carbéni-
co, LAVOISIER concluyé: «Nada se crea en las transformaciones ar-
tificiales o naturales, pudiéndose aceptar como un axioma que, en
cualquier proceso, la misma cantidad de materia existe antes que des-
pués de realizarse la operacién y que la calidad y cantidad de los prin-
cipios permanecen iguales, ocurriendo sélo cambios y modificacio-
nes. Todo el arte de hacer experimentos en quimica se funda en este
principio: tenemos siempre que suponer una igualdad o ecuacién
exacta entre los principios del cuerpo examinado y los de los pro-
ductos de su analisis».

De acuerdo con este principio, que le permitié formular la ley de
conservacion de la masa, LAVOISIER reconocié la significacién de su
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acierto al constatar: «Se puede considerar que las sustancias que ex-
perimentan la fermentacion y los productos que resultan de esta ope-
racién forman una ecuacién algebraica y que, si suponemos de ma-
nera sucesiva que desconocemos uno de los elementos en esta
ecuacion, podemos calcular uno tras otro el valor de cada uno de ellos
¥y, por tanto, comprobar nuestros experimentos mediante el cilculo v,
reciprocamente, nuestros calculos mediante la experimentacién. Yo
he empleado a menudo este mélodo con éxito para corregir los pri-
meros resultados de mis experimentos y para seguir el camino co-
rrecto al repetirlos con el fin de mejorarlos».

Los principales trabajos de LAVOISIER sobre el calor fueron efec-
tuados con LAPLACE y SEGUIN y pusieron los cimientos de la ter-
moquimica, tanto en sus aspectos tedricos como practicos. Si bien es
cierto que estos cientificos franceses no dieron crédito al quimico es-
cocés BLACK, verdadero fundador de la calorimetria, también lo es que
fabricaron un calorimetro mucho mas perfecto que el de éste, lo que
les permitié, valiéndose de la licuacién de la nieve, realizar importan-
tes medidas para determinar no sélo el calor que se produce en las re-
acciones quimicas (disolucién de acido sulfarico en agua, detonacién
del salitre con carbén, combustién del fésforo) sino el calor que se ge-
nera en los procesos fisiolégicos (respiracién de un cobaya). Midiendo
en el calorimetro el hielo fundido, y comparando la cantidad de anhi-
drido carbénico producido en la respiracién de un cobaya y en la com-
bustién del carbono, pudieron comprobar que ambos procesos son
equivalentes. El reconocimiento de la composicién del anhidrido car-
bénico y del agua, asi como de que las sustancias orgédnicas (aziicar, al-
cohol, aceite, cera) se componen de carbono, hidrégeno y también oxi-
geno, permitié a LAVOISIER —quemandolas y pesando los sustratos y
productos de la combustién— establecer su analisis elemental.

En su libro Essays on the food of plants and the renovation of soils,
publicado en 1796, INGENHQUSZ utilizé la nueva nomenclatura de
LAVOISIER en relacién con la funcién de las plantas: «They absorb
{from carbonic acid in the sunshine, the carbon, throwing out at that
time the oxygen alone and keeping the carbon to itself as nourish-
ment». Finalmente, en 1804, otro experimentador cuidadoso de la cul-
ta ciudad de Ginebra, el quimico De SAUSSURE, encontraria, al re-
alizar rigurosas medidas cuantitativas, el cuarto y Gltimo ingrediente
de la guirica de la fotosintesis: el agua.
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De SAUSSURE demostré que, mientras asimilan diéxido de car-
bono, las plantas aumentan su peso en una cantidad mayor que la que
pueden obtener de este gas y concluyé que se apropian del oxigeno e
hidrégeno del agua, que pierde asi su estado liquido. El quimico sui-
zo corroboré asi, en cierto modo, los experimentos originales de Van
HELMONT de dos siglos antes, que habian llevado a este gran pione-
ro de la experimentacion bioquimica y fisiolégica a concluir que el
agua era el compuesto clave del proceso. De SAUSSURE enfatizé, sin
embargo, también que el oxigeno desprendido por las plantas proce-
dia del CO,y no del H,0, relegando a ésta a un papel relativamente se-
cundario en el proceso: «Las plantas se apropian de los elementos hi-
drégeno y oxigeno del agua. En ningtn caso, sin embargo, las plantas
descomponen directamente el agua al asimilar el hidrégeno y eliminar
el oxigeno como gas. Nunca liberan oxigeno excepto como conse-
cuencia de la descomposicién directa del dcido carbénico».

Durante siglo y medio seria «dogma» entre los expertos que el oxi-
geno desprendido por las plantas verdes en la fotosintesis procedia de
la fotolisis del dicxido de carbono en carbono v oxigeno, en tanto el agua
desemperiaba un papel mas bien complementario y pasivo en la hidra-
tacion a carbohidrato del carbono resultante del proceso fotolitico:

folosintesis

CO,+ H,O—» (CH,0) + O,

Es una gran leccién para los cientificos de hoy reflexionar sobre
la enorme cantidad de aciertos y errores cometidos a lo largo de la
historia de la Ciencia por los investigadores de primera fila al inter-
pretar unas ecuaciones tan simples e importantes como las de la fo-
tosintesis v la respiracién. Con dichas ecuaciones quedaba aparente-
mente explicado en términos quimicos globales, que no energéticos
ni bioquimicos, el ciclo fotosintesis-respiracién (descubierto por
PRIESTLEY, INGENHOUSZ y LAVOISIER y completado por SENE-
BIER y De SAUSSURE) que cierran plantas y animales, al purificar
aquéllas en la fotosintesis el aire de la atmdsfera viciado por éstos en
la respiracién.

La clorofila, el «pigmento verde de las hojas», fue aislado en 1817
por los farmacéuticos v quimicos organicos franceses PELLETIER y
CAVENTOU. Mediante la extracciéon con disolventes suaves, PELLE-
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TIER y CAVENTOU consiguieron también aislar de las plantas nu-
merosas drogas (cafeina, estricnina, quinina, colchicina, etc.), por lo
que se les considéra fundadores de la quimica de los alcaloides. Cu-
riosamente, hasta 1823 creyeron que los alcaloides —que ahora se de-
finen como sustancias nitrogenadas— no contenfan nitrégeno.

El eminente fitofisidlogo alemdn SACHS establecio en 1865 que la
clorofila no se distribuye uniformemente por la planta sino que se lo-
caliza en los organulos celulares denominados «cuerpos clorofilicos»
y mas tarde cloroplastos; estos organulos son de hecho equivalentes,
como ha sido propuesto en época reciente, a las células procariéticas
fotosintéticas de las algas verde-azuladas. SACHS demostré también
que la asimilacién fotosintética del dioxido de carbono por las plan-
tas ocurre en los cloroplastos y conduce a la sintesis de almiddn. Cuan-
do a SACHS le objetaron que los cloroplastos sélo pueden realizar la
funcién clorofilica «dentro» de la célula viva y que, en consecuencia,
no deben ser considerados como los organulos de la asimilacion del
carbono, replicé que ello era equivalente a decir que el ojo no es el
6rgano de la visién porque no puede ver cuando esta «fuera» de la
cuenca ocular. SACHS confirmé también la conclusién de INGEN-
HOUSZ de que las plantas, al igual que los animales, respiran, con-
sumiendo oxigeno v desprendiendo diéxido de carbono.

El también insigne fisiélogo aleman ENGELMANN demostré, uti-
lizando como técnica microscépica extraordinariamente sensible la
motilidad de ciertas bacterias en presencia de trazas de oxigeno, que
el desprendimiento de este elemento por las plantas durante la foto-
sintesis se debe a la absorcién de la luz por la clorofila y tiene lugar,
efectivamente, en los cloroplastos. ENGELMANN puso ademas de ma-
nifiesto la correspondencia entre el espectro de accidn de la fotosinte-
sis y el espectro de absorcidn de la clorofila, estableciendo que la luz
roja y azul que absorbe el pigmento son las tinicas que promueven
activamente el proceso. ENGELMANN hizo otro descubrimiento fun-
damental en 1881, cuya significacién no fue entonces debidamente
valorada a pesar de tratarse de la reacciéon mas trascendental, desde
el punto de vista bioenergético, de toda la Biologia: el desprendi-
miento de ox{geno molecular por preparaciones de cloroplastos aisla-
dos de diversas plantas. Otro descubrimiento insdélito, el de las bacte-
rias fotosintéticas purpureas, que no producen oxigeno durante la
fotosintesis, fue también realizado por ENGELMANN en 1883.
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El mineralogista y quimico francés BOUSSINGAULT, descubridor
de la fijacién del nitrégeno atmosférico por las leguminosas y autor
de un texto comprensivo de Quimica agricola en ocho volumenes, hizo
en 1864 el descubrimiento de que el cociente fotosintético —o relacién
entre el volumen de oxigeno desprendido y el de diéxido de carbono
absorbido— es igual a la unidad: 0,/CO, = 1. En 1903, el fitofisiélo-
go inglés BLACKMAN publicé el trabajo clasico Optina and limiting
factors, poniendo de manifiesto que, cuando un proceso depende de
varios factores independientes —como son intensidad de luz, con-
centracién de CO,, temperatura, etc. en la fotosintesis—, su velocidad
esta limitada por el paso mas lento, o «factor limitante». Este traba-
jo [ue precisamente estimulado por las investigaciones de uno de sus
estudiantes, que demostré que la termperatura no ejerce ningan efec-
to sobre la actividad fotosintética a baja intensidad luminosa, pero la
incrementa notablemente a alta intensidad.

La funcion energética de la luz en la fotosintesis —intuida por
NEWTON y HALES y demostrada por INGENHOUSZ— fue aclarada
dltimamente por el médico y fisico aleman MAYER, hijo de farma-
céutico, en 1845, tres afios después de enunciar el principio de con-
servacién de la energfa: «Las plantas son capaces de absorber y con-
vertir la energia pero no de crearla. La naturaleza se ha impuesto a
sf misma la tarea de cémo cazar al vuelo la luz que fluye hacia la Tie-
rra y de almacenar la mas elusiva de todas las energias de forma es-
table. Para conseguir este propésito ha cubierto la corteza de la Tie-
rra de organismos que en sus procesos vitales absorben la luz del Sol
y utilizan su energia para producir continuamente una acumulacion
de diferencia quimica. Estos organismos son las plantas; el reino ve-
getal constituye la despensa en que los fugaces rayos solares son fija-
dos y almacenados para su uso posterior: una medida econémica pro-
videncial a la que va inexorablemente unida la propia existencia fisica
de la raza humana».

MAYER e¢staba familiarizado con las ideas de LAVOISIER de que
el calor animal tiene su origen en la respiracién de los alimentos por
el oxigeno y de que este elemento es necesario para el ejercicio [fsi-
co, pero era consciente de que las ideas de LAVOISIER sobre el calor
no habian sido tan claras como respecto al flogisto y al aire desflo-
gisticado. De hecho, LAVOISIER acufié el término «calérico» para de-
signar lo que consideré la «materia imponderable del calor». MAYER
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debid concluir también que LAVOISIER errd igualmente al conside-
rar a la luz como un elemento quimico.

