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1.1.1. DISTRIBUCION DE ÂCIDOS GRASOS EN INSECTOS
La composiciôn en âcidos grasos de los insectos (115, 

116, 181) con algunas excepciones es anâloga a la de otros 
organismos superiores y muy semeJante a la de animales te 
rrestres•

En el momento presents se conoce la composiciôn de una 
ampliâ variedad de insectos pertenecientes a los siete ôr 
denes Lepidôptera, Hemiptera, Orthôptera, Dlptera, Hyme- 
nôptera y Dictyôptera.

El gran nûmero de especies de insectos existentes hace 
muy dificxl el poder dar un esquema de dicha composiciôn, 
pero puede indicarse que los âcidos grasos que aparecen 
en mayor proporciôn son palmitico y esteârico, siendo la 
presencia del primero generalmente bastante superior a la 
del segundo.

Los âcidos grasos monoinsaturados aparecen en mayor 
cantidad que los poliinsaturados siendo de destacar la

«

gran proporciôn de 18:1 en coleôpteros y lepidôpteros, 
la de 16:1 en dipteros que pueden variar entre un 19 y un 
60% y la de monoinsaturados menores de 14:0 en hemipteros.

ütras excepciones a esta composiciôn general serian 
las encontradas en los hemipteros Aphidos (117) donde los 
âcidos gresos 14:0 constituyen el 82% y Cocidos (118) en 
los que los âcidos grasos de cadena mâs larga de 14:0 
constituyen solo un 20%, siendo 10:0 y 12:0 los dos âci­
dos grasos mâs abundantes. !

1.12. BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS EN INSECTOS
La biosintesis de âcidos grasos ha sido estudiada tan-

:  I

to "in vivo" como "in vitro" en varias especies de insec-
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tos.
De los expérimentes realizados "in vitro" se pueden des

tacar los resultados obtenidos con homogeneizados del le-
pidôptero Prodenia eridiana (119) y del optôptero Locusta
migratoria (120), centrifugados a 20,000 x g y del dipte-
ro Aldrichina grahami (121) centrifugados a 100,000 x g,
los cuales sintetizan âcidos grasos a partir de acetato.
El requerimiento de cofactores tales como ATP, CoA, HADPH, 

2^Mg , y la estimulaciôn de la sintesis por bicarbonate, ma 
lônico, citrice, biotina, etc., parecen indicar un mecanis 
mo "de novo" via malonil-CoA. El principal âcido sintetiza 
do es el palmitico 16:0 y en mener proporciôn 18:0 y 18:1.

La sintesis "in vivo" transcurre de un modo euiâlogo. En 
Euricotis floridiana (132), Borabix mori (123), Anthonomus 
grandis (124), Drosophila melanogaster (125), Trichoplusia 
ni (126) e Hyalophora cecropia (127), se sintetizaron a 
partir de âcido acético toda una variedad de âcidos grasos, 
principalmente 16:0, 16:1, 18:0 y 18:1. En estes ensayos 
no se détecta radiactividad en los âcidos 18:2 y 18:3, ca- 
racteristica que parece comûn a todos los insectos. Ademâs 
de llevar a cabo la biosintesis "de novo", los insectos 
pueden elongar y desaturar âcidos grasos, en mayor o mener 
proporciôn. Asi ocurre por ejemplo en Euricotis floridiana 
(122), Anthonomus grandis (124), C. erytrocephala (128),
B. mori (129), D. melanogaster (125), A. grahami (121), L. 
migratoria (130) y H. cecropia (127) con probable interven 
ciôn del sistema microsomal. Algunos de los ensayos ante- 
riores "in vitro", prueban la necesidad de NADPH (NADH) y 
Og para la desaturaciôn directa.

En algunos casos, la cantidad de âcidos monoinsaturados
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obtenida a partir de acetato, es superior a la que se ob- 
tiene por deshidrogenaciôn directa de los correspondientes 
saturados, como en D. melanogaster (131) y en H. cecropia 
(127). Estos resultados sugieren la posibilidad de que en 
los insectos existan dos vias alternatives para la sinte­
sis de âcidos insaturados. Una de estas vias séria la des 
hidrogenaciôn directa de los âcidos saturados, mientras 
que la otra puede ser semejante al sistema tipico de bac- 
terias, de desaturaciôn de âcidos grasos de cadena corta 
y posterior elongaciôn mitocondrial (131, 132).

Los âcidos sintetizados, prâcticamente no se acumulan 
como âcidos grasos libres,,sino que râpidamente se inte- 
gran en estructuras lipidicas mâs complejas, especialmen- 
te trigliceridoÈ y fosfolipidos (120). En general los li­
pides neutros se producen en mayor proporciôn que los fos 
folipidos, aunque ello depende en gran medida del estado 
de desarrollo del insecto. En larva de H. cecropia (127) 
aproximadamente el 90% de la radioactividad de los âcidos 
grasos sintetizados a partir de acetato, isotôpicamente 
marcado aparece en los gliceridos; en el adulto farato 
aumenta la sintesis de fosfolipidos. Esto signifies que 
la larva acumula âcidos de réserva (trigliceridos), mien­
tras que el adulto farato, para hacer frente a su mayor 
complejidad fisiolôgica, debe sintetizar mayor proporciôn 
de fosfolipidos.

Con respecto a la variaciôn de âcidos grasos durante 
las distintas fases del desarrollo, se ha visto en Husca 
doméstica (133) una tendencia general hacia la sihtesis 
de âcidos grasos durante los primeros momentos del creci- 
miento larvario y una utilizaciôn subsecuent# de lipidos
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durante la metamorfosis del insecto.
En el caso de Heliothis zea (134) la incorporaciôn de 

acetato en lipidos aumenta mucho al principio del 62 esta 
do de desarrollo declinando luego a un sexto de este ni- 
vel al final de este estado y a un décimo en el adulto fa 
rato. La incorporaciôn en trigliceridos decrece, aumentan 
do en fosfolipidos, digliceridos y monogliceridos a medi­
da que progresa la metamorfosis.

La incorporaciôn en âcidos grasos de acetato-^^C inge- 
rido o inyectado en larva en su 52 estado larvario rinde 
un valor doble que el obtenido en adulto farato, siendo 
las moléculas saturadas las que aparecieron mâs marcadas 
(sobre todo 16:0 y 1 8:0 ) y 18:1 la mâs marcada de las in- 
saturadas.

Resultados anâlogos han sido obtenidos en Anthonomus 
grandis (124), en D. melanogaster (125) en Trichoplusia 
ni (126) y en H. cecropia (127).

1.1.3. DISTRIBUCION DE ACIDOS GRASOS EN CERATITIS CAPITATA

Los dos âcidos grasos que aparecen en mayor proporciôn 
en todos los estados de desarrollo del insecto holometâbo 
lo Ceratitis capitata (140) son el 16:0 (entre 20% y 36%) 
y el 16:1 (entre un 27 y 45%) a los que siguen en impor- 
tancia 18;1 y 18:2 con unos niveles que van pespectivamen 
te de 18 a 22% y 6 a 10% segûn el estado de desarrollo 
que consideremos; continûan en importancia cuantitativa 
14:0 que aparece aproximadamente en un 3.6%, 18:0 con 
3-4% y 12:0 que suele representar un 1.5%. Finalmente se 
puede indicar que 18:3 cuyos niveles son muy bajos en los 
estados de larva y adulto farato, no aparece en huevo y



puede llegar a representar un 1.6% en adulto.

1.1.4. BIOSINTESIS DB ACIDOS 6RAS0S BN C6RATITZS CAPITATA
La capacidad de ̂ ntesis de Âcidos grasos de homogenei- 

zados de este insecto a lo largo de su desarrollo (138) 
muestra dos mâximos de actividad en larva de 6 dias y en 
adulto farato de 8 dias» siendo el primero de elles mucho 
màs pronunciado que el segundo.

Ai realizar un estudio comparative de ambos mementos 
del desarrollo del insecte (135» 136) puede verse que en 
larva a tiempes certes de incubaciôn (30 minutes) existen 
altes niveles de 10:0» 12:0 y 14:0 les cuales disminuyen 
sensiblemente al aumentar ésta» mientras que 16:0» 16:1 y 
18:1» que a tiempes bajes presentan valeres pequeAes» au- 
mentan su cantidad paulatinamente con el tiempe de incuba 
ciôn hasta que a 120-180 minutes alcanzan un màximo de ac 
tividad.

Tante 18:0 come 18:2 y 18:3 ne sen sintetizades en can 
tidades apreciables a le large de la incubaciôn.

En adulte farate se ebtiéne cualitativamente les mis- 
mes Âcides que en larva salve 10:0 cuyes niveles ne son 
apreciables» mientras que cuantitativamente presentan di- 
ferencias ya que les percentsjes de 16:0 y 16:1 son muy 
elevades desde les primeres tiempes de incubaciôn y pr&c- 
ticamente constantes durante el essaye (80% de la activi­
dad local). Fer etre lade les Âcides grases de cadena me­
dia tienden a incrementar ligeramente con el tiempe sien- 
de» al igual que la larva» incapàz de sintet^zar 18:2 y 
18:3 y dade que éstes ferman parte de la cempesiciôn nor­
mal del insecte cabe pensar en un cierte carÂcter esen-
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cial de los mismos*
Cuando se estudia la distribuciôn de estos âcidos gra­

sos en clases de lipidos (135, 138) utilizando como pre-
14cursor acetato- C aparece que en larva los trigliceridos 

contienen la mayor parte de la radiactividad en 10:0 a 
16:0 con ausencia total en 18:0; en fosfolipidos no apare 
ce 10:0 mientras que 18:0 aparece apreciablemente marcado. 
La composiciôn de los âcidos grasos libres ofrece una si- 
tuaciôn intermedia entre la de los trigliceridos y fosfo­
lipidos como corresponde a su funciôn metabôlica en la 
sintesis de las distintas clases de lipidos.

En adulto farato no aparece radiactividad en los âci­
dos grasos présentes en los trigliceridos mientras que en 
los fosfolipidos ésta es bastante mayor que en larva, al 
mismo tiempo que hay una tendencia a incrementarse los ni 
veles de insaturaciôn.

Cuando estos experimentos de incorporaciôn de acetato- 
se realizan "in vivo" (136) puede verse que 16:0 y 

16:1 son los que representan el mâximo nivel de incorpora 
ciôn tanto en larva como en adulto farato.

Los âcidos grasos de cadena media tienen una incorpora 
ciôn semejante en los dos estados, pero los insaturados, 
particularmente 14:1 y 18:1, aumentan sensiblemente en 
adulto farato al igual que se vio "in vitro".

En cuanto a la capacidad de desaturaciôn (139) se ha 
visto que los homogenizados de larva desaturan y elongan 
los sustratos marcados 10:0, 12:0, 14:0, 18:0, 18:1 y 
18:2 de acuerdo con la longitud de su cadena, mientras 
que es insignificante la elongaoiôn y desaturaciôn direc 
ta de âcidos grasos de farato adulto; resultados que con
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cuerdan con los obtenidos "in vivo" tanto a partir de âci 
dos grasos marcados como de acetato. Los resultados obte­
nidos parecen indicar que la deshidrogenaciôn dlrecta es 
la via màs importante de biosintesis de âcidos insatura­
dos en larva, no apareciendo como un caminp importante en 
adulto farato.

1.1.5. BIOSINTESIS DB ACIDOS GRASOS EN FRACCION MITOCON- 
DRIAL DEL INSECTO

Un estudio comparado de la incorporaciôn de acetato-
14- C por preparaciones mitocondriales de larva y adulto 

farato (I4l) indican que las segundas incorporan mâs ace­
tato marcado que las de larva, no siendo influida ninguna 
de ellas por la presencia de malônico.

Los âcidos grasos sintetizados son incorporados por 
las preparaciones mitocondriales de larva en diferentes 
clases de lipidos segùn un modelo diferente al mostrado 
por los homogenizados totales de larva.

Las preparaciones mitocondriales de larva incorporan 
âcidos grasos principalmente en fosfolipidos en claro 
contraste con la incorporaciôn llevada a cabo por los ho­
mogenizados totales de larva en los cuales Ips trigliceri 
dos muestran los mâs altos niveles.