En 1866, el fisico austriaco BOLTZMANN, muy ligado al segundo
principio de la termodindamica y a la mecédnica estadistica, expresé la
importancia del proceso de conversidn de energia de la fotosintesis
en los siguientes términos: «La lucha universal por la existencia en el
mundo vivo no es una lucha por materias primas —ya que todos los
organismos las pueden encontrar en abundancia en el aire, agua o
suelo—, sino una lucha por la entropia disponible en la transferencia
de energia del Sol caliente a la Tierra fria. Las plantas verdes extien-
den la enorme superficie de sus hojas para aprovechar al maximo esta
transicién y convierten, por medio de procesos todavia desconocidos,
la energia del Sol, antes de que se enfrie a la temperatura de la Tie-
1Ta, en energfa quimica. Las sintesis quimicas que tienen lugar son
todavia un misterio para nosotros en nuestros laboratorios, y los pro-
ductos de estas cocinas quimicas constituyen el botin por el que pe-
lea el reino animal».

La energética del proceso fotosintético de asimilacién del didxido
de carbono y desprendimiento de oxigeno es légicamente inversa de
la del proceso respiratorio de oxidacién de los hidratos de carbono
por el oxigeno. En otras palabras, la reaccién de reduccién del anhi-
drido carbénico a carbohidrato es fuertemente endotérmica, es decir,
conlleva un fuerte aumento de entalpfa, asi como una ligera dismi-
nucién de entropia, y requiere una gran cantidad de energia libre para
satisfacer el requerimiento endergénico para ambos propdsitos.

Que la fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico fundamental
que requiere la presencia de levadura fue descubierto en 1836 por el fi-
sidlogo alemdan SCHWANN, padre de la teoria celular, e, independiente-
mente, por el fisico e ingeniero francés CAGNIARD De La TOUR, céle-
bre ya por sus estudios sobre el estado critico de liquidos y vapores
(1822). Ambos cientificos propusieron que la conversién del azicar en
alcohol y diéxido de carbono es una funcién fisiologica de la levadura,
que aparece como planta microscépica durante la fermentacion.

La teorfa biolégica de la fermentacién fue duramente atacada por
tres de los mas famosos quimicos de la época —LIEBIG, WOHLER y
BERZELIUS—, quienes mantuvieron a rajatabla que la fermentacién,
as{ como la putrefaccién, eran procesos puramente quimicos. Ya en
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1835, BERZELIUS habia formulado la teorfa de que todas las reac-
ciones quimicas que ocurren en los organismos vivos son llevadas a
cabo por catalizadores biolégicos. El trabajo de SCHWANN fue seve-
ramente criticado por LIEBIG y WOHLER en una publicacién apare-
cida en 1839, lo que le forzé a dejar Alemania y trasladarse a Bélgica,
primero a Lovaina y después a Lieja, como profesor de Anatomia. Su
brillante carrera como fisiélogo cesé virtualmente desde entonces, y su
trabajo sobre la dependencia de la fermentacidn de la actividad de las
células vivas de la levadura no seria reivindicado hasta la década de
1850 por el genial quimico y microbiélogo trancés PASTEUR.

En la historia de la bioquimica es famosa la disputa gue mantu-
vieron LIEBIG y PASTEUR sobre la naturaleza de las fermentaciones.
Los quimicos no vitalistas, liderados por LIEBIG, fueron, en princi-
pio, derrotados por los vitalistas, capitaneados por PASTEUR. Cierta-
mente fue el infatigable y licido PASTEUR quien, entrenado en su ca-
rrera como quimico, convencié finalmente al mundo cientifico de que
todos los procesos fermentativos son el resultado de la actividad bio-
légica de los microbios. En 1856 inicié sus trabajos sobre la fermen-
tacién lactica de la leche, demostrando que la formacién de 4cido lac-
tico requeria también la presencia de microorganismos, si bien
diferentes de los que producen la fermentacién alcohélica del azticar.
Cada tipo quimico de fermentacién iba indefectiblemente acompafia-
do del desarrollo de un tipo de microorganismo especifico. PASTEUR
no intenté el estudio detallado de los procesos de putrefaccién, con-
vencido probablemente de que eran quimicamente mucho mas com-
plejos que los de la fermentacién.

En sus estudios sobre la fermentacion, PASTEUR descubrié en
1861 otro fenédmeno biolégico fundamental: la existencia de formas
vivas que pueden vivir en ausencia de oxigeno libre. En contraste con
las levaduras y las bacterias lacticas, las bacterias de la fermentacién
butirica s6lo pueden vivir en ausencia de oxigeno molecular, gas con-
siderado hasta entonces esencial para la vida. PASTEUR introdujo los
términos aerobiosis y anaerobiosis para designar la vida en presencia
y en ausencia de aire, respectivamente.

PASTEUR fue el primero en comprender que la fermentacion es
vida sin aire, en tanto que la respiracién es vida con aire. Ambos pro-
cesos son esenciales para la obtencién de energia fisioldgica. Algunos
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organismos, como las bacterias del dcido butirico, son anaerobios
obligados, pues dependen estrictamente de la fermentacién para ob-
tener energia fisiolégica. Otros muchos organismos, como las leva-
duras, son aerobios lacultativos y pueden utilizar «alternativamente»
dos mecanismos para obtener energia: en ausencia de oxigeno utili-
zan la fermentacién, mientras que en presencia de oxigeno se valen
de la respiracién. La mayoria de los organismos son aerobios, y uti-
lizan el oxigeno libre para oxidar los compuestos organicos de que se
alimentan a dioxido de carbono y agua. Con su habitual clarividen-
cia, PASTEUR demostré que, en ausencia de aire, la levadura trans-
forma el azicar en alcohol y diéxido de carbono, en tanto que, en pre-
sencia de aire, no se forma alcohol, o muy poco, siendo el CO, el
principal producto de la respiracion.

PASTEUR fue también el primero en demostrar que, para una mis-
ma cantidad de azdcar, el crecimiento de la levadura es sustancial-
mente menor en condiciones anaerdbicas que aerdbicas, o en otras
palabras, la fermentacién es relativamente ineficaz como proceso me-
tabolico para la obtencién de energia, en tanto que la respiracién es
muy eficaz. Hoy sabemos que durante la fermentacién sélo se hace
uso de una minima parte de la energia que pueden suministrar los
sustratos fermentables, quedando la mayor parte en los productos or-
ganicos finales de la fermentacién, en tanto que en la respiracion se
utiliza toda la energia disponible. Asi, por ejemplo, en el caso de la
fermentacién alcohdlica y de la respiracion de la glucosa, el cambio
de energfa libre que implica el pertinente proceso es mas de diez ve-
ces mayor en aerobiosis que en anaerobiosis:

-2,4 e Vmolec™)

C,H,,0, - 2CH, — CH,0H + 2CO,  (AG,

C,H,0, + 60, = 6CO, + 6H,0 (AG] = =30 eV molec™)

Fragmentacion de células, Atomos y moléculas

Aunque las ideas de LAVOISIER sobre fermentacion, respiracion
y lotosintesis, postuladas a finales del siglo XVIII, habrian de marcar
un hito en la historia de la bioenergética, es obvio que los bioquimi-
cos no pudieron avanzar a fondo en el esclarecimiento de los meca-
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nismos de estos procesos hasta un siglo mas tarde, cuando la inte-
gridad de la célula y de los atomos dejé de ser un obstdculo para in-
vestigar sus entresijos a niveles més inferiores, y el calor, la electrici-
dad, el magnetismo, la luz y la energia quimica y nuclear empezaron
a dejar de ser misterios para los cientificos.

Resulta en cierto modo paradéjico que la Quimica biolégica mo-
derna naciera con enorme impetu a finales del siglo XIX al demos-
trar los bioquimicos que un proceso fisiolégico tan peculiar y bien de-
finido como la fermentacion alcohdlica, conocido desde los tiempos
biblicos, puede ocurrir, después de destruir la estructura e integridad
celular, al margen de la célula viva. En este sentido, hay un evidente
paralelismo con el nacimiento de la Quimica moderna, al conseguir
los fisicos disociar los 4tomos por accién de la descarga eléctrica a
través de gases enrarecidos y descubrir el electrén, el protéon y los io-
nes positivos como sus constituyentes. La demostracién de que ato-
mos vy células —las unidades estructurales y funcionales indivisibles
de la materia y de los seres vivos, en cuanto a esencia e individuali-
dad— son, a su vez, susceptibles de disociacién, fragmentacion y es-
tudio a niveles mas inferiores —subcelulares, moleculares, atémicos
v de particulas— no hizo derrumbarse, ni mucho menos, la esencia
de la Quimica ni de la Biologia, sino que las enriquecié y vigorizé
enormemente. Con el desguace de dtomos, moléculas y células, y con
el andlisis a fondo de sus piezas, iba a comenzar una nueva era.

La distincién entre «fermentos organizados», como los de la leva-
dura, que sélo actiian en el interior de la célula viva, y «fermentos de-
sorganizados», como los digestivos, que trabajan fuera de la célula,
habia sido una solucién saloménica a una agria controversia, que no
se resolverfa hasta finales del siglo, cuando se esclarecieron definiti-
vamente los hechos. Era obvio que existia una zona fronteriza ambi-
gua entre ambos tipos de fermentos, vy el eminente fisidlogo {rancés
Claude BERNARD traté de aclarar este aspecto en 1875.

Se habia demostrado que las células de levadura contenian el fer-
mento invertasa, capaz de desdoblar la sacarosa en glucosa y fructo-
sa. Se trataba de un fermento soluble, como los digestivos de anima-
les y plantas, que conservaba su actividad después de ser extraido de
las células. ¢Podria la levadura contener también otro enzima especi-
fico responsable de la conversién de azicar en alcohol y didxido de
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carbono que pudiera ser extraido igualmente de las células en forma
soluble? Esta posibilidad, sugerida por BERNARD poco antes de su
muerte, dio motivo a una enconada discusién entre PASTEUR vy los
discipulos de BERNARD, pero hasta 1897 no pudo lograrse una prue-
ba directa que demosirara definitivamente que hay fermentacion al-
cohodlica fuera de la célula viva.

LIEBIG mantuvo tenazmente hasta el fin de su vida, en 1873, sus
ideas sobre la teorfa quimica de la fermentacién. BERNARD muri6
en 1878 sin poder corroborar plenamente su brillante premonicién, y
PASTEUR moriria en 1895 convencido de haber demostrado inequi-
vocamente que las fermentaciones son procesos vitales inseparables
de la actividad de las células vivas. Como en el caso de la «generacion
espontinea» y del «origen de la vida», el triunfo aparentemente defi-
nitivo y contundente de los vitalistas sobre los mecanicistas seria, pa-
raddjicamente, sélo parcial y transitorio. Al final, todos tendrian par-
te de razon, y solamente la ciencia y la verdad inmutable e irrebatible
tendrian toda la razén.