En cambio en adulto farato, los âcidos grpsos sinteti­
zados tanto en homogenizado total, como en pveparados mi­
tocondriales, lo son segûn el mismo modelo, ya que las 
proporçiones en las principales clases de lipidos se man- 
tienen ca$i exactas para ambos tipos de homogeneizados.

De los resultados anteriormente expuestos parece dedu- 
cirse que los âcidos grasos de cadena larga deben orlgi-



narse por mécanismes de elongaciôn, debiendo existir ade- 
mâs procesos de desaturaciôn que expliquen la presencia 
de los âcidos grasos insaturados.

Las notables diferencias existentes en la sintesis de 
âcidos grasos en larva y en adulto farato parecen apuntai 
que dicha biosintesis se produce en larva principalmente 
por un mecanismo de biosintesis "de novo", siendo un meca 
mismo de elongacion mitocondrial el mâs importante en 
adulto farato.

En larva el proceso de elongaciôn-desaturaciôn séria 
posterior a dicha biosintesis "de novo" posiblemente a 
través de un proceso microsomal, coordinado con el ante­
rior.

En adulto farato la sintesis de âcidos grasos de c<* v - 
na larga no estaria tan coordinada con los de cadena me­
dia como en el caso anterior, siendo la mitooondria la 
calizaciôn fundamental de dicha sintesis de âcidos gras-: ; 
en adulto farato.

Todas estas hinôtesis abren una serie de lineas de ir 
vestigaciôn para su confirmaciôn.

Daclo que en larva el mecanismo de biosintesis "de novo" 
aparece como el mâximo responsable de la biosintesis de 
âcidos grasos parece interesante procéder al aislamiento 
y caracterizaciôn de la ACIDO GRASO SINTETASA, enzima res 
pensable de dicha biosintesis a partir de malonil-CoA.

1.2.1. ORGANIZACIÛN MOLECULAR DE LA ACIDO GRASO SINTETASA
Se conoce con este nombre al sistema enzimâtico que ca 

taliza la biosintesis denominada "de novo" de âcidos gra­
sos y que se produce a partir de malonil CoA, acetil CoA



y NADPH.
La reacciôn global si considérâmes la formaciôn de âci 

do palmitico séria:
CH^-CO-S-CoA+7 HOOC-CH^-CO-S-CoA * 14 NADPH ♦ 14 H*i=&

CH -(CHg) -COOH + 7 COg + 14 NADP* + 8 CoA-SH ♦ 6 H.O

La âcido graso siatetasa ha sido identificada y aisla- 
da en una amplia serie de especies animales y vegetales 
asi como de microorganismos, pudiendo aparecer en dos for 
mas diferentes:

En el caso de bacterias como B. Coli, Clostridium Klu^ 
beri. Pseudomonas, B. Subtiles y vegetales como mesocarpo 
de aguacate, cloroplastos de lechuga y de espinaca (1-4, 
42, 43, 97) se présenta como un conjunto de proteinas que 
obtenidas por los métodos normales de purificaciôn no apa 
recen asociadas, siendo cada una de ellas responsable de 
alguna de las reacciones que veremos màs adelante y que 
en conjunto conducen a la biosintesis de un àçido graso.

Cuando se trata de levaduras, aves, mamiferos y algu- 
nos microorganismos como M. Phlei (6-9, 31, 44, 45, 50) 
la enzima ha sido aislada como un complejo multienzimâti- 
co que ha resistido todos los intentos realizados hasta 
el présente para su disociaciôn en cadenas polipéptidicas 
que conserven alguna de las actividades parciales del corn 
plejo.

No se descarta la posibilidad de que en el primer caso 
se trate también de un complejo multienzimàtico,dado queiii 
Uzando técnicas de microscopia electrônica y autoradiogra 
fia (91) se ha visto que uno' de sus componentes . (ACP) 
estâ localizado en la parte interior de la membrana plas- 
màtica de B. Coli, lo cual podria representar el que "in



vivo" dicho sistema poseyera una organizaciôn similar a 
la encontrada en tejidos animales o en levaduras.

Blip tendria un significado fisiolôgico ya que facili- 
taria la transferencia de grupos acilo, una vez sintetiza 
dos, a los fosfolipidos intégrantes de la membrana.

El conjunto de reacciones que se producen para pasar 
desde malonil CoA y acetil CoA al âcido graso han sido di 
lueidadas por Vagelos en E. Coli, Lynen en levaduras (fig. 
1) y Porter en higado de paloma (fig. 2), habiéndose com- 
probado una gran analogia entre todos ellos.

Reproducimos a continuaciôn el conjunto de reacciones 
propias del sistema de E. Coli;
Acetil CoAfACP-SH Acetil-S-ACP+CoASH (l)

transacilasa

Malonil CoA+ACP-SH CoA-ACP  ̂Malonil-S-ACP-»CoASH(ll)
transacilasa

Acetil-S-ACP+Malonil-S-ACP Êrcetoacil AC]̂  Acetoacetil-S-
sintetasa -ACP + CO -t 

, + ACP-SH
(III)

Acetoacetil-S-ACP + NADPH * H* ̂ -cGto^ciJ.-AÇ%. _) _hi_
reductasa droxibuti- 

ril—S—ACP 4* 
+ NADP'*’

(IV)
D(-) hidroxibutiril^-ACP .hidroxibutiril-AC:^Crotonil-S-

dehidrasa ' -ACP * H.O
ÎV)

Crotonil-S-ACP + NADPH + H* Butiril-S-ACP+NADP^
reductasa
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La anterior secuencia de reacciones se repite con suce 
sivas adiciones de unidades de dos carbonos desde malo- 
nil-S-ACP hasta 6 acil-S-ACP los cuales son deaci 
lados para producir âcidos grasos libres.

acil-S-ACP * HgO tioestwZa ' Acido graso ACP-SH (VII)
En la reacciôn (l) el grupo acetilo se transfiere des­

de la CoA a un grupo SH de la ACP para formar acetil-ACP. 
A continuaciôn este acético es transferido a una cistefna 
de la enzima condensante (III) para formar un intermedio 
acetil-enzima, Queda libre ACP que recibe un grupo malo­
nil por acciôn de la transacilasa a travès de la reacciôn
(II).

A continuaciôn se produce la reacciôn de condensaciôn
(III) que da lugar a acetoacètil-ACP y CO..2

El âcido acetîlacético sufre a continuaciôn très sucesi 
vas reacciones de reducciôn, deshidrataciôn y nueva re- 
ducciôn, permaneciendo . a lo largo de todas ellas unido 
al ACP.

El producto obtenido es butiril-ACP el cual reacciona 
de nuevo con la enzima condensante dando lugar a butiril- 
-enzima, que puede a continuaciôn reacCionar con malonil- 
-ACP, repitiéndose de nuevo las reacciones siguientes pa­
ra daur un âcido graso con dos âtomos mâs de carbono y asi 
sucesivamente hasta terminar la reacciôn que "in vitro" 
da âcidos grasos libres, aunque "in vivo" es probable que 
los acil-ACP formados reaccionen directamente con glice- 
rol-3-fosfato y una aciltransferasa especifica de membra­
na para formar âcido lisofosfatldico que es el primer in- 
termediario en la biosintesis de fosfolipidos (38).
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En levadura (fig. 1) Lynen (33,46) ha indicado la exis 
tencia de dos tipos diferentes de grupos sulfhidrilo, uno 
perteneciente a 4* fosfopanteteina que denomina grupo cen­
tral (C) y otro perteneciente a un residuo de cisteina 
que llama periférico (P) y que se unen a acético y malôni 
CO respectivamente que han recibido de acetil CoA y malo­
nil CoA gracias a las respectivas transacilasas.

Ambos grupos acilo condensan para formar acetoacético 
y liberar 00^ lo cual al igual que ocurria en E. Coli es 
seguido por la reducciôn, deshidrataciôn y reducciôn de 
dicho acetato que permanece a lo largo de todas estas 
transformaciones unido covalentemente a la enzima y una 
vez convertido en butlrico vuelve a reacciones con otra 
molécula de malônico repitiéndose el ciclo visto en E. Go 
li hasta la formaciôn del âcido graso de 6 C^g princi 
palmente•

El proceso termina con la transferencia de los acil :: 
formados desde el grupo sulfhidrilo central a CoA que es 
la forma en la que se liberan los âcidos grasos formados 
en levadura.

Lynen propone que el grupo tiôlico central estâ situa- 
do en el centro del complejo formado por las subunidades 
enzimâticamente activas. Los restes acilo, que permanecen 
unidos covalentemente a este grupo, van siendo modifica- 
dos suces ivamente por los diferentes centres cataliticos.

Anâlisis por rayos X de bajo ângulo confirman la exis- 
tencia de un espacio hueco en el interior del complejo 
(84).

Por microscopia electrônica (83) se ha visualizado es­
te complejo de levadura que tiene forma ovalada con un
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diâmetro longitudinal de 230 A y una anchura de 210 A.
En higado de paloma (39) Porter propone un mecanismo 

similar al de Lynen en el que ademâs hace una serie de 
consideraciones conformacionales con las que trata de ex- 
plicar dicho mecanismo de biosintesis. Este cambio confor 
macional se supone producido cuando el grupo acetilo se 
transfiere de la acetiltransacilasa a la 4^fosfopantete£- 
na con lo que se modificaria la interacciôn espacial en­
tre los très sitios de uniôn de tal manezaque el grupo ma 
lônico podria ser asi transferido al grupo SH de la sinte 
tasa, que antes ocupaba el acético, reaccionando a conti­
nuaciôn con dicho acético. Esta conformaciôn se manten- 
dria durante la adiciôn de otros 6 grupos malônicos y al 
liberarse el paDnitico los très sitios volverian a su or- 
denamiento espacial inicial con lo que podria volver a 
iniciarse la biosintesis de una molécula de Âcido graso.

El papel que en B. Coli representaba la ACP (sobre la 
que hablaremos con detenimiento m&s adelante) viene repre 
sentado en la Acido Graso Sintetasa de animales y levadu­
ras por un grupo prostético de 4-fosfopanteteina unido co 
valentemente a la enzima (9, 12, 44, 63, 64) y que se ha 
visto que ac ûa como receptor para la transacjLlaciÔn de 
acético y malônico desde las correspondientes transacila­
sas. Esta 4-fosfopanteteina es quien proporcipna en el mo 
delo de Lypen el grupo SH central.

Dado que la levadura (3) contiene très moles de 4^fos- 
fopanteteina por mol de enzima Lynen ha sugerido la posi- 
ble existencia de très subcomplejos que con up peso mole­
cular de 7Q0,000 contuvieran cada uno de ellos un juego 
complète de enzimas.
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Los sustratos utilizados por la enzima como se indicô 
al principle son acetil-CoA y malonil-CoA, lo cual no ex- 
cluye el que en algunas especies se puedan utilizer otros 
sustratos, como en el caso de levadura (47) que se puede 
utilizar propionil-CoA damdo âcidos grasos de nûmero im- 
par de âtomos de carbono pudiendo utilizer ademâs otros 
sustratos como acilCoA de 6 , 8, 10, 12 6 14 âtomos de car 
bono aunque con un rendimiento mâs bajo que si se tratara 
del derivado de CoA de dos âtomos de carbono.

En cuanto al nucleôtido reducido util^zado en las dos 
etapas de reducciôn, a diferencia de las aves y mamife­
ros que utilizcoi ûnicamente NADPH, en E. Coli (1,13) y 
plantas (4) se utilizan NADPH y NADH.

Mâs interesante es el caso de levadurjpis y Mycobacte­
rium Plei (5,50) en los que se ha identificado FMN como 
grupo prostético de la enzima partieipaniio en la segunda 
etapa de reducciôn.

En levadura se supone de los datos expérimentales obte 
nidos la presencia de 4 (13) 6 3 (l4 ) m03.es de este nu­
cleôtido por mol de complejo.

En cuanto a los productos de la reacciôn varian segûn 
la fuente enzimâtica utilizada.

Las levaduras forman acil-CoA debido a la ausencia o 
baja actividad de acil-CoA tioesterasa y a la existencia 
de una acilCoA transacilasa en el complejo enzimâtico que 
transfiere los productos finales palmitico o esteârico a 
una CoA.

El principal producto suele ser âcido palmitico en 
aves y animales (3 2,83) al igual que en plantas siendo el 
segundo producto en importancia el âcido esteârico, apa-
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reciendo ambos como âcidos grasos libres.
En E. Coli aparecen como productos principales âcido es 

teârico y âcido vaccéiico. El que no aparezca este ûltimo 
âcido en las otras especies parece indicar la posible au­
sencia en todos ellos de una dehidrasa a diferencia de 
B. Coli (49) en el cual ha sido identificada una ̂ -hidro- 
xidecanoil tiolester deshidraâa especifica y que em respon 
sable de la sintesis de dicho âcido vaccénico.

Acetil CoA — 1^ Malonil CoA

CHg- (CHg)^- CH g- CHOH- CH^-CO-S-ACP

S
H

CH_-( CH^) _-CH=CH^H--CO-S-ACP CH^-(CH^) _-CH.-6aC-C0-S-2 5 , 2 3 2'5 2 I -ACPI -
j

0H3-<c h P  ,-c h^ h-< 0H3),-c o-s-«:p
"  Jo-silCP

CH -(CH ) .«H=CHt(CH„)--CO-S-ACP I
Ci, „ c c < L c c

La composiciôn en aminoâcidos varia ampliamente de unas 
especies a otras siendo las diferencias muy numerosas en­
tre levadura e higado de paloma, mientras que son muy pe- 
quehas las existentes entre higado de rata e higado de pa­
loma salvo en el nûmero de residues de cistefna, lo cual 
confirma las diferencias es truc tur al es ejotre estas espe­
cies enzimâticas no pudiendo deducir de ellos ningûn otro 
tipo de informaciôn.

1.2.2. PROTBINA TRANSPORTADORA DB GRUPOS ACILOS
Dentro de las Acido Graso Sintetasas que, una vez ais-
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ladas, no presentan asociados sus componentes enzimàticos 
se ha podido distinguir una proteina transportadora de 
grupos acilo (acyl Carrier protein 6 ACP) que dado su ba­
jo peso molecular (9,730 daltons en E. Coli) ha sido am­
pliamente caracterizada tanto en bacterias (2,42) como en 
plantas (3,42%

Los intentos realizados para su identificaciôn y poste 
rior separaciôn del complejo de Sintetasa cuando estâ pre 
sente como complejo multienzimàtico fuertemente asociado 
solo han dado resultados parciales en levadura (il) donde 
usando cloruro de guanidinio 3,3 M se ha aislado una pro­
teina de bajo peso molecular (16,000) que continene 4-fos 
fopanteteina y cuya composiciôn en aminoâcidos es diferen 
te a la del ACP de B. Coli y plantas no habiendo podido 
demostrarse su actuaciôn como ACP en el complejo multien- 
zimâtico aunque se ha visto que al igual que en E. Coli 
la 4-fosfopanteteina estâ unida covalentemente a una seri 
na de la apoproteina por medio de un enlace fosfodiester.

También en Acido Graso Sintetasa obtenida de higado de 
perro (l84) se ha obtenido por tratamiento con SDS una 
proteina de peso molecular entre 9,000 y 13,500 y que con 
tiene 4-fosfopanteteina suponiéndose que es anâloga a la 
ACP obtenida en los sistemas fâcilmente disociables.

El papel que juega este ACP en la biosintesis de âci­
dos grasos se ha visto en el esquema de biosintesis atri- 
buido por Vagelos a la Acido Graso Sintetasa de E. Coli.

La caracteristica mâs significativa de todos los ACP 
es la existencia de 4-fosfopanteteina como grupo prosté- 
rico
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Los grupos acilo se unen al grapo SH final por un enla­
ce tioester.

El ACP ha sido obtenido de B. Coli (60) aguacate, espi- 
nacas, Arthrobacter (3,42) C. butiricum (61) M. phlei (62).

Todos ellos son ricos en residuos âcidos existiendo im­
portantes diferencias entre ellos pues aunque los ACP de 
plantas y B. Coli son funcionalmente intercambiables los 
productos obtenidos varian de acuerdo con el ACP usado (42) 
ya que cuando se usa ACP de plantas en bacterias se obtie- 
nen âcidos grasos (3-hidrôximonoenoicos y ̂ -hidroxisatura- 
dos, mientras que cuando el ACP bacteriano se usa en plan­
tas no ocurre modificaciôn de los âcidos grasos obtenidos.

En higado de rata se conoce la secuencia de aminoâcidos 
que rodea la serina que va unida a la 4^fosfopanteteina y 
de ella tan solo los dos aminoâcidos adyacentes coinciden 
con los de la secuencia de B. Coli.

Cuando estos datos se comparan con la secuencia obteni­
da en el supuesto de ACP de levadura no existe similitud 
alguna entre los aminoâcidos adyacentes por lo que hoy por 
hoy no se pueden deducir conclusiones de estos resultados.

En los ûltimos ahos se ha realizado toda una serie de 
estudios sobre el papel del ACP en la sintesis de âcidos 
grasos desde el punto de vista de la relaciôn estructura- 
-funciôn del ACP.



Usando ACP de E. Coli y utilizando técnicas de modifi- 
caciôn quimica y anâlisis de los fragmentos obtenidos por 
medio de digestiones proteoliticas, se puede destacar en­
tre otros importantes aspectos el papel fundamental que 
juega en el mantenimiento de la estructura del ACP su he- 
xapéptido amino terminal (66).

Los mâs significativos avances de estos estudios han 
sido posibles gracias a la sintesis de la apo-ACP (pénti- 
do 1-74) por el método de fase sôlida de Merrifield (67).

La holo-ACP ha sido sintetizada enzimâticamente hacien 
do reaccionar esta apo-ACP con CoA en presencia de holo- 
-ACP sintetasa siendo el producto sintético asi obtenido 
indistinguible del auténtico holo-ACP.

Se ha establècido en B. Coli (68-71) que la coenzima A 
es el precursor de la 4-fosfopanteteina realizândose el 
intercambio de ésta râpidamente, siendo la velocidad de 
intercambio unas 4 veces superior a la de formaciôn del 
ACP, por lo que esta velocidad de sintesis y no la de su- 
ministro de 4-fosfopanteteina parece ser la etapa limitan 
te.

La sintesis de holo-ACP a partir de apo-ACP y coenzima 
A es catalizada por la holo-ACP sintetasa segûn la reac­
ciôn: 24

CoA + apo-ACP — — -->^olo AC^ + 3', 5-adenosina difos-fato
En E. Coli existe otra enzima llamada ACP hidrolasa que 
cataliza la hidrôlisis del ACP segûn la siguiente reac­
ciôn; g

holo-ACP — --- ^ apo-ACP + 4-fosfopanteteina
esta 4-fosfopanteteina se convierte en coenzima A segûn
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la reacciôn
ATP PP. ATP ADP

4-fosfopanteteina — ---> defosfo CoA — — >CoA
La existencia de estas dos enzimas no ha podido ser compro 
bada en tejidos animales.

La velocidad de intercambio del grupo prostético ha si 
do también estudiado en higado de rata habiéndose observa 
do que es mâs râpida que la del complejo total (t^y^ ̂  70 
horas) en al menos un orden de magnitud.

El intercambio cesa cuando el animal ayuna durante un 
periodo de 16 a 24 horas.por lo que también qn rata se le 
atribuye una importancia reguladora.

1.2.3. ACIDO 6RÂS0 SINTETASA FACILMENTE DISOQIABLE
Este caso se présenta, como ha quedado indicado, en 

bacterias y vegetales. Los componentes del cqmplejo han 
podido ser obtenidos por separado y con un alto grado de 
purificaciôn, lo que ha permitido un detallado estudio 
de cada uno de ellos, sobre el que a continuaciôn indica- 
remos los detalles mâs significativos.

1.2.3.1. Acetil CoA-ACP-transacilasa
Ha sido purificada unas 100 veces de B. Coli (19) y es 

estimulada por compuestos tiôlicos e inhibida por agentes 
alquilantes (74). Esta inhibiciôn puede ser revertida por 
ésteres de CoA.

La enzima es altaraente especifica para acqtil CoA aun­
que también puede actuar con propionil-CoA, butiril-CoA, 
hexanoil-CoA y octanoil-CoA.



Se ha propuesto que el intermediario acetil-enzima es 
un tioéster ya que la enziria es inhibida por N-etilmalei- 
mida y yodoacetamida, mientras que cuando se preincuba
con acetil-CoA esta inhibiciôn por yodoacetamida decrece

!

en un 50%.

1.2.3.2. Malonil CoA-ACP-transacilasa
Ha sido purificada a homogeneidad de B. Coli (16,74). 

Es inhibida cuando se incuba con compuestos tiôlicos y es 
especifica para tioésteres de malônico (ACP, CoA, pante- 
teina). Su peso molecular es de 36,500 y en la reacciôn 
estâ implicado un resto de serina al que se une el malôni 
co (54) ya que por digestiôn proteolitica y posterior de- 
gradaciôn fue identificado un resto de malonil-O-serina.

1.2.3.3. P-Cetoacil-ACP-sintetasa
También ha sido purificada a homogeneidad con un peso 

molecular de 66,000 (75) habiéndose podido cristalizar. 
Cuando se disocia con SDS o con cloruro de guanidinio da 
lugar a subunidades inactivas de 34,000 daltons (76).

Se ha comprobado su especifidad para toda una serie 
de sustratos que en el caso de los âcidos grasos satura- 
dos va de a con una velocidad de reacciôn bastan­
te alta, Cuando se usa y C^^ la velocidad es bastan­
te menor, no produciéndose la reacciôn cuando se usa co­
mo sustrato C,..lo

Cuando los âcidos grasos utilizados son insaturados, 
la enzima es activa con cis-3- decenoil ACP y cis-5-dode 
cenoil-ACF con una actividad similar a la que se obtiene



cuando se usan acetil-ACP y decanoil-ACP.
Sin embargo ésta disminuye mucho para hexadecenoi1-ACP 

siendo el çis-ll-octadecenoil-ACP completamente inactivo.
Esta enzima es inhibida por alquilaciôn pudiendo preve 

nirse esta inhibiciôn preincubando con acetil-ACP pero no 
con maloni1-ACP, lo que indice que es el acético el que 
primero se transfiere al grupo -SH de la enzima producién 
dose después la condensaciôn con malonil-ACP (l) para dar 
la aceto-acetil-S-4-fosfopanteteina•

La enzima es especifica para derivados de ACP y no tra 
baja con derivados de CoA o de panteteina.

1.2.3.4. P-cetocil-ACP-reductosa
Esta enzima es independiente de NADPH. Aunque el sus­

trato es un p-cetoacil-ACP, los p-cetoaciltioésteres de 
CoA y de panteteina pueden actuar también como sustratos 
de la enzima, aunque actuando a velocidades més bajas 
(19). Los productos que forma tienen la configuraciôn 
D(-) excluxivamente (17).

La enzima présenta una amplia especificidad con res­
pecte a la longitud de la cadena, pudiendo utilizar como 
intermediarios ^-cetoacil derivados desde C^ hasta C^^ 
saturados (77) y los insaturados de la ruta de biosin- 
tesis del âcido vaccénico (79)»

I
1.2.3.5. P^hidroxiacil-ACP-dehidrasa

Esta enzima que cataliza la dephidrataçiôh de lo$
D(-)^-hidrpxiacil-ACP tioésteres para formar trans-2- 
-enoi1-ACP tioésteres es especifica para este sustrato y
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ho metaboliza derivados de coenzima A o de panteteina 
siendo ademâs la reacciôn estereoespecifica, dado que no 
es capaz de deshidratar el isomero L(+).