La fecha de 1897 es clave en la historia de la Biologia y de la Qui-
mica. En dicho afo, el quimico aleman Eduard BUCHNER, ayudan-
te de Von BAEYER, descubrié de manera casual la fermentacion del
azlcar por extractos de levadura sin células y, por otro lado, el fisico
inglés Joseph THOMSON descubrié el electréon y determiné la razon
carga/masa de esta particula subatémica en un experimento que hizo
época y que repetirfa afios mas tarde con el proton y otros iones po-
sitivos de diversos elementos.

Como tantas veces ha ocurrido en la historia de la Ciencia, la
casualidad favorece a los hombres bien dotados y capaces. Hans
BUCHNER, hermano mayor y tutor de Eduard, era bacteridlogo y
profesor de Higiene en Munich y habia preparado jugos acelulares
de microorganismos con fines terapéuticos, recurriendo, para evi-
tar su descomposicién, al remedio casero de afiadir azdcar a los ex-
tractos de levadura de cerveza. Durante un viaje a Munich en pe-
riodo de vacaciones para visitar a su hermano Hans, Eduard —que
ya en su primer trabajo habia patentizado su interés por la fer-
mentacién alcohdlica, al demostrar que la ausencia de oxigeno no
era un requisito indispensable para este proceso— observd que se
formaba gas en el liquido azucarado libre de células e inmediata-
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mente atribuyé el fenémeno a la descomposicion del azicar en dio-
xido de carbono y alcohol por la accion del principio activo de la
levadura, al que llamdé «zimasa», o complejo de enzimas endocelu-
lares. Su sensacional ensayo La fermentacion alcohdlica sin levadu-
ra (1897) dio nacimiento a la Enzimologia (del griego «enzima», en
la levadura).

No es superfluo reflexionar sobre el hecho de que los enzimas, que
obviamente no tienen sexo, si tienen género, aunque ambiguo, segin
el Diccionario de la Real Academia de la Lengua, y, por tanto, discu-
tible si masculino, femenino o neutro. El prolesor Alberto SOLS, pio-
nero de la Enzimologia en nuestra patria, que consagro gran parte de
su vida al estudio de los enzimas de la glicolisis (rotura enzimaética
de las moléculas de los azicares), gustaba usar el género masculino,
siguiendo el ejemplo de algunas otras palabras similares en este sen-
tido, como enigma, estigma, estoma, mdas bien que encina, escama,
esponja. Uno de los primeros trabajos en Espafia de M. LOSADA, a
su vuelta del Laboratorio Carlsberg, en colaboracién con M. ROSELL,
fue la identificacién en extractos de numerosas especies de levadura
de una variedad de kinasas especificas de azicares por un ingenioso
micrométodo ideado por SOLS. La fotograffa del pocillo de pintor,
mostrando los diferentes colores de los ensayos, ocupd siempre un
puesto preferente entre los numerosos cuadritos instructivos que de-
coraban la pared de su despacho.

El descubrimiento de Eduard BUCHNER habria de ser de enorme
transcendencia, pues derribaba uno de los dogmas mas firmes de la
biologia en aquel periodo, fundado nada menos que en la autoridad
de PASTEUR, quien en 1857 habia demostrado —corroborando los
anteriores resultados de SCHWANN— que la lermentacion se debe a
la acci6n de diminutos organismos y habia concluido que la actividad
vital es inseparable de la integridad estructural de la célula viva. De
hecho, el descubrimiento de BUCHNER supuso un golpe atin maés
duro para la teoria del vitalismo que el que le asestara el quimico ale-
man WOHLER en 1828 al sintetizar {a urea por calentamiento de una
sal aménica.

A partir de los descubrimientos de BUCHNER, por un lado, y de
THOMSON, por otro, los avances en Bioenergética fueron tan rapi-
dos y espectaculares que resulta sorprendente encontrar una lista tan
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nutrida de cientificos galardonados con el premio Nobel en esta rama
basica de la Bioquimica: BUCHNER,; WILLSTATTER; NERNST; A.
HILL y MEYERHOF; WIELAND; Von EULER-CHELPIN y HARDEN;
H.FISCHER; WARBURG; SZENT-GYORGY]I; Carl y Gerty CORI; H.
KREBS y LIPMANN; THEORELL; OCHOA y KORNBERG; TODD;
CAILVIN; K. BLOCH y LYNEN; WOODWARD; WALD; EIGEN, NO-
RRISH y PORTER; LELOIR; SUTHERLAND; MITCHELL; BERG;
DIESENHOFER, HUBER y MICHEL; MARCUS; E.H. FISCHER vy E.
KREBS; BOYER, WALKER y SKOU.

El bioquimico britdnico HARDEN demostré en 1904 que la ac-
tividad de la zimasa de la levadura se perdia por dialisis y que las
pequefias moléculas que difundfan a través de la membrana semi-
permeable conservaban su actividad después de calentar a ebulli-
cién. HARDEN llamé «cofermento» al cofactor termoestable de la
«zimasa» de BUCHNER, pero no prosiguio su estudio, que serfa
continuado por el bioquimico germano-sueco Von EULER-CHEL-
PIN, que llamé «cozimasa» al cofactor. Esta fue la primera eviden-
cia de la existencia de coenzimas, o moléculas no proteicas esen-
ciales para la actividad de los enzimas termoldbiles. E1 nombre de
coenzima habia sido acunado en 1897 por ¢l quimico y bidlogo fran-
cés BERTRAND.

El papel vital del atomo de fésforo en el metabolismo fue también
advertido en el afio 1905 por HARDEN al demostrar que la pérdida
de la actividad con el tiempo de los extractos de levadura no se debia
a la demolicién de los enzimas, sino a que la fermentacion alcohdlica
requiere fosfato inorgdrico, que ejerce su accion a través de la forma-
cién de ésteres fosforilados de aztcares (fructosa-bisfosfato, o éster
de HARDEN-YOUNG). HARDEN estudié ademas el efecto del arse-
niato sobre la fermentacién, observando que, a pesar de ser este com-
puesto muy similar quimicamente al fosfato, se comportaba de modo
distinto. Seg(in sus propias palabras: «an undeserved reward for thin-
king chemically about a biochemical problem, a dangerous thing to
do». HARDEN compartid el premio Nobel de Quimica de 1929 con
Von EULER-CHELPIN, que en 1923 demostré la estructura molecu-
lar del coenzima redox NAD de la levadura.

En 1918, el bioquimico alemin-estadounidense MEYERHOF de-
mostré que la transformacion de la glucosa, resultante de la demoli-
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cién del glucogeno a acido lactico, tenia lugar en el musculo sin el
consumo de oxigeno, es decir, anaerébicamente. Para el afio 1933, tan-
to MEYERHOF como el fisiélogo aleman EMBDEN vy otros muchos
quimicos dejaron establecidos en detalle los pasos metabdlicos im-
plicados en la glicolisis y la fermentacion, secuencia de reacciones que
hoy se conoce como ruta de Embden-Meyerhof. En 1922, MEYERHOF
fue galardonado con el premio Nobel de Fisiologia o Medicina, que
compartié con el fisidlogo y bioquimico britdnico A. HILL. HILL de-
mostré que el oxigeno no se consumia durante la contraccién mus-
cular, sino después de ella, lo que indicaba que se requeria sélo para
la recuperacién del musculo. La significacién metabolica de los in-
termediarios fosforilados no fue aclarada hasta los afios 30, una vez
que el bioquimico aleman LOHMANN aislara de extratos musculares
el ATP y la fosfocreatina en 1929.

En 1937, el bioquimico norteamericano de origen aleman LIP-
MANN intuy6 que el requerimiento en fosfato para la demolicién me-
tabolica de la glucosa por las células se debia a que este compuesto
inorgdnico es esencial para el acoplamiento energético que conduce a
la sintesis del coenzima ATP, descubierto por LOHMANN. En los arios
siguientes (1939-1941), LIPMANN postul6 el papel crucial del ATP en
el ciclo de la transferencia de energia por los sistemas biogquimicos.
Otro gran bioquimico aleman, WARBURG —descubridor en 1912 de
la citocromo oxidasa, el enzima terminal de la respiracién— demos-
tré en 1937-38 que la formacién de ATP en la glicolisis esta cataliza-
da por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. WARBURG recibié
el premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1931, aunque fue tam-
bién nominado en 1926 y 1944.

LIPMANN compartié en 1953 el premio Nobel de Fisiologia o
Medicina con otro insigne bioquimico, el también judio-alemdn, na-
cionalizado britdnico, Hans KREBS, que en 1937 descubrié el ci-
clo de los acidos tricarboxilicos, por el que el «acetato activo», pro-
cedente del catabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, es
finalmente demolido anaerébicamente a diéxido de carbono y po-
der reductor. Los ciclos oxidativos y reductivos de las pentosas-fos-
fatos de la disimilacién de la glucosa y asimilacion del diéxido de
carbono fueron establecidos en la década de los 30 por los bioqui-
micos americanos HORECKER y RACKER, y CALVIN, respectiva-
mente.
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Funcién del oxigeno en la fermentacion: fosforilaciéon a nivel
de sustrato

Uno de los grandes descubrimientos de la bioenergética fue, de he-
cho, la elucidacién por WARBURG de que la formacion de ATP esta
acoplada a la deshidrogenacién enzimatica del gliceraldehido-3-fos-
fato. Se trataba de la primera demostracién de un mecanismo bio-
quimico —confirmado y desentraniade mas tarde por el gran bioe-
nergetista austro-americano RACKER, compainero y amigo de
OCHOA— por el cual la energia que suministra la oxidacién (deshi-
drogenacién) de un sustrato orgdnico por un coenzima se puede con-
servar en la molécula del ATP resultante de la unién por deshidrata-
cién de una molécula de ADP y otra de fosfato inorganico (P,) durante
el proceso de la fosforilacion a nivel de sustrato:

fosforilacidn

ADP + P, ————» ATP + H,0 (AG, = +1/3 eV molec™)

Previamente, WARBURG y Von EULER-CHELPIN habian aislado
y establecido la estructura y el mecanismo de accién de los coenzi-
mas deshidrogenantes conocidos al principio como piridin nucle6ti-
dos y actualmente como nicotinamida adenin dinucleétidos, gue
transfieren iones hidruro (:H).