Como sustrato puede utilizar tanto los intermediarios 
de la sintesis de âcidos grasos saturados como los que 
conducen a una sintesis de vaccénico (78). El sustrato 
utilizado puede ir desde a pero existe una dismi- 
nuciôn de actividad cuando se trata del p-hidroxidecanoil- 
-ACP debido a que éste es un intermediario comûn en las 
rutas de biosintesis de âcidos grasos saturados y no sa­
turados. En esta segunda ruta existe otra enzima, la 
p-hidroxidecanoil tioéster dehidrasa (80) que forma cis- 
-3-decenoi1-ACP y para la que el sustrato especifico es 
el p-hidroxidecanoil ACP por lo que compite en su utiliza 
ciôn con la ̂ -hidroxiacil-ACP-dehidrasa que compite en su 
utilizaciôn con la p-hidroxiacil-ACP-dehidrasa la cual da 
trans-2-decenoil-ACP. Ambas dehidrasas se encuentran en 
E. Coli en cantidades muy similares poseyendo unos muy 
parecidos.

1.2.3.6. Enoil-ACP-reductasa
Ha sido purificada de E. Coli unas 250 veces. Existen 

2, una dependiente de NADPH y otra dependiente de NADH 
(15). La primera tiene su mâxima actividad con C^ y C^ 
mientras que la segunda tiene una especificidad mas am­
plia y aunque su actividad es baja para crotonil-ACP es 
mucho mayor para los derivados de longitud de cadena mâs 
larga. Otra diferencia entre las dos es que la dependien 
te de NADPH reduce solo los derivados de ACP mientras
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que la dependiente de NADH puede utilizar también dériva 
dos de coenzima A aunque las mayores actividades se pro­
ducen siempre con los acil-ACP*

1.2.3.7* Palmiti1-ACP-tioesterasa
Cataliza la hidrôlisis de los tioésteres que los âci­

dos grasos de cadena larga forman con el ACP para dar 
âcidos grasos libres.

La enzima ha sido purificada unas 200 veces en B. Co- 
ii (25) dando un peso molecular de 22,000.

Su mâxima actividad fue observada con palmftico, pal- 
mi toleico y cis-vaccénico dando los correspondientes âci 
dos grasos libres.

Estos resultados obtenidos "in vitro" no parecen co-Irresponderse con los de "in vivo" ya que parece ser que 
los âcidos grasos son transferidos directamente desde su 
forma de Acil-ACP a los fosfolipidos (58}#

1.2.4. COMPLBJOS MULTIENZIMATXCOS
A diferencia del caso de E. Coli y vegetales, tanto 

en levadurs como en animales la enzima aparece fuertemen 
te asociad* después del proceso de aislamiento y purifi­
caciôn, no habiendo sfdo posible el aislamiento de las 
enzimas responsables de cada una de las etapas de biosin 
tesis de âçidos grasos por lo que para su est^idio par- 
cial ha sido necesario trabajar con el complegjo multien- 
zimâtico en conjunto y utilizar sustratos modelo para el 
estudio de cada una de dichas reacciones partiales.
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1.2.4.1. Transacilacionea
Tanto en levadura (5) como en higado de paloma (18) 

han sido identificadas dos subunidades diferentes, respon 
sables de la transacilaciôn de acético y de malônico des­
de Acetil-CoA y malonil-CoA respectivamente.

También se ha podido comprobar que ambas enzimas no se 
unen al sustrato por grupos SH ya que por un lado los agen 
tes alquilantes tienen un bajo efeeto sobre su actividad 
y por otro lado los sitios responsables de estas reaccio­
nes parecen haber sido identificados como grupos OH de se 
rina o treonina (5,18,81).

Las transacilasas pasan estos restos acilo a la 4-fos­
fopanteteina lo cual ha sido demostrado en higado de palo 
ma mediante el bloqueo de la cisteina con iodoacetamida• 
En esas condiciones puede verse que el grupo acetilo va 
tanto al grupo hidroxilo como al grupo SH de la 4^fosfo- 
panteteina cosa que también ocurre cuando el complejo de 
higado de paloma se disocia a baja fuerza iônica (21).

Dicha transacilaciôn de acético o de malônico a la 4- 
-fosfopanteteina podria venir controlada por las concen- 
traciones relativas de ambos, quizâs a través de un cam­
bio en la capacidad de uniôn a la enzima debido posible­
mente a algûn cambio conformacional.

La especificidad por el sustrato de las transacilasas 
es bastante similar para todos los sistemas enzimàticos 
estudiados. La acetil-CoA puede ser reemplazada por homô 
logos de mayor longitud de cadena o por acetil-panteteina 
pero siempre a velocidaces més lentas que aquélla.

Anâlogamente la malonil-CoA puede ser sustituida por 
malonil-panteteina.
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Un caso a destacar es que las acetil y malonil transa­
cilasas de higado de rata actûan a mayor velocidad a OfiC 
que cuando la reacciôn total se realiza a 30#C (9).

1.2.4.2. Reacciôn de condensaciôn

En ella se produce la uziiôn del acético con malônico 
para dar acetoacetil-panteteina y CO^ a través de un meca 
nismo de reacciôn anâlogo al que ya se vio en B. Coli. Es 
to ha sido comprobado en levadura (3) y en higado de palo 
ma (22) existiendo un componente del complejp responsable 
de esta reacciôn que es la denominada p-cetoacil sinteta­
sa o enzima condensante que participa en la reacciôn con 
un grupo SH de cisteina, el cual es mucho mâs susceptible 
a la autooxidaciôn que la 4-fosfopanteteina o el ACP (21, 
23). Esta enzima puede ser la inhibida por iodoacetamida, 
inhibiciôn que puede ser prevenida o disminuida por prein 
cubaciôn con Acetil-CoA o sus homôlogos (22).

Lynen (82) ha propuesto el siguiente mecanismo para la 
reacciôn de condensaciôn en levadura %

^-ÇH,
0=ç HB

O—C — CHj
4 00,

En glândula mamaria de conejo (6), en higado de paloma 
y de rata y en levadura (138), en ausencia de NADPH (sus­
trato de la siguiente reacciôn) el acetoacetato formado 
se transforma en la lactona del âcido triacético.
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1.2.4.3. Primera reducciôn, deshidrataciôn y segunda re­
ducciôn

Estas actividades han sido también identificadas en 
vadura (5) y en higado de paloma (21) utilizando como 
tratos modelo aciltioésteres de N-acetilcisteamina.

El NADPH es el agente reductor que usan los complej ‘d 
multienzimâticos de Acido Graso Sintetasa salvo en los c 
SOS de levadura y . fiicobacterium phlei donde ademâs del 
NADPH son necesarios FMN y NADH y de Euglena gracilis que 
también usa NADH junto con el NADPH.

Se ha comprobado en Micobacterium phlei (169) que el 
NADPH actûa con la p-cetoacil reductasa mientras que el 
NADH es utilizado en lao<-p-enoil reducciôn en conexiôn 
con el FMN.

Ha sido establecido (32) que un iôn hidruro es transfe 
rido desde la posiciôn 4 del anillo de pirimidina del 
NADPH al carbono p del acilo en cada una de las reaccio­
nes de reducciôn. Un protôn del agua es tomado por el car 
bono « en la segunda reducciôn.

Usando NADPH tritiado se ha comprobado que las dos eta 
pas reductoras proceden estereoespecificamente (34,35) en 
higado de rata y de paloma y en levadura.

Con respecto al nûmero de posibles sitios de uniôn del 
NADPH a la enzima se ha identificado en higado de polio 4 
sitios de uniôn no interaccionantes con un de 0.3 %iM, 
los cuales por tratamiento con maleato potâsico o por diâ 
lisis frente a fosfato potâsico 5 mM quedan reducidos a 
2.5-3 lo cual indica la existencia de centres de uniôn pa 
ra NADPH con diferentes caracteristicas de estabilidad.
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En higado de paloma (30) hay dos sitios para NADPH in 
dependientes entre si y équivalentes en cuanto a su actua 
ciôn, con un » 8 pM en tampôn fosfato potâsico 0,2 M a 
pH 7.0, y que a concentraciones 0.1 M 6 inferiores de tarn 
pôn pasa a exhibir 3 sitios équivalantes con un « 3 .5  

pM. Este ns de sitios seria 4 si en lugar de otorgar al 
complejo un peso molecular de 450,000 (8) se le diera el 
que inicialmente se considéré de 540,000 (32).

En higado de rata (30) también se han visto dos pares 
de sitios con diferentes afinidades incluso a alta fuerza 
iônica con dos con unos valores aproximados de 1 y 50 

pM en buffer fosfato 0.2 M a pH 7.0, aunque si se baja la 
concentraciôn del tampôn por debajo de O.l M las diferen­
cias entre los dos no son ya significatives.

La existencia de estos cuatro sitios de uniôn con la 
participaciôn de solo dos deshidrogenasas podria expllcar 
se suponiendo que cada subunidad del complejo tenga un 
juego completo de las enzimas que lo constituyen, pero en 
contra de esta hipôtesis estâ el que tanto el higado de 
paloma como el de rata (9 ,12) contienen solo un mol de 
4-fosfopanteteina por mol del complejo.

Otra posible explicaciôn de que existiendo estos cua­
tro sitios actûen solo dos podria ser el que la sintesis 
de âcidos grasos es ôptima por encima de una concentra- 
ciôn de tampôn fosfato superior a 0.2 M mientras que las 
mayores afinidades y presencia de sitios para NADPH se 
producen a concentraciôn de tampôn mâs baja, lo que po­
dria indicar que solo parte de los sitios de uniôn son 
operatives en la sintesis de âcidos grasos.



— 46 —

1.2.4.4# Terminaciôn de cadena
Ha sido ya indicado que salvo en levadura, Pénicillium 

patulum y Euglena gracilis, organismes en los que "in vi­
tro" se forma acil-CoA, el que en el resto de los comple- 
jos multienzimâticos se formen âcidos grasos libres es de 
bido a la presencia de tioésterasas que en el caso de hi­
gado de paloma (22) y de rata (9) son altamente especifi- 
cas para tioésteres de coenzima A de y C^g.

En cuanto a la longitud de cadena final se supone que 
puede ser controlada por competiciôn entre la reacciôn de 
condensaciôn y la de transacilaciôn del producto final 
(48,144,145).

1.2.4.5. Disociaciôn y reasociaciôn del complejo
La âcido graso sintetasa de levadura no ha podido ser 

disociada en subunidades activas. La disociaciôn en 
presencia de desoxicolato 0.2 M o urea 6 M da lugar a una 
serie de cadenas polipéptidicas de peso molecular 110,000 
(46).

Se han encontrato siete' aminoâcidos N-terminal diferen 
tes.

Una disociaciôn menos drâstica se ha logrado por congé 
laciôn y descongélaciôn repetida del complejo en Nacl o 
Licl 1 M. El producto de esta disociaciôn parcial tiene 
un peso molecular entre doscientos y doscientos cincuenta 
mil y fue inactivo para la sintesis de âcidos grasos.

(★) Bntendiendo por subunidad una parte del complejo que
conserve la actividad catalltica de éste.



- 47 -

La reasociaciôn del complejo a su forma activa se pue 
de lograr disminuyendo la fuerza iônica (48) o aumentan- 
do la concentraciôn de proteina (36). Al disociarse pré­
senta un incremento en el nûmero de grupos SH probablemen 
te como resultado de un aumento de los grupos que se ex- 
ponen hacia el disolvente.

Tampoco la âcido graso sintetasa de animales ha sido 
disociada en subunidades activas, aunque se haya logrado 
disociar el complejo de higado de paloma (37), rata (9) 
y polio (29) en subcomplejos^*^ de peso molecular mitad, 
siendo en paloma donde mâs se ha estudiado este proceso 
por ser en esta especie donde mas fâcilmente se présenta 
esta circunstancia.

La disociaciôn se puede producir por conservaciôn en 
2-mercapto etanol (envejecimiento), reacciôn con sulfuro 
de carboximetilo o exposiciôn a bajas fuerzas iônicas, 
alto pH o baja temperatura. Por otro lado la estabili-

Idad aumenta por iones fosfato (39), fructosa-1, 6-difos 
fato (86) y NADPH (87). El mecanismo del proceso de di­
sociaciôn no es aûn bien conocido.

La disociaciôn puede ocurrir sin oxidaciôn de grupos 
SH y la inactivâciôn por oxidaciôn de grupos SH puede 
ocurrir sin disociaciôn (88,39). Tampoco son bien cono- 
cidas las contribuciones que tanto sobre la çonforma- 
ciôn del complejo en su forma activa como sobre el equi- 
librio de asociaciôn-disociaciôn puedan ejerçer las in- 
teraciones hidrofôbicas y electrostâticas. Aunque se ha 
visto que la velocidad de inactivaciôn mas baja de la

0¥) Bntendiendo por subcomplejo una parte del complejo 
que no conserva la actividad total de éste..