Respecto al mecanisnio de la fosforilacion a nivel de sustraro es
importante subrayar un aspecto que ha pasado desapercibido has-
ta hace poco a los bioenergetistas: la fosforilacién es intrinseca-
mente un proceso dcido-base muy peculiar, promovido en dltimo
término por reacciones redox, gue implica esencialmente la trans-
ferencia endergonica de un anidén éxido del ortofosfato. Corriente-
mente se suele constatar de manera superficial que la fermenta-
cion alcohdlica es un proceso redox intramolecular anaerébico en
el que la energia liberada en la dismutacién del azicar en alcohol
y CO, se utiliza para la sintesis de ATP a partir de ADP y P,, es de-
cir, para la deshidratacién entre el ortofosfato y el ADP para dar
ATP:

C,H,,0, + 2ADP + 2P, - 2C,H,OH + 2CO, + 2ATP + 2H,0
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Paradéjicamente, sin embargo, la molécula H,O no resulta de la
unién directa del ADP con el ortofosfato, sino del acoplamiento qui-
mico de la éxido-reduccién del azdacar con la deshidratacién del or-
tofosfato (H,PO,) a metafosfato (~PO;) por transferencia de su anién
6xido (O™) y disociacién de sus dos protones (2H):

OF, 2H*
H,PO, —— ~PO; + H,0

Es ciertamente sorprendente y digno de rellexién que el anién 6xi-
do removido del ortofosfato v transferido al grupo aldehido oxidado
del azacar (simplificado como triosa) aparezca como uno de los ato-
mos de oxigeno del CO, que se libera en la fermentacién, mientras
que los dos protones disociados al medio por el ortofosfato se incor-
poran finalmente al grupo alcohélico (-CH,O0H) del etanol:

C,H,0, + H,PO, - CH, ~CH,OH + CO, + ~PO; + H,0

Simplificadamente, los pasos enzimaticos fundamentales de la gli-
colisis que resultan finalmente en la transformacién del azicar en al-
cohol y CO, v en la energetizacién del ortofosfato a metafosfato pue-
den resumirse como sigue: La deshidrogenacién del grupo aldehido
del azdcar por pérdida de un ion hidruro (H’) se acopla con la remo-
cién por el grupo aldehido oxidado (acido de LEWIS) de un anién
6xido (0%) del ortofosfato (H,PO,), que se energetiza a metafosfato
(~PO,) v disocia sus dos protones (2H") al medio. El grupo aldehido
oxidado que acepta el anién éxido se desenergetiza, a su vez, por re-
sonancia a anién carboxilato (R-COO). Los dos protones son final-
mente fijados por el carbanién aldehidico (CH,C=0) resultante de la
descarboxilacién del piruvato (CH;-CO-COO’) y por el anién alcohola-
to (CH-CH,0") que resulta de la hidrogenacién del acetaldehido (CH,-
CHO) por el ion hidruro; ambos intermediarios metabélicos se com-
portan pues como bases de LEWIS. La molécula de agua se libera, a
lo largo de la ruta metabdlica, en el paso que cataliza la enolasa.

Especial atencién merece el sistema bioquimico de la ruta glicoli-
tica que permite la transduccién de la energia redox en energia de fos-
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fato. En efecto, la deshidrogenacién de un aldehido a anién carboxi-
lato por el NAD(P)', que se reduce a NAD(P)H, implica aparentemen-
te una caida de dos electrones desde el potencial del par reductor R-
CHO/R-COO (-0,34 V) al potencial del par oxidante NAD(P)H/NAD(P)*
(-0,32 V), es decir, una liberacién de energia de -2¢ x 0,22 V = -0,44
eV. Esta pérdida de energia libre permite la energetizacién de una mo-
lécula de ortofosfato a metafosfato (+0,33 eV). El mecanismo de la
transduccién pone de manifiesto, sin embargo, que el par redox que
transfiere el ion hidruro (H) al NAD(P)' no es el par R-CHO/R-COO
sino el par R-CHO/[R-C*=0], cuyo potencial es casi idéntico (-0,29 V)
al del par NAD(P)H/NAD(P)". Es decir, el sistema redox transductor
exhibe dos potenciales, dependiendo de que la forma oxidada del par
esté energetizada como catidon acilio (alto potencial redox) o desener-
getizada como anidn carboxilato (bajo potencial redox). La transfe-
rencia electrénica del ion hidruro es, de hecho, isopotencial v condu-
ce a una forma oxidada 4cida energetizada transitoria [R-C*=0]
respecto a la forma oxidada basica desenergetizada final (R-COO):

R-CHO =—"[R-C=0]+H

La clave de la transduccién energética es pues precisamente el ca-
tién acilio, o forma 4cida del par [R-C*=0)/R-COO. El catién acilio
transfiere finalmente su energia al ortofosfato (H,PO;), que se ener-
getiza a metafosfato (~PO;3) y disocia sus dos protones (2H*), a la par
que él se desenergetiza a la forma basica anién carboxilato (R-COO)
al aceptar el anién 6xido (O%) del ortofosfato. El par [R-C*=0], H,0/R-
COO-, 2H" y el par ~PO;, H,O/H,PO; son efectivamente los pares Aci-
do-base claves del acoplamiento energético en la fosforilacién: el ca-
tién acilio puede energetizar el ortofosfato a metafosfato vy, viceversa,
el metafosfato puede energetizar el anién carboxilato a catién acilio:

[R - C= O] + H,PO; == R - COO" + ~POj + 2H"

La deshidrogenacién de un grupo aldehido a anién carboxilato
acoplada a la energetizacién del ortofosfato (P;) a metafosfato (~P),
asi como la reaccién inversa de hidrogenacién de un anién carboxi-
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lato a aldehido promovida por la energia del metafosfato, que se de-
senergetiza a ortofosfato conforme a las ecuaciones:

R - CHO + H,PO; &—™ R -COO + H + ~POj + 2H"

son también, como analizaremos en otros apartados, pasos criticos en
la energética de la disimilacién exergénica de los carbohidralos (gli-
colisis y ciclo de KREBS) v en la asimilacién endergénica del CO,
(gluconeogénesis v ciclo de CALVIN):

23 P,
(CH,0) + H,0 =—= CO, + 2H + 2H"
3.p

donde el (CH,0) es fuente de los dos iones hidruros (2H), v el agua
de los dos protones (2H").

Otro ejemplo sencillo y fundamental de acoplamiento energético
entre los pares dcido-base [R-C'=0}/R-COO vy H,PO,/~PO; es el de la
biosintesis del grupo amida, por ejemplo, en la conversién del gluta-
mato en glutamina;

R - COO + ~PO; + NH; - R — CO — NH, + H,PO;

Ademas de las diversas gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasas
fosforilantes dependientes de NAD(P), que catalizan las respectivas re-
acciones reversibles de 6xido-reduccién del 3-fosfogliceraldehido a 3-
fostoglicerato (glicolisis-gluconcogénesis, ciclos reductivo y oxidativo
de las pentosas-fosfato), existe en el citosol de las células eucaridticas
fotosintéticas un enzima no fosforilante dependiente de NAD(P) que
cataliza la deshidrogenacién irreversible en condiciones fisiolégicas
del 3-fosfogliceradehido a 3-fosfoglicerato.

La reaccion catalizada por la gliceraldehfdo-3-fosfato no fosfori-
lante ocurre también a través del catién acilio, pero éste se desener-
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geliza espontaneamente a anién carboxilato —igual que en el caso de
desacoplamiento por arseniato— fijando el anién éxido de una molé-
cula de agua y disociando al medio sus dos protones a bajo pH:

R-CHO + H,O - R-COO™ + H + 2H"

Haciendo uso de un sistema enzimatico modelo, constituido fun-
damentalmente por los dos tipos de deshidrogenasa fosforilante y no
fosforilante, el grupo de A. SERRANO y M. LOSADA ha demostrado
que se puede utilizar la energia de hidrélisis del ATP a través del par
catién acilio/anién carboxilato para la disociacién secuencial del agua
en iones hidrégeno e hidréxido:

-~POj + R - COO™ + 2H,0 =—= H,PO; + [R - C= O] + 2HO"

[R-C=0]+H0 =—> R-COO +2H

2H,0 + ~PO; + H,0 =— 2HO" + H,PO, + 2H"

Funcion del oxigeno en la fotosintesis y respiracién

Hay pocas ecuaciones tan simples e importantes en bioenergética
como las que definen desde los tiempos de su descubrimiento, hace
unos dos siglos, los complejos procesos de la fotosintesis y la respi-
racion;

fotosintesis

CO,+ HLO E————* (CH,0) + O, (AG, = = 5 eVmolec™)

respiracidn

Estas ecuaciones simplificadas son, sin embargo, enganosas vy cau-
sa de graves falacias y enconadas polémicas, asi como tema de cues-
tiones muy importantes y de largo alcance en bioenergética.

Después de la propuesta inicial de WARBURG de la fotolisis del
CO, como reaccion basica de la [otosintesis y de la posterior hipote-
sis de Van NIEL sobre la fotolisis del H,0, hoy estd firmemente esta-
blecido después de los trabajos clisicos de ARNON y CALVIN que la
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fotosintesis consiste esencialmente en la fotooxidacién del agua, re-
sultante en la generacién de poder reductor y enlaces de pirofosfato
ricos en energia, v en la subsecuente asimilacién endergénica del CO,
a (CH,0).

WARBURG, discipulo del gran bioquimico Emil FISCHER, apren-
dié las técnicas de fotoquimica en el Instituto fundado por Von
HELMHOLTZ en Berlin. Este Instituto se hizo famoso en 1900 por la
medicién de la radiaciéon del cuerpo negro, que permitié a Max
PLANCK derivar su ecuacién espectral y calcular la constante uni-
versal /2 Su excepcional formacién en bioquimica vy fisiologia celular
le permitio, a su vez, a WARBURG abordar por primera vez, en 1923,
el requerimiento cuantico de la [otosintesis. De acuerdo con WAR-
BURG, hacen falta tres o cuatros cuantos de luz para liberar una mo-
lécula de oxigeno del diéxido de carbono en la fotosintesis; segtin sus
propias palabras, «la fotosintesis es un proceso perfecto en una na-
turaleza perfecta».

Para WARBURG, la mejor confirmacién de la ley de EINSTEIN-
STARK (1908-1912), seguin la cual cada fotén absorbido en las reac-
ciones fotoquimicas es capaz de excitar una sola niolécula, fue —junto
con el analisis espectral del complejo CO-citocromo oxidasa— su des-
cubrimiento en 1950 de la lisis de una molécula de CO, activo (CO,)
por un fotén de luz. La escision por un fotén de luz de una molécu-
la de CO, activo en una molécula de carbohidrato (CH,O) y una de
oxigeno fue, segiin su propia confesion, «el descubrimiento mas im-
portante de su vida».

La reaccion primaria de la fotosintesis como fotolisis del CO, fue
formulada por WARBURG de la siguiente forma: «One light quantum
splits «active» CO,into oxygen and carbohydrate. If we write «active»
CO, as H,CO, and the carbohydrate [ormed as H,CO, then the obser-
ved reaction is:

I
H,CO} = H,CO + O,

The fundamental fact that one light quantum developes one mole-
cule of oxygen —the beginning of the science of photosynthesis—
was discovered in 1950 at Dahlem by a manometric method». WAR-
BURG nunca aislé la especie quimica H,CO,, aunque se refirié
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repetidamente a ella como «the carbonic acid moiety of the pho-
tolyte»,

En la década de 1930, las incisivas investigaciones del microbid-
logo holandés, nacionalizado americano, Van NIEL le llevaron a pos-
tular que la reaccidn bdsica de la fotosintesis no es la fotolisis del CO,
sino la fotolisis del agua. La molécula de agua, H,0, se escindiria por
accién de un folén de luz en una mitad oxidada, representada por
|oH| v una mitad reducida, representada por |H|, una reaccién tam-
bién desconocida en quimica. La mitad oxidada serfa reducida por un
reductor externo (como, por e¢jemplo, los compuestos reducidos de
azulre) en las bacterias fotosintéticas anoxigénicas, mientras que en
las plantas superiores daria finalmente lugar a oxigeno molecular; por
su parte, la mitad reducida seria ultimamente utilizada como poder
reductor para la asimilacién del diéxido de carbono. Aunque, para-
déjicamente, Van NIEL era especialista en bacterias fotosintéticas
anoxigénicas, su propuesta de la reaccién de la fotolisis del agua fue,
en principio, acertada y constituye uno de los grandes hitos de la bio-
energética. La hipétesis de Van NIEL fue confirmada mas tarde ex-
perimentalmente por otros cientificos usando preparaciones de clo-
roplastos aislados.