— 48 —

enzima se produce en 18 y 25®» lo que podrla significar 
una contribuciôn de las interaciones hidrofôbicas en el 
mantenimiento de la integridad estructural del complejo. 
Por otro lado, no parece que dicha estabilidad dependa 
de atracciones electrostâticas entre las cadenas polipeo 
tldicas ya que taies uniones se debilitan por elevadas 
concentraciones de electrolitos, cuando en realidad el 
complejo es mâs estable en estas condiciones (39).

Los subcomplejos de peso molecular mitad obtenidos en 
la disociaciôn de la âcido graso sintetasa de higado de 
paloma (21) a baja fuerza iônica cataliza las mismas 
reacciones que la proteina .Intacta excepto la reacciôn 
de condensaciôn ya que son incapaces de transferir el 
grupo acetilo a la cistelna, hecho que también se ha vis 
to ocurre en levadura (14).

Esta pérdida de actividad de la enzima condensante en 
higado de paloma ha sido atribuida a alteraciones en la

Iinteraccion entre los sitios de 4-fosfopanteteina y cis 
telna lo que impedirla la transferencia desde la prime­
ra a la segunda (39).

Las dos mitades no parecen serdguales pues los datos 
obtenidos en higado de polio (88) parecen indicar que 
los subcomplejos, aunque de un tamaho casi idéntico, son 
bastante diferentes en carga neta.

Usando Sepharosa activâda con £ -aminocaproilpantetei 
na se han separado las dos subunidades de Acido Graso 
Sintetasa de higado de paloma (168) una que contiene la 
4'-fos£opanteteina y la actividad de P-cetoaciltioéster -, 
reductasa y otra que contiene la actividad de acetil-OoA 
transacilasa. La recombinaciôn de ambas subunidades puri
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ficadas produce el complejo activo.
La disociaciôn antes descrita es reversible mientras 

que la irreversible ocurre después del tratamiento con 
maleico (36) o detergentes como palmitil-CoA 6 SDS (36,
89). La âcido graso sintetasa de higado de paloma fue tarn 
biân disociada por tratamiento con fenol-âcido acético- 
-urea (8) y sometida a electroforesis en geles de polia- 
crilamida en el sistema de âcido acético de Talcayama y 
col.(90) habiéndose visumlizado 8 bandas. Por otro lado 
el anâlisis de los grupos N-terminales diô al menos cinco 
DNP-aminoâcidos (8).

En preparaciones de higado de paloma a al ta concentra- 
ciôn de tampôn con DTT 10 mM (37) se puede reasociar el 
complejo siendo absolutamente necesaria la presencia de 
DTT si la asociaciôn se produjo en presencia de p-mercap- 
to etanol lo cual estâ de acuerdo con la pérdida observa- 
da de 3 ô 6 grupos SH en los subcomplejos (37).

A partir de higado de rata (27) parece haberse obteni- 
do dos pâptidos con actividades de acetil y malonil-CoA 
transacilasa.

La enzima puede perder actividad lentamente por "enve- 
jecimiento" (31,36), lo cual ha sido atribuido a la oxida 
ciôn de grupos SH.

La estabilidad del complejo de higado de paloma aumen- 
ta por conservaciôn a -10®C en presencia de DTT 10 mM a 
pH 7. Sin embargo, la estabilidad de las preparaciones de 
higado de rata requiere una concentraciôn de tampôn fosfa 
to bastante mâs alta (0.3 M) mientras que la de higado de 
polio ha sido estabilizada (?) en presencia de glicerol al 
20%.



1.2.4.6. Etapa limitante de la velocidad de sintesis de 
âcidos grasos

De acuerdo con los resultados obtenidos en E. Coli 
(16,23) parece ser que la transacilaciôn del acético es 
la etapa limitante del proceso de biosintesis de âcidos 
grasos dado que los acilCoA derivados de a se con- 
vierten en âcidos grasos a velocidades que disminuyen se 
gûn va aumentando la longitud de la cadena carbonada, 
siendo esta velocidad de disminuciôn paralela a la de 
transacilaciôn del AGP. Ademâs la velocidad de actuaciôn 
de la acetil CoAf-ACP-transacilasa es junto con la de desa 
cilaciôn de AGP la mâs lenta de todas las reacciones de 
la sintesis de âcidos grasos por lo que tampoco puede 
descartarse que Puera esta ûltima reacciôn la etapa limi 
tante. Una ûltima posibilidad de regulaciôn podria ser 
que las actividades enzimâticas se alteren en el posible 
complejo multienzimâtico existante "in vivo".

Los intentos de reconocimiento de la etapa limitante 
en levadura, aves y mamiferos han conducido en levadura 
a la suposiciôn (5,13) de que la etapa limitante es la 
reacciôn de condensaciôn pero los datos poseidos hasta 
el nomento son insuPicientes.

En higado de paloma (21) se observa que al disociarse 
la sintetasa en dos mitades iguales solo la reacciôn de 
condensaciôn y la sintesis total de âcidos grasos se eli 
minan en los subcomplejos siendo la aparente de las 
otras reaçciones similar en el complejo y en las subuni­
dades. La ausencia de condensaciôn es debida a que no se 
produce la transferencia del grupo acetilo a la cisteina
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por lo que ésta podria ser la etapa limitante, aunque en 
principio también podria serlo la desacilaciôn de palmi- 
toil CoA cuya velocidad en higado de paloma es muy simi­
lar a la de sintesis de âcidos grasos. Pe  ̂esto no ocu­
rre en rata (28) donde esta enzima actûa con una veloci­
dad 5 veces mayor que la de sintesis total de âcidos gra 
SOS. Todas estas observaciones conducen a considerar la 
condensaciôn como la etapa limitante.

Cuando se estudiô esta disociaciôn en higado de polio 
(88) pudo verse la disociaciôn del complejo (128) en gli 
cocola-Tris a baja fuerza iônica y pH 8.3 dando dos sub-I
complejos (8s) del mismo tamaflo y diferente qarga neta. 
Existiendo varias formas moleculares interconvertibles 
por alteraciones de pH, fuerza iônica y grupqs tiôlicos 
cuyo esquema de reacciôn puede verse en la fi^gura si* 
guiente:

A  -DTT . ,
— nTTT—

pHt.3 par.o pHy.o pH I.)

(88) ^ îW t (88)
El que la disociaciôn del complejo tenga iugar bajo 

condiciones de elevado pH y baja fuerza iôniça (favorece 
doras de la repulsiôn en la molécula negativ^ente carga 
da) parece implicar el que las interacciones iônicas juz 
gan un papel importante en la uniôn de los subcomplejos, 
pudiendo dar lugar la oxidaciôn de los grupof tiôlicos a 
cambios conformacionales responsables de la 4isminuciôn



de la capacidad de los subcomplejos oxidados para la re- 
construcciôn de éste.

El equilibrio âsociaciôn-disociaciôn bajo la influen- 
cia de diferentes factores se ha visto también en glându 
la mamaria de rata lactante (112) que présenta la propie 
dad de ser un complejo multienzimâtico lâbil al frio, 
propiedad que exhibe también en el complejo de higado de 
rata. Estos hechos se resumen en el siguiente esquema:

A — Tiol
138 ---------

♦Tiol
frio calor

^98

138
^ +Tiol k

-Tiol
frio + CAlor

1
-Tiol

«
En este caso la disociaciôn no implica oxidaciôn de 

grupos SH de la proteina.

1.2.4.7. Control de la actividad del complejo Acido Gra­
so Sintetasa

Los estudios realizados "in vivo" con animales pare­
cen indicar la existencia de cambios notables en la sin­
tesis de âcidos grasos sintetizados "de nbvo" en diferen 
tes estados nutricionales y de desarrollo del animal.

En los estudios realizados en rata y ratôp (92,93,94) 
se ve un gran aumento de la biosintesis cuando los anima 
les son alimentados con una dieta libre de grasas y una 
notable disminuciôn en ayuno o con una dieta rica en gra 
sa.

También se han apreciado cambios de actividad de la 
Sintetasa durante el desarrollo del higado y cerebro de
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rata (165), higado de rata y ratôn (96,95,165) e higado 
de polio (166).

La actividad de la enzima aumenta extraordinariamente 
en higado después del destete de la rata o del ratôn o de 
la eclosiôn del polio al pasar de una alimentaciôn rica 
en grasa (leche materna en el caso de los mamiferos) a 
otra de bajo contenido en grasa.

En cerebro la mâxima actividad ocurre al final de la 
vida fetal y la actividad especifica va disminuyendo a M  
dida que e|L aminal va progresando en su vida adulte lo 
que implica una regulaciôn diferente que en bigado.

Otro tipo de experimentos realizados "in vivo" para co 
nocer la posible regulaciôn de la âcido grasp sintetasa 
son los realizados sobre la velocidad de sintesis y degra 
daciôn de la enzima.

La cantidad de enzima présente en higado de paloma y 
rata estâ correlacionada con la actividad enzimâtica obte 
nida (107,1018,109).

Cuando se observa la variaciôn que exhibe la actividad 
enzimâtica frente a una alimentaciôn rica en grasa a ra­
tas previamente ayunadas, se ve que aquélla aumenta como 
resultado de un proceso de sintesis adaptative de la enzi 
ma, lo cual se comprueba por la supresiôn de esta sinte­
sis en presencia de inhibidores de la sintesis de protei- 
nas (107,111).

En condiciones de ayuno la velocidad de degradaciôn au 
menta (109) hasta alcanzar a las 48 horas un estado esta- 
cionario.

Parece ser que bajo las condiciones de estado estacio- 
nario los niveles de Acido Qraso Sintetasa hepâtica son



regulados primariamente por la velocidad de sintesis enzi 
mâtica mâs que por la velocidad de degradaciôn (109,111)Ila cual puede jugar un papel en el control de la enzima 
durante periodos de transiciôn de un estado estacionario 
a otro tal como pudiera ser, el de ayuno.

Variaciones en la eficiencia del intercambio de la 
4-fosfopanteteina entre coenzima A y Acido Graso Sinteta­
sa se producen en higado pero no en cerebro de rata. Un 
aumento en el intercambio se origina durante uha alimenta 
ciôn libre de grasas y una disminuciôn durante el ayuno. 
También se ha visto por métodos inmunolôgicos que cambios 
en el contenido enzimâtico (l6l) inciden sobre la activi­
dad enzimâtica.

En tejidos animales se han hecho investigaciones sobre 
la posibilidad de regulaciôn por hormonas del tiroides, 
adrenales y por insulina asi como por niveles de AMP^ 
(95,97,98,99) y aunque se ha obtenido toda una serie de 
resultados sugestivos no puede decirse que se conozca su 
posible mecanismo de actuaciôn sobre la sintetasa.

La posible regulaciôn alostérica de la sintetasa ha si 
do ampliamente postulada.

En presencia de azûcares fosforilados, en especial 
fructosa-l,6-difosfato se ha observado una estiraulaciôn 
de la sintetasa tanto en higado de polio como en E. coli 
(100,101) la cual se supone ocurre por eliminaciôn de la 
inhibiciôn de la enzima por exceso de Malonil-CoA, debido 
a un cambio conformacional. Estos resultados, que no pare 
cen tener significado en condiciones de experimentaciôn 
fisiolôgicas no han podido ser tampoco conPirmados en la 
enzima purificada de higado de ratôn o de paloma (30,59).
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También se ha postuS^do la posibilidad de una retro in­
hibiciôn por palmitoil CoA que es elproducto final de la 
reacciôn. Esta inhibiciôn fue vis ta en levadura (102), hi 
gado dé paloma ( 69) y de rata (103) y de cerebro de rata 
(104) lo cual podrla relacionarse con el que en condicio­
nes de ayuno o dieta rica en grama, en las cuales la acti 
vidad de Acido Graso Sintetasa era baja los niveles de 
aoil-CoA aparecen elevados notablemente (103,105)•

Esta inhibiciôn en el caso de levadura es competitive 
con respecto a malonil-CoA, siendo disminuida en presen­
cia de albûmina de suero.