En general, las células eucariéticas presentan en su citosol un nt-
mero variable, a veces muy elevado, de organulos para la realizacién
de sus funciones energéticas. El aislamiento de estas centrales ener-
géticas, bien fotosintéticas (cloroplastos) o bien respiratorias (mito-
condrias), supuso de hecho un enorme avance en el estudio de la res-
piracién y de la fotosintesis a nivel subcelular.

Las mitocondrias son la sede del ciclo de los dcidos tricarboxilicos,
o ciclo de KREBS, para la deshidrogenacién anaerdbica de los sus-
tratos orgdnicos asi como del proceso de la fosforilacién oxidativa, des-
cubierto por OCHOA, al establecer, durante su estancia en Oxford, el
requerimienio de adenin nucleétidos para la oxidacién aerébica del
piruvato. Ya en Nueva York, OCHOA atacé de nuevo a comienzos de
la década de 1940 el problema de la fosforilacién del ADP a ATP por
el fosfato inorganico, estableciendo que la oxidacién del piruvato se
acopla con la fosforilacién de tres moléculas de fosfato por cada ato-
mo de oxigeno (razén P/O = 3). Para entonces estaba ya claro que el
coenzima NAD" era el primer aceptor de hidrégeno de los sustratos
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respiralorios hidrocarbonados y que este poder reductor se transferia
después al oxigeno molecular durante la respiraciéon propiamente di-
cha. Aunque OCHOA no consiguié demostrar el acoplamiento entre
la fosforilacién y la oxidacién del NADH con homogenados celulares,
el bioquimico norteamericano LEHNINGER lo consiguié en 1948 con
una preparacién de mitocondrias aisladas.

En 1954-58, ARNON sorprendié al mundo cientifico al descubrir
que los cloroplastos aislados pueden llevar a cabo no sélo la asimila-
cion fotosintética del CO, a carbohidrato (ciclo reductivo de las pen-
tosas-fosfato, o ciclo de CALVIN), sino la fosforilacién fotosintética, o
fotofosforilacion, tanto ciclica como no ciclica.

La reaccién de fotolisis del agua con fragmentos de cloroplastos
fue primeramente conseguida utilizando una variedad de aceptores
de hidrégeno (A). En 1937, el bioquimico inglés HILL ultilizé un acep-
tor terminal de electrones no fisiolégico y, en 1951, OCHOA y ARNON
utilizaron, independientemente, el aceptor fisiclégico de iones hidiu-
ro NADP™":

luz

H,O + A » H,A + 1/2 O,

cloroplastos

Por otro lado, los bioquimicos norteamericanos RUBEN y KAMEN
obtuvieron en 1941, empleando is6topos de carbono y oxigeno, evi-
dencia de que el oxigeno fotosintético procede del agua y no del an-
hidrido carbénico. En 1946, tras la segunda Guerra Mundial, CAL-
VIN, premio Nobel de Quimica de 1961, organizé un grupo en
Berkeley con objeto de seguir la ruta del carbono en fotosintesis, uti-
lizando algas unicelulares y aplicando la técnica de cromatografia y
autorradiografia. En colaboracién con BENSON, aislé el azacar de
cinco carbonos ribulosa-1,5-bisfosfato como aceptor del CO, e identi-
ficé al fosfoglicerato como primer producto de su fijacién. La ruta de
la asimilacién fotosintética del carbono fue finalmente elucidada por
CALVIN y sus colaboradores en la década de 1950.

Como ocurriera con LAVOISIER, el padre de la bioenergética, al
interpretar la funcién del oxigeno como generador de dcidos, varios
de los mas grandes bioenergetistas de nuestra época cometieron un
grave error al interpretar la funcién del agua (H,0) como donadora
de dtomos de hidrégeno en la formacién conjunta de poder reductor
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(2H,) a partir de (CH,0) en la respiracién. En electo, WALD , premio
Nobel de Fisiologia o Medicina de 1967, v LIPMANN escribieron en
1966: «Half the hvdrogen burned in respiration comes from water:

(CH,0) + H,0 — CO, + 2H,

In cellular respiration a molecule of water is added for each carbon
in sugar».

Asimismo, RACKER escribié en su magnifico libro A new look at
mechanisms in bioenergetics (1976): «In both photophosphorylation
and oxidative phosphorylation water serves as hydrogen donor», y RO-
BERTSON especificaria en términos atin mas obvios en The lively
membranes (1983): «The electron-transport system of the respiralory
chain takes electrons, previously on substrate molecules or on water,
and transfers them to oxygens.

La falacia de estas conclusiones no es patente si se considera que
los 4tomos de hidrégeno procedentes del (CH,0) v del H,0 son equi-
valentes por igual en cuanto a su contribucién a la formacién de po-
der reductor. Asi, mientras que las ecuaciones siguientes demuestran
claramente que el oxigeno de la fotosintesis procede del agua, son
equivocas respecto a la cuestién en discusion del origen del poder re-
ductor:

[otosintesis

2H,0 =——— > 0, + 2H,

respiracion

CO, + 2H, =« * (CH,0) + H,0

fotosintesis
CO, + H,0 = (CH,0) + O,

respiracton

Y

La simple distincién del origen v destino de los iones hidruro
(H), que, procedentes de la foto6xido-reduccion del agua (H,0), re-
ducen al CO, durante la fotosintesis v, viceversa, que, procedentes del
(CH,0), son oxidados por ¢l O, durante la respiracién, v de los iones
hidrégeno (H?), que participan en la reaccién de reduccion del CO, re-
moviendo un anién éxido como agua, y viceversa, resuelve deliniti-
vamente la confusién que se crea si no se hace esta dilerenciacién

entre iones hidruro ¢ iones hidrégeno:
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fotosintesis

2H,0 = > 0, +2H + 2H"

respiracién

CO, + 2H™ + 2H' —————* (CH,0) + H,0

fotosinlesis -
CO, + H,0 = > (CH,0) + O,

respiracién

En primer lugar hay pues que subrayar que el agua (6xido de pro-
tones) participa en las reacciones disimilatorias del (CH,0) con un
anién 6xido y dos protones, pero no con poder reductor, que procede
en su totalidad del carbohidrato como iones hidruro y, viceversa, que
los protones participan en las reacciones asimilatorias removiendo un
anién 6xido del CO, como agua y permitiendo su reduccién a car-
bohidrato por los iones hidruro:

(CH,0) + H,0 =—™ CO, + 2H" + 2H"

En segundo lugar, es importante enfatizar que las reacciones de
deshidrogenacién de los carbohidratos (glicolisis y ciclo de KREBS)
son exergénicas y se acoplan en alto grado con la energetizacién del
ortofosfato a metafosfato, es decir, los iones hidruros del carbohidra-
10 son sustituidos por aniones 6xido del ortofosfato (no del agua), que
se energetiza a metafosfato y disocia sus dos protones:

O, 2H"
(CH,0) + H,PO; =—— CO, + ~PO; + 2H" + 2H'

En cambio, las reacciones de reduccién del CO, a carbohidrato (ci-
clo de CALVIN) son endergénicas y requieren energia de metafosfa-
to, que se desenergetiza a ortofosfato. De hecho, tanto en los proce-
sos disimilatorios como asimilatorios, son grupos aldehido y aniones
carboxilato los que intervienen en los respectivos ciclos.

La formulacién en 1959-1961 por ARNON y LOSADA del parale-
lismo existente entre la electrolisis del agua, por via quimica, y la bio-
fotoelectrolisis del agua, tal como la realizan las plantas oxigénicas, re-
presenté un cambio fundamental respecto al mecanismo de la
biofotolisis del agua y un notable avance en el esclarecimiento del pro-
ceso fotosintético como flujo no ciclico de electrones contra gradien-
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te, promovido por la luz y sensibilizado por el pigmento foloactivo
clorofila, desde el agua (donador Gltimo de electrones) a la ferredo-
xina oxidada o NADP* (aceptores ultimos de electrones o iones hi-
druro). ARNON hizo hincapié en muy repetidas ocasiones de que la
idea de que los fotones de luz se utilizan para la transferencia de elec-
trones mas bien que de atomos masivos supuso un cambio de rum-
bo decisivo en las teorias imperantes en fotosintesis antes de los anos
60. El concepto de transporte de electrones inducido por la luz es des-
de entonces uno de los mis importantes en fotosintesis.

El agua es el sustrato primario de la bioenergética, puesto que pue-
de actuar como compuesto anfielectrénico, anfiprético y anfioxidico, es
decir, puede dar y aceptar electrones, protones y aniones 6xido en reac-
ciones redox y dcido-base promovidas en tiltimo término por la luz y, de
este modo, experimentar autoelectrolisis, autoprotolisis y autooxidolisis.

El agua es ciertamente un reductor muy débil (E;, pH 7, +0,82 V),
que puede oxidarse a oxigeno molecular a alto potencial, y un oxi-
dante muy débil (£,, pH 7, -0,42 V), que puede reducirse a hidrége-
no molecular a bajo potencial. Puesto que el agua es una molécula
neutra, aunque muy polarizada {de hecho, éxido de protones), la oxi-
dacién de sus aniones 6xido por remocién de electrones también li-
bera protones, y la reduccién de sus protones por captacion de elec-
trones también libera iones hidréxido, lo que determina que sus
respeclivos potenciales redox aumenien o disminuyan a razén de 60
mV por unidad de pH a la temperatura del laboratorio:

4e
6H.0 —» 0O, + 4H" + 2H, + 4HO"

electricidad

Hoy se acepta universalmenie que la fololisis del agua en fotosin-
tesis (como la de su electrolisis en una célula electroquimica) sigue
una estrategia de rodeo de reacciones {otoquimicas redox y dcido-base
catalizadas por la clorofila que resultan globalmente en la liberacién
de oxigeno molecular y en la formacién de poder reductor, o bien elec-
trones que reducen la ferredoxina (E;, pH 7, -0,42 V):

luz

2H,O0 — O, + 4H" + 4e

clorofila
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o bien iones hidruro que reducen el NADP* (E,, pH 7, -0,32 V):

luz

4H,0 — 0, + 4H" + 2H + 2HO"

clorofila

La fotoelectrolisis y fotoionizacion del agua es el paso transductor
de energia mas caracteristico ¢ importante de la fotosintesis y resul-
ta en la generacién de un potencial redox de 1,25 V entre el oxigeno
molecular (+0,82 V) y la ferredoxina reducida (-0,42 V) y de un po-
tencial electroquimico de protones de 0,25 V entre el lumen tilacoi-
dal (acido) y el estroma (basico) (equivalente en principio a una di-
ferencia de unas cuatro unidades de pH). El transporte de cuatro
electrones contra el potencial redox de 1,25 V requiere una energia de
5,0 eV, y la translocacién de igual niimero de protones a través de la
membrana tilacoidal contra el potencial electroquimico de 0,25 V, una
energia de 1,0 eV.