El hecho de que el centro activo de ambas transferases 
twga los mismos aminoâcidos ha hecho suponer que malôni# 
co y paimitico son transferidps por la misma enzima, lo 
cual podria explicar la competencia entre malonil-CoA y 
palmitoil-CoA (146). En contra de esta hipôtesis esté el 
hecho de que esta competencia puede ser por el grupo tiô- 
lico del complejo en vez de por el centro activo de la 
transferasa (47).

En el caso de higado de paloma (89) la inhibiciôn dé­
pende de la razôn molar de palmitoil-CoA a proteina lo 
que sugiere que la actuaciôn de la palmitoil CoA ocurre 
a modo de detergente y no como inhibidor especifico ya 
que la inhibiciôn irreversible que se produce es similar 
a la prodécida por el dodecil sulfato sôdicOf

La palmitoil-CoA es también un potente inhibidor de la 
Acido Graso Sintetasa de Corynobacterium diphteriae sien-Ido esta inhibiciôn revertida por polisacéridos. Esta inhi 
biciôn se produce también a nivel de malonil transacilasa 
(143).
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1.3. BSPBCIBS EN QUE HA SIDO IDENTIFICADA LA AC|DO, QRASO 
SINTETASA

A lo largo de la présente Introducclôn ha quedado pues 
to de maniflesto el alslamiento de la Acido Qraso Sinteta 
sa de toda una serie de organismes.

El que hasta el momento actual solo se haya realizado 
un estudio profundo de un pequeflo nûmero de estas entida- 
des, junto con el que las especies en las que han sido 
identificadas no sea un nûmero lo suficientemente amplio, 
ha impedido la realizaciôn de cualquier tipo de estudio 
de la variaciôn de sus propiedades a lo largo de la evolu 
ciôn.

Sin embargo si han podido apreciarse algunas diferen- 
cias entre los sistemas multienzimâticos hasta el presen 
te aislados, la més importante de las cuales es que una 
vez realizado el proceso de aislamiento el sistema apare- 
ce fuertemente asociado como complejo multienzimâtico 
(hongos, levaduras, animales y algunas bacteyias) o diso­
ciada en cada uno de los componentes del agr#gado multien 
zimâtico (vegetales y bacterias).

1.3.1. ACIDO GRASO SINTETASA DE VEGETALES
En todos los vegetales hasta el présente estudiados, 

patata, mesocarpo de aguacate, cloroplastos de lechuga y 
espinacas (3,4,42,43) ha aparecido la Sintetasa como un 
con junto de enzimas separadas, sobre las cuales se han 
realizado toda una serie de estudios parciales. Los âci­
dos grasos sintetizados son principalmente paimitico y es 
teârico, utilizando como sustratos acetil-ACP y malonil-
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-AGP y como agentes xeductores NADH y NADPH.
y  ̂ - r  ' L; i \ » ; & . r

%,.3.2# ACIDO GRASO SINTETASA DE BAOTERIAS Jo < - .
Ei sisteMa mâs ektendiâb'en bàëtètiàs de sinteiiî âS^ 

âèi^oi #âsos es él diWociado que ha sido identificado en 
Clostridium Kluyveri, Pseudomomâs, Bacilus subtilis y E. 
coli (1,2,40). Este ûltimo es el caso de Acido Qraso Sin­
tetasa disociada mâs estudiada hasta el presents como ya 
se vio anteriormente.

Todas ellas usan como agentes reductores NADH y NADPH 
sintetizando una amplia variedad de âcidos grasos en fun- 
ciôn de la especie considerada. E. coli produce principal 
mente âcidçs vaccânico y es teârico, aunque también produ­
ce f -hi droxiâcidos entre C__ y C,..' 10 14

B. subtilis (40) es un caso especial debido a que pro­
duce principalmente C^^ y C^^ ramificados con un metilo 
en posiciôn iso o anteiso con respecto al metilo final. 
Esto parece ser debido a que el sustrato utilizado por es 
ta enzima parece no ser acetil-CoA sino los acil dériva* 
dos ramificados 2 metil-butanoil-CoA, isobutiril-CoA e 
isovalerilfCoA los cuales tienen un cierto significado me 
tàbôlico ya que son intermediarios en la degradaciôn de 
isoleucinavalina y leucina respectivamente.

La Acido Graso Sintetasa ha sido también aislada como 
complejo multienzimâtico de Corynobacterium diphtheriae 
(167) cuyo peso molecular estâ entre 2.5 x 10^ y 3.0 x 10^ 
sintetizando principalmente âcido paimitico y requiriendoIcomo nucleôtidos reducidos NADH y NADPH.

También a partir de Micobacterium phlei ha sido aisla- 
da en forma de complejo mu],tienzimâtico con un peso mole-
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.qular de 1.7 x 10^, habiéndose identificado 4-fosfopante­
teina y observado su disociaciôn en tampones de baja fuer 
za iônica (menor a 0.1 M) debido probablemente a la frag- 
mentaciôn del complejo en unidades de peso molecular mis 
pequeho (50). Una caracteristica que diferencia este com­
plejo de los aislados de otras especies es que sintetiza 
âcidos grasos de nûmero par de âtomos de carbono entre 
^14 y Gga pudiendo variar la proporciôn relativa de los 
mâs cortos (c^^ a C^g) con respecto a los mâs largos
a con o sin cambios de la actividad total de la sinte24 —
tasa. Dichos âcidos grasos aparecen como acil-CoA.

En presencia de una serie de polisacâridos MMP (3-o-me 
til manosa) y NGLP (6-o-metil glucosa) aumenta la propor­
ciôn de los de cadena corta frente a los de cadena larga. 
Los monômeros de estos dos polisacâridos junto con manosa 
aparecen asociados a la enzima a lo largo de su aislamien 
to. Todos ellos forman parte de la pared bacteriana y su 
acciôn reguladora se supone a nivel de la formaciôn de un 
complejo con palmitoil-CoA por lo que la transacilasa con 
afinidad mâxima para competiria con otra con afinidad 
hacia y se producirla mâs proporciôn de que ante- 
riormente.

Requiere FMN para la segunda reducciôn acoplado con 
NADH, mientras que en la primera reducciôn participa
NADPH.

Esta enzima es también capaz de elongar oçtanoil-CoA, 
estearil-CoA y palmitoil-CoA.

Una segunda Acido Graso Sintetasa ha sido aislada de 
este organismo con un peso molecular 250,000 cuya activi­
dad depende de la adiciôn de AGP, el cual es fâcilmente
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aislable de los extractos crudos con un peso molecular de 
10,450 y pQsee propiedades simllares a las de otras fuen- 
tes bacterianas# Esta enzima usa solo palmitoil-OoA o es- 
tearil-CoA pero no acetil-GoA como sustrato y podria ser 
el resultado de la disodiadiôn de la primera.

1.3.3. ACIDO QRASO SINTETASA DE HONGOS Y LEVA^URAS
Los estudios realizados con hongos han conducido a la 

identificaciôn de la Acido Graso Sintetasa como complejo 
multienzimâtico de peso molecular 2.6 x 10^ daltons a par 
tir de Pénicillium patulum (183) y a otro complejo multi- 
enzimàtico de Pythium debaryanum (182) que tiene un peso 
molecular de un orden de 4 x 10^, requiriendo para su ac­
tuaciôn acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH y no siendo depen 
diente de AGP para su actividad. Produce G^^ y G^^ tanto 
libres como esterificados. Si se trata con detergentes o 
enzimas proteoliticas no se disocia en subunidades acti­
vas. Puede usar también como sustrato propionil-CoA pero 
no butiril-GoA.

Uno de los complejos de Acido Graso Sintetasa de losI ^que mâs conocimiento se posee en la actualidad es el obte 
nido de leyadura de panaderia (33,46); este qomplejo tie- 
ne un peso molecular de 2.g x 10 y se ha postulado su es 
tructuraciôn a base de très conjuntos funcionales Idénti- 
cos dado que se ha observado la presencia de 3 moles de 
4-fosfopanteteina por mol de enzima. De este complejo se 
ha ai s lado una proteina de peso molecular 16,000 por tra­
tamiento con cioruro de guanidinio y se supone se trata 
del correspondiente AGP. Otro dato caracterigtico de este 
sistema es la participaciôn de FMN en la segunda reduc-
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ciôn.
Desde el punto de vista genético se conoce que el com­

plejo multienzimâtico viene codificado por dos loci dis- 
tintos que no est&n unidos entre si en el genoma; cada 
uno de dichos loci codifies mâs de una de las enzimas corn 
ponentes del complejo (170), teniéndose conocimiento en 
el momento actual de la localizaciôn de las siguientes en 
zimas %

PAS 2 PAS 1 _______ _
DeshidratasaL_pceto reductasa 

enzima condensante — Bnoil reductasa
L-AGP

El posterior estudio (171,172) de la composiciôn en 
subunidades de la Acido Graso Sintetasa ha sugerido que 
los dos loci sean espaces de codificar cadenas polipepti 
dicas multifuncionales y no los componentes enzimâticos 
individuales del complejo.

1.3.4. ACIDO GRASO SINTETASA DE PITOPLAGELADOS
Se ha visto que en el caso de Ghlamydomomas reinhardi 

la Acido Graso Sintetasa es dependiente de AGP poseyendo 
también un sistema de elongaciôn dependiente de palmi­
toil GoA; en este alga los ribosomas de los cloroplastos 
parecen ser los responsables de la biosintesis de la en­
zima.

Un especial interés ofrece el caso de Eugiena graci­
lis (55) por tratarse de un fitoflagelado uniceluiar que 
tiene caracterlsticas potenciales animales y vegetales 
dado que cuando crece a la luz se forman cloroplastos, 
cosa que no ocurre cuando el crecimiento del microorga-
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nismo se produce en la oscuridad.
Bn este segundo caso la Acido Graso Sintetasa aparece 

como un complejo multienzimâtico (I) de peso molecular su 
perior a 650,000, produciendo âcido paimitico como produc 
to principal. Bi estimulada por PMM y es mâs activa en 
presencia de NADPH y NADH que en la de cualquiera de 
ellos por separado.

Cuando crece a la luz sè aislan dos sintetasas, la an­
ter iormente descrita y otra de menor tamaflo (II) que re­
quiere AGP para su actuaciôn y produce esteârico y araqui 
dônico de modo principal y se parece a la de vegetales y

5plantas. Tiene un peso molecular de 3.6 x 10 y parece es 
tar dâbilmente asociada. En cuanto al AGP ha sido purifi- 
cado (164) y tiene un peso molecular de 10,400.

Al igual que en el caso de la Sintetasa de Ghlamydomo­
mas xeinhardy se ha visto que esta sintetasa dependiente 
de AGP se gintetiza en los ribosomas de los cloroplastos 
(56).

Ademâs de estas dos Sintetasas se ha detectado una t %  
cera (III) dependiente de AGP y que cataliza la elonga­
ciôn de acil-CoA desde G^^ si bien es incapaz de utilizer 
acetil-GoA. Actûa tanto en células crecidas a la luz como 
a la oscuridad, se localisa en los cloroplastos y sirve 
para elongar hasta G^g-C^^ los âcidos grasos obtenidos me 
diante la acciôn de cualquiera de las dos Acido Qraso Sin 
tetasas anteriormente descritas.

Existe evidencia de que ésta y la II operan en conjun- 
to para prpducir los âcidos grasos requeridos por la mem- 
brana del çloroplasto. El requerimiento en AGP de II y I H  
puede ser satisfecho por AGP de E. coli.
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1.3.5. ACIDO GRASO SINTETASA DE AVES

Ha sido aislda como complejo multienzimâtico de higado 
de polio (7) con un peso molecular de 508,000 y usa como 
sustratos acetil-CoA y malonil-CoA. Como agente reductor 
usa ûnicamente NADPH y produce âcido paimitico principal 
mente.

De higado de paloma ha sido también aislada como com­
plejo multienzimâtico (31) con un peso molecular de
450,000. Usa como sustratos acetil-CoA y malonil-CoA y 
como agente reductor ûnicamente NADPH» Produce principal 
mente y algo de y C^g bajo la forma de âcidos 
grasos libres dado que posee una palmitoil tioesterasa; 
puede producir también paimitico a base tan solo de malo 
nil-CoA y NADPH rindiendo un 25% de su producciôn normal 
debido a la actuaciôn de una malonil-CoA descarboxilasa. 
Es capaz de sintetizar, en ausencia de NADPH, la lactona 
del âcido triacético a partir de acetil-CoA y malonil- 
-CoA (9).

Un detallado estudio de este sistema se ha realizado 
en la présente introducciôn al examinar los complejos 
multienzimâticos en general, debido a ser el complejo 
multienzimâtico de Acido Graso Sintetasa mâs estudiado 
hasta el présente junto con el de levadura.

1.3.6. ACIDO GRASO SINTETASA DE MAMIFEROS

En mamiferos ha sido identificada en higado, tejido 
adiposo, cerebro, aorta, intestino y glândula mamaria 
suponiéndose que estâ ausente en corazôn donde también 
se ha intentado identificar (188).
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La puriflcaclôn de la enzima se ha realizado a partir 
de higado y glândula mamaria. En el primer caso la purifi 
caciôn se ha realizado a partir de higado de cerdo (157) 
en el que aparece como complejo multienzimâtico de peso 
molecular 5*0 x 10^ que exhibe ademâs de su capacidad de 
biosintesis de âcidos grasos, paimitico principalmente, 
otra de oxidoreductasa dependiente de NADPH hacia cetonas 
aliciclicas; esta actividad se adscribe al componente 
^-cetoacil-^CP-reductasa del complejo multienzimâtico.

La âcido graso sintetasa de higado de rata es de to-Idas las de higado de mamiferos la que ha sido objeto de 
estudio mâs profundo. Ha sido aislada como complejo mul­
tienzimâtico (9) con un peso molecular de 540,000 siendo 
paimitico libre el âcido graso que se produce en mayor 
proporci&q. Al igual que ocurria con la de higado de palo 
ma posee actividad de malonil-CoA descarboxilasa y sinte­
tiza la lactona del âcido triacético a partir de acetil- 
-CoA y malonil-CoA en ausencia de NADPH, ûnico agente re­
ductor que utilize esta enzima#

Un dato a destacar es que los aminoâcidos que se en- 
cuentran alrededor de la 4-fosfopanteteina son los mismos 
que aparecen en la zona correspondiente del AGP de B#coli.

El aislamiento de la Acido Graso Sintetasa de higado 
de perro ^184) présenta el interés de que es el primer 
complejo multienzimâtico de mamiferos en quq se ha aisla- 
do una proteina con funciôn équivalente a Ig del AGP del 
complejo fâcilmente disociable#

También de higado humano ha sido aislada la Acido Gra­
so Sintetasa (156) con un peso molecular de 410,000^20,000 
produciendo principalmente âcido paimitico libre. Se ha
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.^identificado la existencia de 4-fosfopanteteina y utilisa 
como sustrato tanto açetil-CoA como butiril-CoA,

Bytiril-CoA es inclugo mâs efectivo que acetil-CoA, co 
sa qqe también ocurre en preparaciones de glândula mama­
ria y de higado de conejo y rata (152,153), habiéndose 
çomprobado en estos çasos que el 90% de la acetil-CoA se 
çonvierte en butiril-CoA antes de la condensaciôn con ma- 
lonil-CoA.

En trabajos realizados con glândula mamaria de cabra 
(150) se ha observado en la fracciôn soluble la presencia 
de enzimas que catalizan el reverso de la p-oxidaciôn, es 
to es, acetoacil-CoA tiolasa, acetoacil-CoA reductasa de­
pendiente de NADH y crotonil-CoA hidrasa.

Esto parece ir en contra de la consideraciôn general- 
'mente admitida de que acetil-CoA es junto con malonil-CoA 
el sustrato universal de la reacciôn. Esta idea se debe a 
que las primeras investigaciones se realizaron con bacte­
rias, higado de paloma y levadura donde Ig presencia de 
acetil-CoA como sustrato generalizô la impresiôn de su em 
pleo en todas las demâs sintetasas.

La peculiaridad que la glândula mamaria exhibe de sin­
tetizar âcidos grasos de cadena media y corta présentes 
en los triglicéridos de la leche, ha hecho objeto a la 
Acido Graso Sintetasa de este tejido de un# particular 
atenciôn. En el caso de rata (147) se ha aislado con un 
peso molecular de 478,000 apareciendo muy similar en cuan 
to a sus propiedades a los complejos purificados de higa­
do de paloma y rata. Es lâbil al frio y se disocia recupe 
rândose la actividad entre 20®C y 30ac (149). Sintetiza 
ademâs de paimitico âcidos grasos de eadena corta y media.



— 65 —

De CObaya (162) se ha aislado con un peso molecular de
400,000. Sintetiza âcidos grasos en cantidades aprecia-
bles desde C . a C_o, siendo C_, el producto prédominante.4 lo lo

A partir de vaca (159) ha sido aislada con un peso mo­
lecular de 450,000 observândose que cuando la relaciôn 
Acetil-CoA/malonil CoA disminuye, la longitud de la cade­
na de los âcidos grasos pro'ducidos también disminuye ; he­
cho que ocurre asîmismo a partir de glândula mamaria de 
otros orlgenes. Butiril-CoA se forma en cantidad aprecia- 
ble mientras que los âcidos grasos comprendidos entre 
y 0^2 aparecen en pequefias cantidades.

La Acido Graso Sintetasa aislada de glândula mamaria 
de conejo (6) se diferencia de las anteriores en que tie-5ne un peso molecular de 9.1 x 10 . El principal âcido 
graso producido es pero también sintetiza cantidades 
significatives de âcidos grasos de cadena media y corta.

La formaciôn de âcidos grasos de eadena media y corta 
por la Acido Graso Sintetasa de glândula mamaria parece 
ofrecer un mecanismo singular en este tejido y que, qui- 
zâs, pueda deberse a algùn factor extrinseco a la protei 
na misma ya que ésta, una vez purificada, sintetiza prin 
cipalmente âcido paimitico (6,10). Uno de estos factores 
podrla ser la Acetil-^oA carboxilasa (154) ya que como 
se indicé anteriormente la relaciôn de Acetil-CoA/malo- 
nil CoA influye "in vitro" sobre la terminaciôn de la ca 
dena.

También podria deberse a una especificidad de las tio 
quimasas por una determinada longitud de cadena o de las 
acil-transferosas que participan en la sintesis de fosfo 
lipidos y triglicéridos (149).
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Cuando la sintesis de âcidos grasos se investlga con 
homogeneizados libre de células de glândula mamaria de co 
nejo, o fracciôn microsomal y sobrenadante, o bien éste 
ûltimo, se obtiene una alta proporciôn de Cg y C^^ que 
aparecen en la leche en un 65% (6). Esto ocurre cuando se 
usa una concentraciôn alta de proteinas; al disminuir la 
concentraciôn a menos de 1 mg/ml se produce un progresivo 
aumento de la proporciôn de y C^g^o P®** qve la
sintesis podria venir controiada por algùn factor présen­
te en la fracciôn sobrenadante•

1.3.7. ACIDO GRASO SINTETASA DE PECES
Se ha aislado del higado de Pleuronectes platessaK

(199) mostrando un peso molecular de 4.8 x 10 .

1.3.8. ACIDO GRASO SINTETASA DE INSBCTOS

Aunque sobre la biosintesis de âcidos grasos en insec­
tes se han realizado toda una serie de estudios en una am 
plia variedad de especies, hasta el présente no se ha lie 
vado a cabo el aislamiento y caracterizaciôn de la Acido 
Graso Sintetasa. El desconocimiento de este sistema enzi­
mâtico puede hacerse extensive a los invertebrados en ge­
neral .

Asi, pues, el aislamiento, caracterizaciôn y estudio 
de los requerimientos funcionales de la actividad del sis 
tema Acidp Graso Sintetasa del insecte Ceratitis capitata 
ha constituido el elemento central de la investigaciôn ob 
jeto de esta Tesis Doctoral.



2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. CULTIVO DEL INSECTO

El material biolôgico utilizado a lo largo de toda la 
experimentaciôn, ha sido el insecto holometabolo Cerati­
tis capitata, criado artificialmente en el laboratorio.

Las condiciones ambientales de luminosidad, temperatu 
ra (27®C), humedad (saturaciôn) asi como las dietas ali- 
menticias empleadas se mantienen constantes para lograr 
la mâxima constancia posible en el ciclo de reproducciôn 
del insecto.

Los huevos se siembran en bandejas con una dieta ali- 
menticia compuesta por:

Sacarosa
Hidrolizado de levadura de cerveza
Salvado 
Agua
CIH al 1%
Levadura de pan 
Suero de leche 
Nipagin 
Nipasol

Las larvas eclosionan antes de las 48 horas y se desa 
rrollan en este medio, atravesando cuatro estados larva- 
rios.

Al cabo de 8 dias saltan espontâneamente, siendo reco 
gidas sobre depôsitos que contienen serrin. La larva, 
que habia dejado de alimentarse, se introduce en él para 
pupar, endureciendo su cuticula hasta quedar inmôvil.

En pocas horas, pasando por un estado de prepupa se 
transforma en pupa-farato. Segûn Hinton (176), en dipte- 
ros este estado dura algunas horas, para aparecer a con-

150 g
15 g

455 g
550 ml
10 ml
6 g
50 g
1 g
1 g

y se desa
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tinuaciôn los caractères morfolôgicos del adulto (adulto 
farato). En esta fase se fqrmarâ dentro del pupario lo 
que serâ el insecto adulto.

Al cabo de 9 dlas se produce la emerge^cla del insec­
to rompiendo la cuticula que lo envuelve. Se mantienen en 
jaulas apropiadas, con dietas sôlidas de sacarosa e hidro 
lizado de levadura en proporciôn 4:1. El agua se aporta 
embebida en un gel de agar.

Después de 7-8 dias alcanzan su madurez sexual ocu- 
rriendo la copulaciôn y el comienzo de un nuevo ciclo con 
la puesta de los huevos. Estos son posteriormente sembra- 
dos en nuevas bandejas.

2.2. VALORACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN PREPARADO 
ENZIMATICO TOTAL DEL INSECTO A LO LARGO DE SU DESA­
RROLLO

2.2.1. PREPARACION DE HOMOGENIZADOS TOTALES
Una vez limpios los insectos, como se describirâ en

2.3.1., se procédé a su homogenizaciôn en un Potter-Bl- 
vehjem de vidrio con émbolo de teflôn, en soluciôn tam­
pôn Tris 0.05 M a pH 7.4 en proporciôn variable segûn la 
fase de desarrollo del insecto, de modo que resuite una 
concentraciôn de proteinas de 20 mgr/ml. Todas las opera 
ciones se realizan en baflo de hielo.

Los homogeneizados brutos se filtran por très capas 
de gasa a tubos de centrifuge con el fin de eliminar res 
tos groseros. Los filtrados se centrifugan 10 minutes a
1,500 g en una centrifuge Servait refrigerada entre 0® y 
2®C.
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El sobrenadante se considéra como un preparado enzimà- 
tico total. Se homogenizan 22 etapas del desarrollo del 
insecto, huevo, 4 de larva (4, 5, 6 y 7 dias) 1 de pupa,
9 de adulto farato (cada dia) y 3 de adulto (de 1, 3, 10 
dias), es decir, una representaciôn del ciclo complete 
tal como se desarrolla en la multiplicaciôn artificial en 
el laboratorio.

2.2.2. VALORACION DE ACETIL-CoA CARBOXILASA
La mezcla de incubaciôn contiene por ml de incubaciôn 

6 ^moles de ATP, 2 de Cl^Mg, 3 de citrato, 10 de CO^HK 
(4 pCi), 2.3 de mercapto etanol, 20 de fosfato potâsico a 
un pH de 7.4 y 10 mg de preparado enzimâtico total en un 
volumen final de 0.5 ml.