Hasta la década de los 60, y sobre todo por razones histéricas y
cuantitativas, la fotosintesis, o funcién clorofilica, se identificé con la
fotoasimilacién del anhidrido carbénico por las algas y plantas supe-
riores. Se ignoraba asi el hecho fundamental de que las células ver-
des fabrican, a expensas de la luz solar, no sélo carbohidratos a par-
tir del carbono del CO,, sino también las biomoléculas mais
representativas y abundantes de la materia viva —proteinas y acidos
nucleicos— a partir del carbono y de los demas elementos (hidrége-
no, oxigeno, nitrégeno, [ésforo y azufre) constitutivos de los nutrien-
tes inorginicos de que se alimentan.

De hecho, la fotosintesis consiste esencialmente en la conversién
endergdénica por el reino vegetal, a expensas de la energia radiante del
Sol, de los simples sustratos inorgdnicos oxidados de que se nutren
las plantas (agua, diéxido de carbono, nitrato o dinitrégeno, sulfato y
fosfato) en los productos bioquimicos complejos reducidos caracte-
risticos del material celular (carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos
nucleicos) que ellas mismas sintetizan y almacenan y en el oxigeno
molecular que liberan al medio. Puede estimarse que, gracias al pro-
ceso fotosintético, la vegetacién de los ecosistemas acuatico y terres-
tre fabrica cada segundo una cantidad de biomasa del orden de 10000
ton, equivalente, en peso seco, a la biomasa de los habitantes de una
ciudad como Sevilla o Valencia.

77



MaNUEL Losaba VILLASANTE

La fotosintesis es, pues, un proceso tipicamente anabdlico, pro-
movido por la luz solar visible, en el que diversos sustratos minera-
les, desprovistos de potencial quimico (til, se transforman en una ri-
quisima gama de productos orgdnicos vegetales y en oxigeno
molecular, ricos, en conjunto, en energia quimica. La respiracién es
el proceso biolégico exergénico inverso que suministra energia qui-
mica fisiolégica a los organismos heterétrofos y a las propias plantas,
cerrando, junto con la combustién, el gigantesco ciclo de materia y
energia de la bioenergética.

En la fotosintesis, los bioelementos oxidados se reducen por el po-
der reductor {(ferredoxina reducida e iones hidruro) que suministra el
agua. Es decir, el carbono del diéxido de carbono (estado de oxida-
ci6én, +4) se reduce a carbohidrato (0); el nitrégeno del nitrato (+3) a
amoniaco (-3); el azufre del sulfato (+6} a sulfuro (-2}, en tanto que
el oxigeno del agua (-2) se oxida estequiométricamente a oxigeno mo-
lecular (0), en procesos redox que implican cuatro u ocho electrones.

Es muy importante subrayar que, en contraste con estos procesos
redox, el fésforo del ortofosfato (H,PO,) no cambia su estado de oxi-
dacién (+5) durante la fotofosforilacién, sino que el ortofosfato se
energetiza a metafosfato (~PQ;), a expensas de la energia almacenada
en los procesos de ionizacion del agua (H,0''y HO), en un peculiar
proceso endergdnico dcido-base y se ancla o bien en el P, formando PP,
o bien en el ADP formando ATP. Parte del metafosfato es a su vez asi-
milado (dcidos nucleicos, fosfolipidos), pero la mayor parte sirve de
lanzadera energética para fines metabdlicos endergdnicos, concreta-
mente para la reduccién y posterior asimilacién de los demas bioele-
mentos primordiales y para la polimerizacién de los sillares molecu-
lares, o unidades monoméricas (aziicares, acidos grasos, aminoacidos,
nucleétidos), asi como para la translocacién de iones, procesos du-
rante los cuales el metafosfato se hidrata de nuevo a ortofosfato en
reacciones exergonicas dcido-base.

Translocacion de protones e iones, transferencia del anién
6xido y fosforilaciéon a nivel de membrana

En 1961, el bioquimico britdnico MITCHELL, premio Nobel de
Quimica de 1978, propuso su brillante teoria quimiosmdtica —hoy ple-
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namente confirmada por los espectaculares avances en bioenergéti-
ca— de que la energia redox de los sistemas fotosintéticos y respira-
lorios se acopla con la sintesis de ATP a nivel de membrana tilacoi-
dal o mitocondrial a través de un gradiente electroquimico de protones
transmembranal. La teoria de MITCHELL postula esencialmente que
la fosforilacién es el resultado de la neutralizacién del potencial elec-
troquimico acido-base de protones creado por el transporte de elec-
trones a favor del potencial redox durante la fotosintesis y la respira-
cién. Los mecanismos de una y otra transducciéon energética son dos
de los grandes retos, todavia pendientes, de la moderna Biologia.

Otro de los mecanismos basicos de la bioenergética es el de trans-
duccién de la energia de hidrdélisis del ATP en la formacién de un gra-
diente de iones, o viceversa., En 1957, el bioquimico danés SKOU, pre-
mio Nobel de Quimica de 1997, descubrié que la hidrolisis del ATP
en ADP y P, por un homogenado de nervios de cangrejo, rico en frag-
mentos de membranas celulares, requeria la presencia simultinea de
iones Na*y K*, ademas de Mg?*. La actividad ATP4sica de las mem-
branas se inhibfa por el glucésido digitalico oubaina, conocido car-
dioténico inhibidor del transporte de Na® y K* a través de las mem-
branas. La mayoria de las células animales contienen una
concentracion intracelular relativamente alta de K (> 100 mM) y baja
de Na* (< 10 mM), lo que constituye un gradiente significativo con el
fluido extracelular, cuya concentracién es baja en K’ (< 10 mM) y alta
en Na* (> 100 mM). Este potencial iénico se mantiene gracias a la ac-
tividad de la ATPasa de Na*-K*, o bomba de Na™-K', que transporta io-
nes Na* hacia el exterior de la célula e iones K* hacia el interior a ex-
pensas de la energia de hidrdélisis del ATP en ADP y P,

La bomba de Na*K' en algunas células, como las renales o cerebra-
les, gasta hacia 3/4 partes de todo su ATP en el bombeo de estos iones
para mantener el gradiente. El gradiente Na'-K* permite el manteni-
miento del potencial de membrana de las células nerviosas o muscula-
res, esencial para la transmisién del impulso nervioso como potencial de
accion, al producirse un aumento brusco de la permeabilidad a estos io-
nes cuando se estimula o excita la membrana. Por otra parte, el gradiente
de Na'* es la fuerza motriz para el cotransporte (simporte) de la glucosa
o de los aminodcidos al interior de las células. Finalmente, la presencia
de muchos enzimas intracelulares requiere K, por lo que la concentra-
cion de este ion en el interior de las células debe mantenerse alta.
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La ATPasa Na*-K" estd constituida por dos subunidades de apro-
ximadamente 10Q y 50 kDa, que probablemente forman un tetrame-
ro (o, B,) integrado en la membrana. La subunidad o une al ATP y al
sodio por el lado citosélico y al K* por el lado extracelular. Aunque to-
davia no se conoce en detalle el mecanismo {ntimo de la transloca-
cién de los iones, ha sido muy importante el descubrimiento de que
el grupo f-carboxilo de un residuo especifico de aspartato se fosfori-
la al transferirle el ATP un resto activo de metafosfato. Asi como la
fosforilacién del enzima requiere la presencia de Na*, la posterior se-
paracién del grupo fosfato (¢c6mo ortofosfato?) depende de K'. Por
analogia con los mecanismos bioquimicos de otros sistemas enzima-
ticos similares, parece légico concluir que la fosflorilacién del anién
carboxilato del aspartato debe ir seguida de la remocién de un anién
6xido y de la transformacién del anién carboxilato en su [orma ener-
getizada, el catién acilio, que podria desempefiar un papel clave en la
translocacion de los iones. La bomba de Na*-K* se inhibe por vanada-
to (VO,"), analogo del PO}, y es reversible, es decir, permite la sinte-
sis de ATP a partir de ADP y P, cuando se invierte convenientemente
el gradiente de Na*y K* para obligarla a operar en reverso de su fun-
cion [isiolégica normal.

La ATPasa de Ca™ de las membranas del reticulo sarcoplasmico
del misculo esquelético es muy similar a la ATPasa Na*-K". Su fun-
cién es bombear el ion Ca?* del citosol (10 uM) al interior del reticu-
lo (10 mAD) en la fase de relajacién del misculo. La excitacién de la
membrana del reticulo sarcopldsmico por un impulso nervioso deter-
mina la liberacién instantdnea del Ca* contenido en su interior y de-
sencadena la contraccién muscular. El mecanismo de accién de la
bomba de Ca* implica igualmente la fosforilacién de un residuo de
aspariato del enzima (= 100 kDa), que es también reversible y se in-
hibe por vanadato.

La ATPasa H-K" del estémago, cuya funcién es bombear protones
a una enorme diferencia de concentracién (10%1) en intercambio elec-
troneutro con el K, es también similar a las anteriores y, como ellas,
perienece a las ATPasas del tipo P, asf designadas por implicar en su
accién un intermediario [osforilado.

Las células de plantas y hongos contienen igualmente en su mem-
brana plasmaética una P-ATPasa que opera como bomba de protones
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capaz de expulsarlos del citosol al medio externo a costa de la ener-
gia de hidrolisis del ATP. Esta bomba primitiva de protones pudo ser
el origen de todas las demés P-ATPasas, que evolucionarian en el sen-
tido de transportar otros iones (K*, Na*, Ca**). Al bombear protones
(iones con carga positiva) al medio externo y no ser compensadas sus
cargas, se crea un potencial de membrana negativo en el recinto ci-
tosélico y positivo en el medio externo. A este tipo de bombas se les
llama, en consecuencia, electrogénicas.

Es interesante mencionar que los movimientos de aperlura y cie-
rre de los estomas estan controlados por la ATPasa de H". Para que
éstos se abran, tiene que aumentar la concentracién osmética en las
células estomaticas como consecuencia de la acumulacién de K* (que
entra a favor del potencial eléctrico generado por la ATPasa) v de CI
{(que entra por cotransporte —simporte— con H*). Al aumentar la tur-
gencia, se separan las dos ¢élulas guarda por su zona central y dejan
entre ellas un pequefio orificio. En estas circunstancias, se inactiva la
bomba de protones, se pierden iones K*y Cl y se relaja la turgencia,
lo que provoca de nuevo el cierre de los estomas.

Otro ejemplo de sistema transductor de energia lo constituye la
lanzadera triosa fosfato-fosfoglicerato entre el estroma del cloroplasto
y el citosol, que con el concurso del sistema de las gliceraldehido-3-fos-
fato deshidrogenasas fosforilante cloropldstica y no fosforilante citosd-
lica permite que la energia de hidrélisis del ATP pueda utilizarse para
el transporte contra gradiente entre ambos compartimentos celulares
no sélo de iones hidruro sino también de protones, o mas propia-
mente, de aniones éxido. El metafosfato energetiza en el estroma al
anién carboxilato del fosfoglicerato a catién acilio, que se reduce por
un ion hidruro (H,) a fosfogliceraldehido a la par que él se desener-
getiza a ortofosfato y fija dos protones del agua, alcalinizando el me-
dio estromatico:

~PO; + R - COO + H; + 2H,0 —» H,PO; + R — CHO + 2HO,

Por otro lado, en el citosol, el fosfogliceraldehido se deshidroge-
na por remocién de un ion hidruro (H,), vy el catién acilio resultan-
ie se desenergetiza a anién carboxilato al remover un anién é6xido
del agua y disociar dos protones a bajo pH, acidificando el medio
citosélico:
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R — CHO + H,0 » R — COO~ + H_ + 2H;

La lanzadera, al permitir la salida de [osfogliceraldehido y la en-
trada de fosloglicerato, determina, como resultado neto de la hidra-
tacién del metafosfato a ortofoslato, la salida de iones hidruro v la
acidificacién del citosol respecto al estroma:

2H,0 + ~PO; + H, + H,0 — 2HO; + H,PO; + H; + 2H!

Hasta ahora no se habia encontrado explicacién al hecho de que
exista una diferencia de aproximadamente una unidad de pH entre el
citosol y el estroma de los cloroplastos. Aunque el fenémeno se habia
intentado explicar por la existencia en la membrana del cloroplasto
de una bomba electrogénica de protones promovida por ATP o de un
antiportador H-K*, ambas propuestas carecen hasta el momento de
evidencia experimental.

En principio, y de acuerdo con uno de los requisitos bdsicos de la
teorfa de MITCHELL, se aceptaba que las ATP sintasas del tipo F, F,
(cloroplastica, mitocondrial o bacteriana) no forman intermediarios fos-
forilados. Sin embargo, recientemente se ha puesto de manifiesto que
las ATPasas vacuolares (V-ATPasas), que son también del tipo F, F,
si fosforilan un residuo de aspartato, como lo hacen las tipicas P-
ATPasas.

Este hecho, junto a la existencia en la membrana vacuolar de plan-
tas de una pirofosfatasa, PP, asa, bombeadora de protones de estruc-
tura mucho mas simple (una tnica subunidad de aproximadamente
70 kDa), puede obligar a tener que reconsiderar anteriores hipétesis,
en el sentido de que todas las ATPasas y PP,asas membranales tengan
que operar a través de un intermediario {osforilado, lo que significa-
ria que la fosforilacién de un grupo carboxilo es requisito indispen-
sable para su funcionamiento hidrolitico. Puesto que la formacién de
un anion ortofosfato desprotonado, fuertemente basico respecto al
agua, y de un catién acilio, fuertemente icido frente al agua, es inse-
parable en sus respectivos entornos acuosos de su capacidad de re-
accidn con ésta, el encadenamiento vectorial de los hechos conduci-
ria inevitablemente a la asociacién de dos protones por el lado basico
de la membrana transductora (2H,/) vy a la disociacién de dos proto-
nes por el lado acido (2H,"), con regeneracién del anién carboxilato.
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Es decir, el mecanismo de accién de todas las ATPasas y PP,asas de
protones podria quedar reducido bioguimicamente a la interaccién de
los pares metafosfato-ortofosfato y catién acilio-anién carboxilato
entre si y con sus respectivos entornos acuosos:

~PO;+R—COO*—>PO§‘+[R—6=O]
2H; + PO} — = H,PO,
[R-C=0]+H,0——» R-COO +2H;

PPasa
2H; + ~PO; + H,0 — " » H,PO; + 2H;

TPasa

Por otro lado, es muy importante destacar que las bacterias foto-
sintéticas anoxigénicas poseen una PP, sintasa membranal relativa-
mente simple en su estructura frente a la ATP sintasa y similar a la
PP, asa vacuolar. Si se tiene en cuenta que la sintesis quimica y enzi-
matica del pirofosfato a partir del ortofosfato es relativamente sim-
ple, se puede estar muy cerca de aclarar el mecanismo bioguimico de
la formacién del metafosfato a nivel de membrana.

Los complicados cambios conformacionales que parecen operar
en las complejas F F, ATP sintasas multiméricas podrian estar redu-
cidos al minimo en la PP, sintasa, y el abordaje bioquimico y mole-
cular ser, por tanto, mucho més asequible en este enzima primigenio.
El mecanismo bioquimico de la fosforilacién a nivel de membrana
por la PP, sintasa y la ATP sintasa podria también ocurrir, con carac-
ter vectorial, a través del par (R-C'=0)/R-COO" de acuerdo con la si-
guiente ecuacién global, inversa a la anteriormente escrita para las
PP.asas, P-ATPasas y V-ATPasa:

PP, sintasa
2H: + H,PO; ————— H,0 + ~PO; + 2H;
) ATP sintasa

Oxigeno y evolucién del metabolismo energético en la biosfera

La ferientacion, la fotosintesis y la respiracion son procesos de con-
versién de energia en los que la erergia quimica de los nutrientes o la
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energia radiante del Sol se transduce secuencialmente en energia re-
dox, energia dcido-base vy, finalmente, energia metafosfato-ortofosfato.
La fermentacion es un proceso catalitico primario anaerébico de con-
version de energfa, mientras que la fotosintesis y la respiracién son
procesos evolutivamente mas tardios, que implican, respectivamente,
la oxidacién endergénica del agua a oxigeno molecular, a expensas de
la energfa de la luz solar, por los bioelementos primordiales oxidados
—carbono, nitrégeno y azufre— y la reduccién exergénica de dioxi-
geno a agua por los correspondientes bioclementos reducidos; los tres
procesos se acoplan a la energetizacién del ortofosfato, que pasa a
metafosfato (~P) y se ancla o bien en el propio ortofosfato (P} para
dar pirofosfato inorganico (P, ~P), o bien en el ADP para dar ATP
(ADP~P). El papel del oxigeno reducido o anién éxido, parece ser cru-
cial en la transduccién de energia durante el proceso acido-base de
deshidratacién por remocién de un anién 6xido y dos protones del
ortofosfato (H,PO,) a metafosfato (~PO;), tanto en la fosforilacién a
nivel de sustrato como de membrana.

De acuerdo con la teoria de DARWIN, OPARIN, HALDANE, MI-
LLER, etc., la vida en la Tierra surgi6é en los océanos durante un pe-
riodo en que la atmoésfera terrestre era reductora y contenia unas
cuantas moléculas primigenias, H,, H,0, NH,, CH,, CO, CO,, pero no
0,. Los compuestos organicos se debieron sintetizar abiéticamente a
partir de estos compuestos tnorgdnicos simples por accion del calor,
de la descarga eléctrica y de la luz solar ultravioleta, que al no exis-
tir capa de ozono podria llegar a la superficie terrestre y penetrar has-
ta las capas superiores del océano. En ausencia de oxigeno libre, es-
tos compuestos orgdinicos primordiales serian estables y se
acumularian y polimerizarian, dando lugar a una «sopa» caliente,
cada vez més concentrada. Los primeros organismos vivos serian poco
mas gue un conjunto de compuestos quimicos (metabolitos y macro-
moléculas) envuellos en una membrana celular que los protegeria con-
tra la destruccién v dilucion.

Estos protoorganisinos serian capaces de crecer y dividirse a expen-
sas de la energia que obtenian por fermmentacion de las sustancias en su
entorno. Cuando los alimentos naturales empezaron a escasear, apare-
cerfa la fotosintesis como fuente alternativa de energia, primero anoxi-
génica y eventualmente oxigénica. El oxigeno liberado en la fotosintesis
determinaria el transito de la atmésfera reductora a una oxidante, y este
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elemento, aparte de ser esencial para la respiracion, tendria un efecto
colateral de largo alcance al dar lugar a la formacion de un manto de
ozono en las altas capas de la atmésfera por la accion de la radiacién
ultravioleta, permitiendo con ello la emergencia de los organismos de
las aguas ocednicas y la invasién biolégica de las dreas continentales. La
presencia de oxigeno molecular conduciria a la evolucién del metabolis-
no energético de tipo [ermentativo al de tipo fotosintético y, finalmente,
al de tipo respiratorio, propio de los organismos aerébicos.

La Bioquimica comparada ha suministrado sélida evidencia a fa-
vor de la hipétesis inicial del insigne bidlogo inglés DARWIN. Ade-
mas, existen pruebas geoldgicas de la propia historia de la Tierra (at-
mosfera reductora original y restos {6siles de los microorganismos
primitivos) que apoyan firmemente esta teorfa. Finalmente, una de-
mostracién plausible de su validez es la consecucion experimental en
el laboratorio de la sintesis abiética de moléculas biolégicas, asi como
los conocimientos suministrados por la Biologia molecular sobre la
evolucion del potencial genético y proteico de las células.

Es probable que los primeros organismos que aparecieron en la Tie-
1ra carecieran de maquinaria respiratoria y fueran fermentadores anae-
rébicos estructuralmente unicelulares del tipo de los Clostridia, las bac-
terias productoras del botulismo y de la gangrena en las heridas. Estos
microorganismos poseen como unica ruta metabdlica productora de
energia la glicolisis, un mecanismo catabdlico universal acoplado a la
sintesis de ATP. Otro tipo de microoorganismos anaerébicos muy inte-
resantes —tal vez [dsiles vivientes de épocas muy remotas en que la at-
mosfera del planeta era todavia reductora— son los Desulfovibria, las
bacterias de las aguas residuales que respiran reduciendo ¢l sulfato a
acido sulfhidrico y que contribuyen asi al hedor de las cloacas. Tam-
bién aparecerian las bacterias fotosintéticas anoxigénicas, organismos fo-
toquimioergénicos que utilizan la luz, juntamente con compuestos qui-
micos reducidos, como fuente de energfa. Estos microorganismos, al
no poder utilizar todavia el agua para la generacién de poder reductor,
precisan compuestos reducidos —hidrégeno molecular, sulfuro de hi-
drégeno o compueslos orgadnicos— para este proposito. Las bacterias
fotosintéticas son, pues, organismos intermedios entre las bacterias ana-
erébicas y las cianobacterias, o algas verde-azuladas.

Con la aparicién de las cianobacrerias, organismos completamen-
te fotoergbnicos, que utilizan la luz como fuente exclusiva de energia,
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pero que son ademds capaces de utilizar el agua como fuente de po-
der reductor, entra en escena la fotosintesis oxigénica, uno de los pa-
sos mas decisivos en la historia de la evolucion bioldgica. La apari-
cién de este tipo de fotosintesis dio como resultado la formacién de
oxigeno molecular en la atmésfera.

La conclusién mas relevante que puede sacarse al comparar el me-
tabolismo, tanto energético como plastico, de los seres vivientes es
que todos presentan un metabolismo fermentativo connin y un cédigo
genético wuniversal, lo que sugiere un mismo origen en la cadena evo-
lutiva. Una segunda conclusién importante es que la vida debio sur-
gir en una época en que el oxigeno no habia hecho atin su aparicién
en la atmdsfera, lo que equivale a decir que la atmdsfera primitiva fue
reductora, y no oxidante como la actual. El caracter reducido de los
antiguos sedimentos minerales sugiere también que su depésito de-
bio tener lugar antes de la aparicién de la fotosintesis, cuando la at-
mosfera era todavia reductora. El oxigeno tiende a oxidar todas las
sustancias quimicas reducidas, tanto inorganicas como orginicas. La
aparicién de oxigeno libre hizo posible la puesta en marcha de la res-
piracion aerébica, el tipo mas eficiente de catabolismo energético.

La vida se hubiera quedado, en efecto, en un esbozo muy primiti-
vo de no haber sido por la aparicién de oxigeno en nuestra atmésfe-
ra, gracias al proceso de la fotosintesis del tipo que realizan las algas
y las plantas superiores. En la vida sin oxigeno molecular, el papel de
este elemento en el metabolismo energético hubiera quedado esen-
cialmente limitado al que desempena en los procesos puramente ana-
erébicos (glicolisis, gluconeogénesis, ciclo oxidativo de las pentosas-
fosfato, ciclo de CALVIN, ciclo de KREBS, biosintesis de lipidos,
proteinas, etc.). En estos procesos anaerébicos, el oxigeno reducido ac-
ttia como anion 6xido en las reacciones dcido-base implicadas en la fos-
forilacién, concretamente, en la transformacién endergénica de un
anién carboxilato (R-COO) en catién acilio (R-C*=0) vy, viceversa, en
la conversién exergénica de un catién acilio en anién carboxilato.

La composicién elemental del Universo, con una predominancia
abrumadora de hidrégeno, apoya la idea de una atmdsfera original re-
ductora. Las atmosferas de los planetas mayores que la Tierra, con
campos gravilatorios superiores que previenen la pérdida de sus at-
mosferas primitivas, se componen fundamentalmente de H,, He, H,0,
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CH,, CO, CO,, N,y NH,, sin oxigeno libre. Los elementos quimicos se
generan en las estrellas a partir de protones, neutrones y electrones,
siendo el hidrégeno y el helio los que se formaron en primer lugar y
también los mas abundantes en el Universo (93% y 7%, respectiva-
mente, del nimero total de dtomos, o sea, 75% vy 25% en porcentaje
en masa},

La Geoquimica se ocupa del estudio v la distribucién temporal y
espacial de los elementos quimicos en las diversas partes de la Tie-
1ra. Puesto que, a causa de su ligereza, tanto el hidrégeno como el
helio se difunden en sus formas elementales alejandose de la su-
perficie de la Tierra, estos gases s6lo se encuentran en las capas su-
periores de la atmdsfera. Por otro lado, como el helio es un gas no-
ble que no forma compuestos, aparece muy escaso en la superficie
terrestre v s6lo se encuentra en cantidades muy pequerias en la at-
moésfera v en el petrdleo v gas natural. En cambio, como el hidré-
geno es muy reactivo, se encuentra combinado en numerosos com-
puestos y es relativamente abundante en la corteza terrestre, en la
que ocupa el tercer lugar en porcentaje en atomos (=15%), después
del oxigeno (= 55%) y silicio (= 16%), v el noveno lugar en porcen-
taje en masa (= 1%).

Una tercera parte de los elementos, aproximadamente, se presenta
en la Tierra en estado libre. Este grupo de elementos incluye el nitroge-
no vy el oxigeno. En tanto el nitrégeno es el elemento méas abundante en
la atmdsfera, el oxigeno es el que mas abunda en la corteza terrvestre
considerada en su conjunto. Por ser muy reactivo, el oxigeno [orma gran
cantidad de compuestos, v es el principal componente del agua y uno
de los principales constituyentes de los minerales y las rocas.

La Tierra en conjunto se compone fundamentalmente de silicatos,
rodeando un ntclec de hierro-niquel. El oxigeno de los silicatos esta
encerrado en la propia red mineral y es de hecho oxigeno reducido
(O™), que no puede ejercer la accién oxidante del oxigeno libre (O,).
Los minerales de hierro sirven como indicadores del estado de oxi-
dacién de su entorno. Los colores familiares naranja y rojo de las sa-
les férricas de las arenas se maniliestan sélo en la superficie. Un poco
por debajo de ella, esos colores se tornan verdes y negruzcos, como
corresponde a los compuestos ferrosos. Los minerales oxidados cons-
tituyen pues sélo la costra expuesta a la atmoslera de oxigeno libre.
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La vida ha «oxidado» la superficie de nuestro planeta, pero ha ejerci-
do poco efecto en su interior.

Los elementos méds abundantes en porcentaje en masa de la cor-
teza terrestre son el oxigeno (=50%) y el silicio (=23%). El alumi-
nio, hierro, calcio, sodio, potasio, magnesio ¢ hidrégeno constitu-
yen casi el 25% restante. Es decir, nueve elementos constituyen casi
el 99% de la masa de la corteza terrestre. Los bioelementos pri-
mordiales fésforo (0,12%), carbono (0,08%), azufre (0,06%), y ni-
trégeno (0,03%) ocupan los puestos nimero doce, catorce, quince
y diecisiete. El cloro (0,2%) ocupa el undécimo lugar, delante del
fésforo.

Por la relevancia de la adenina como componente de la moneda
energélica universal en biologia, el polifacético ATP, y de los dcidos
nucleicos merece destacarse que la sintesis abiética de esta aparente-
mente complicada base purica, un pentdmero de cianuro de hidroge-
no —«inocente precursor» prebiético de biomoléculas—, se logra sen-
cillamente calentando a 90 °C durante varios dias una solucién de este
potente reactivo quimico y fulminante y mortifero veneno:

calor

SHCN ——» Adenina

El ATP ha sido de hecho sintetizado por irradiacién a partir de ade-
nina, ribosa y foslato por el indio-estadounidense PONNAMPERUMA,
autor del libro The origins of life (1972). Debe también recordarse que
el pirofosfato y los polifosfatos en general contienen enlaces ricos en
energia (es decir, grupos metafosfato), por lo que seguramente pudie-
ron desempenar un papel primordial en los origenes de la vida. El gran
bioenergetista LIPMANN hizo notar en The origins of prebiological sys-
tems (1965): «On the phosphate side, it may be reasonable to assume
that generation of the phosphate group potential might have origina-
ted with inorganic pyrophosphate as the primitive group carrier».

La clorofila

Como farmacéutico que ha consagrado su vida a investigar la fun-
cién de la luz y del oxigeno en bioenergética, ha sido para mi una in-
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mensa satisfaccién poder referirme, con toda la justicia que los he-
chos y la historia demandan, a reivindicar, en esta solemne sesién que
hoy celebra la Real Academia de Farmacia para aceptarme como uno
de sus miembros, los relevantes descubrimientos que realizaron cua-
tro sobresalientes precursores de nuestra profesiéon, REY, SCHEELE,
BAYEN y RITTER sobre uno de los primeros “aires” identificados en
los albores de la Quimica.

Para terminar, quisiera dedicar mis tdltimas consideraciones a la
clorofila, el maravilloso pigmento descubierto por los insignes far-
macéuticos PELLETIER y CAVENTOU, padres asimismo de los alca-
loides. PELLETIER y CAVENTOU creyeron, sin embargo, que estos
compuestos no contenfan nitrégeno, otro de los “aires” identificados
al principio de la Quimica. El nitrégeno resulté ser también uno de
los bicelementos primordiales, a cuya asimilacion por las algas y plan-
tas ha dedicado nuestro Instituto especial atencion.

La trascendencia de la funcién de la clorofila como sistema trans-
ductor de energia luminosa en energia redox no admite parangén en la
energética del mundo vivo. La gran contribucién de la clorofila a la bio-
energélica consistié en la introduccion en el metabolismo celular, hace
unos 3500 millones de afios, de los fotosisteras transductores redox de
un electrén, obviamente los sistemas transductores de energia lumino-
sa en energia quimica mdas importantes y universales de la biologfa.

En solucién, la molécula de clorofila excitada electrénicamente por
la absorcion de un fotén pierde su energia como fluorescencia roja al
desexcitarse y volver a su estado fundamental. En cambio, en las mem-
branas fotosintéticas forma parte de un centro de reaccién que pro-
mueve en picosegundos la transferencia del electrén excitado a un
aceptor, quedando la propia molécula de clorofila en estado oxidado
v en condiciones de aceptar un nuevo electrén de un donador.

Segun la teoria unificada de transduccion de energia propuesta por
nuestro grupo, la energia electrénica (resultante o bien, como en el
caso de la clorofila, de la fotoexcitacion de electrones por paso de un
orbital a otro de mayor energia, o bien, como en el caso de los anio-
nes carboxilato, de la localizacién de electrones dentro de un orbital
molecular n, al reducirse los limites de éste— parece ser el eslabén
obligatorio entre las diferentes formas de energia transducibles por
los sistemas bioquimicos tratados en este discurso.
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La energetizacién electrénica de una sustancia equivale a un au-
mento de su concentracién, a razén de diez veces por cada 60 meV a
la temperatura ambiente. Si, como en el caso de la clorofila, se ener-
getiza la forma reducida del par por la absorcién de un fotén de luz
visible (= 2 eV), el potencial se hace mas negativo en el correspon-
diente valor, lo que resulta equivalente a un enorme cambio de con-
centracion. Los fotosistemas redox de clorofila se caracterizan, por
tanto, funcionalmente por ser capaces de operar a dos potenciales re-
dox alternantes: el par de alto potencial, cuya forma reducida esta de-
senergetizada, y el par de bajo potencial, cuya forma reducida esta ex-
citada electrénicamente, compartiendo ambos pares la misma forma
oxidada.

Operando conforme a este principio, los fotocentros de los foto-
sistemas II y I promueven, a expensas de la energia de la luz solar, la
transferencia de electrones de baja energia, procedentes de donado-
res de electrones de alto potencial redox (en tiltimo término, del agua,
que se oxida a oxigeno molecular), a aceptores de electrones de bajo
potencial redox (en ultimo término, a los bioelementos primordiales
oxidados}), que reciben electrones de alta energia y se reducen conco-
mitantemente en el proceso. De esta manera la luz promueve, a tra-
vés de la clorofila, la subida de electrones contra la diferencia de po-
tencial de 1,25 V que existe entre los electrodos de oxigeno e
hidrégeno.
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