La incubaciôn se realiza durante 30 minutes en un baflo 
de agua a 37®C deteniéndose la reacciôn con la adiciôn de 
0.1 ml de CIH 6N. El contenido del vial de incubaciôn se 
lleva a sequedad en un desecador a vacio y se afladen 2.5 
ml de liquide de centelleo formado por 10.5 g de PPO,
0.45 g de POPOP, 150 gr. de naftaleno, dioxano hasta
1,500 ml de soluciôn y agua hasta 1,800 ml.

El contaje de radiactividad se realiza en las condicio 
nés descritas en 2.7.4.

2.2.3. VALQRACION DE ACIDOS GRASOS TOTALES
La mezcla de incubaciôn contiene por mol de incubaciôn 

6 ^oles de ATP, 2 de Cl^Mg, 2 de acetato sôdico (5 ̂ Ci), 
3 de citrato, 1 mg de estreptomicina, 20 de fosfatp potâ- 
sico a un pH final de 7.4 y 10 mg de preparado enzimâtico 
total en un volumen final de 1 ml.
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La incubaciôn se realiza a dos tiempos (30 y 120 minu­
tes) en un barlo de agua a 37®C.

La reacciôn se detiene con 2.1 ml de metanol y 1 ml de 
cioroformo y la extracciôn de los âcidos grasos formados, 
asi como su posterior contaje se realizan segûn el método 
descrito en 2.7.3.1. y 2.7.4.

2.3. AISLAMIENTO Y PURIPICACION DE LA ACIDO GRASO SINTETA
SA

2.3.1. H0M06ENBIZACI0N DEL MATERIAL BIOLOGICO
Previamente los insectos se limpian adecuadamente segûn 

su estado de desarrollo.
La larvas utilizadas son de 6 dias. Manualmente se éli­

mina la mayor parte de la dieta y se transfieren a un ta- 
miz de malla apropiada colocado sobre un recipients. Duran 
te 2 a 3 horas las larvas van atravesando el tamiz, siendo 
recogidas en el recipients inferior del cual son transfer! 
das a boisas de plâstico donde son congeladas en aire li­
quide y se conservan a -60®C hasta su posterior utiliza- 
ciôn.

Los adultos faratos utilizados de 5 y 8 dias se separan 
del serrin por decantaciôn con agua, lavândose posterior- 
mente varias veces con agua destilada y guardândose a con- 
tinuaciôn en congelador a -60®C.

En el momento de su utilizaciôn tanto la larva como el 
adulto farato se descongelan en agua destilada a temperatu 
ra ambiante y una vez descongelados se lavan dos veces con 
agua destilada. El material a utilizer se homogénéisa en 
tampôn fosfato potâsico 0.1 a pH 7.5 con mercapto etanol y
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EDTA en las proporciones que se indican en los esquemas 1 
y 2. La homogeneizaciôn se réalisa en un OMNI-MIXER de as 
pas durante 9 minutes en périodes de 3 minutes.

2.3.2. ÜBTBNCION DE LA PRACCION SOLUBLE
El homegeneizade, asi obtenide, se centrifuge a conti­

nuée iôn a 16,300 g durante 10 minutes en une centrifuge 
SORVALL RC2B refrigerada entre 2 y 4*0.

El precipitade se deshecha y el sebrenadante se centri 
fuga de nuevo a 95,000 g durante 90 minutes en una ultra- 
centrifuga Beckman medele L-4 clase Q cen un rotor tipo 
40.

Nuevamente se deshecha el precipitade y el sobrenadan- 
te se utilize para las sucesivas etapas.

2.3#3. TRATAMIENTO CON SULPATO AMONICO
Esta etapa se realize de des fermas diferentes.
Precedimiente A: Se utilize una ûnica cencentraciôn de 

(NH^lgSO^. Este se aflade lentamente y cen una espàtula a 
la fracciôn soluble ebtenid^ en la etapa anterior, la 
cual se mantiene en agitaciôn constante per medie de un 
agitader magnético.

Una vez alcanzada la cencentraciôn de sulfate amônice 
deseada se mantiene la agitaciôn durante 30 minutes al ca 
be de les cuales se centrifuge la seluciôn a 23,300 g du­
rante 30 minutes.

El sebrenadante se deshecha y el precipitade se redi- 
suelve en tampôn fesfate 0.1 M manteniende la suspensiôn 
durante un période de 40 minutes a 1 here; transcurride 
este tiempe se centrifuge a 23,300 g durante 30 minutes
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utilizando el sebrenadante ebtenide para la etapa slgui% 
te de purificaci&n.

Precedimiente B : La fracciôn soluble ebtenida en la ul 
tracentrifugaciôn se précipita entre dos cencentracienes 
de sulfate amônice, para le cual se precede anâlogamente 
al case anterior utilizando la cencentraciôn màs baja de

(«8 4 )2:0 4 '
Una vez realizada la centrifugaciôn en Seryall se des- 

precia el precipitade y el sebrenadante se vuelve a tra- 
tar cen la cantidad de (NH^lgSO^ que reste para alcanzar 
la cencentraciôn superior de éste, velviéndose a tener 
agitande unes 30 minutes, al cabe de les cuales se réali­
sa una nueva centrifugaciôn de 23,300 g.durante 30 minu­
tes.

El precipitade de esta centrifugaciôn se redisuelve en 
tampôn fesfate 0.1 M y el sebrenadante obtenide de la cen 
trifugaciôn a 23,300 g durante 30 minutes se utilisa para 
la siguiente etapa de purificaciôn.

2.3.4. DIALISIS Y TRATAMIENTO CON SULPATO DE PROTAMINA
La eliminaciôn de les restes de sulfate amônice se lie 

va a cabe mediante diâlisis frente a tampôn fesfate de la 
misma cencentraciôn que la de la muestra.

Dicha diâlisis se ha realizade en boisas de diâlisis 
dentro de un vase cen cince litres de tampôn fesfate du­
rante una neche, en câmara fria, pere a la vista de la 
pêrdida de actividad en funciôn del tiempe de diâlisis, 
se ha pasade a realizarla en un ultrafiltrader G/HPU-1 de 
acetate de celulosa de fibra hueca en cuye interior perma 
nece la seluciôn a dializar, pasando por las fibras hue- '
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cas una corriente de tampôn fresco que realize la elimina­
ciôn del sulfate amônice.

El tratamiente cen sulfate de pretamina se realize pa­
ra ebviar la pesible interferencia de âcidos nucléices a 
le large de la purificaciôn y que pedrlan competir cen la 
Sintetasa (proteina âcida) en el posterior tratamiente 
cen DEAE.

Después del tratamiente cen (NH^lgSO^, una seluciôn al 
1% de sulfate de pretamina en tampôn fesfate petâsice a pH 
7#5 se aflade geta a geta y cen agitaciôn, hasta cempletar 
la cantidad de 0.12 mg de ésta per cada mĝ  de pretelna, 
manteniéndose pesteriermente la agitaciôn durante 30 minu 
tes. El precipitade preducide se élimina per centrifuga­
ciôn a 23,300 g durante 15 minutes realiz&ndese a conti- 
nuaciôn una diâlisis cerne la anteriermente descrita.

2.3.5. TRATAMIENTO CON GEL DE POSFATO CALCICO
Se Utilize para su prepalraciôn el métede de Keilin y 

Hartree (177). Se diluyen 150 ml de una seluqiôn de cloru 
re câlcice (132 g de CaCl^.ô R^O per litre) hasta 1,600 
ml cen agua destilada y se aftaden 150 ml de una seluciôn 
de fesfate trisôdice (i52 g de NagP0^.12 H^O per litre) 
cen pH 7.5-7.8 cen âcide acétice diluide al 10% (v/v).

El precipitade ebtenide se lava varias veçes per decan 
taciôn cen agua destilada realizândese finaln^ente un ùlti 
me lavade sobre embude Buchner, guardândese a centinuaciôn 
el gel obtenide (disuelte en una pequefla cantidad de agua) 
a 4*C y en la oscuridad para legrar su tenvejecimiento” du 
rante périodes de tiempe de 6 meses.

La diseluciôn ebtenida del tratamiente cen (NH^) ̂ 30^
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se trata con cantidades variables de gel de fosfato c&l 
cico en Àinciôn de la cantidad de proteina présente pro 
curando mantener la relaciôn geliproteina en la propor- 
ciôn 1:1.

Después de un contacte de 6 minutes se centrifuga la 
mezcla durante 10 minutes a 3,200 g.

El sebrenadante se élimina y el precipitade se trata 
cen 30 ml detampôn fesfate 0.02 M pH 7*5, cen el que se 
tiene en contacte 10 minutes y se recege el sebrenadante.

El precipitade se vuelve a tratar cen 20 ml del mismo 
tampôn, cen el que se tiene en contacte 10 minutes rece- 
giéndese el sebrenadante que se mezcla cen el anterior.

2.3.6. PURIFICACION POR CROMATOGRAPIA SOBRE DBAE-CELULOSA
La DEAE-celulosa (dietilamine etil-celulesa) utilizada 

es del tipe DE52 microgranulada Whatman.
Para su utilizaciôn se suspendiô en tampôn fesfate 

0.01 H pH 3 renovéndese el tampôn hasta que la résina que 
dô a un pH aproximade de 4.5.

A centinuaciôn se élimina el aire y CO^ peniende la re 
sina en un kitasate cenectade a una trempa de vacie y cen 
agitaciôn constante cen un agitader magnético durante 3 ô 
4 heras al cabe de las cuales, y una vez eliminadas tedas 
las burbujas, se llevô a pH 7.5 por sucesive$ lavades cen 
tampôn fesfate 0.01 M.

A centinuaciôn, la résina ya esté en cendicienes de 
ser empaquetada, para le cual se pene en la parte infe­
rior de la celumna un pece de tampôn fosfato 0.01 a pH
7.5 y se aflade la résina suspendida en tampôn per la par­
te superior de la celumna. La résina se deja sedimentar
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espontâneamente con un flu jo de tampôn de 20 ml/hora.
Una vez empaquetada la columna ya esté en condiciones 

para su posterior uso.
La disoluciôn de proteina se pasa por la columna con un 

flujo de 20-25 ml/hora; la columna se lava seguidamente 
con tampôn fosfato 0.01 M, pH 7.5, con lo que solo quedan 
retenidas las proteinas con afinidad por el DEAE.

La eluciôn de las proteinas se puede realizar de dos 
formas: a) mediante gradients continue de tampôn fesfate,
pH 7.5, 0.01 M-0.7 M; b) mediante gradiente discontinue 
de sucesives tampenes fesfate a diferentes cencentracienes 
y recegiende la proteina eluida a la cencentraciôn del tam 
pôn que nos interese.

La identificaciôn de las sucesivas proteinas eluidas se 
realiza midiende la abserbancia de les tubes de celector a 
280 nm en un espectrefotômetre Beckman DB-6.

2.3.7. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA SOBRE COLUMNA DE SB- 
PHADEX G-150

Sephadex 6-150 se prépara per hinchamiento en un excese 
de tampôn fesfate 0.01 M durante très dias en presencia de 
hibitane al 0.002%.

A centinuaciôn se élimina el aire de la misma forma que 
se hize para el DEAE-celulesa.

El empaquetamiente del Sephadex se realiza peniende en 
la celumna una pequefla cantidad de tampôn fesfate 0.25 M y 
a&adiende a centinuaciôn el gel fermado per la parte supe­
rior de la columna a la que se ha aceplado un enbude. Du­
rante unes minutes se mantiene la columna ceryada hasta 
que el Sephadex se deposits 1-2 cm y permitiendo después
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su sedimentaciôn con un flujo de 5-6 ml/hora.
Una vez empaquetada la columna se équilibra con el tam 

pôn de eluciôn, del cual se pasa un volumen équivalente a 
dos veces y media el volumen de la columna utilizando un 
flujo de 15-20 ml/hora.

Finalmente para comprobar el empaquetamiente se pasa 
azul de dextrane.

La disoluciôn de proteinas ebtenida después del trata- 
miento con DEAE-celulesa se pasa per la columna Sephadex 
llevando a cabo la eluciôn cen tampôn fesfate 0.25 M, pH
7.3. La identificaciôn de las proteinas eluidas se reali­
za corne en el case del DEAE-celulosa.

2.4. METODpS DE CONCBNTRACION DE PROTEINAS

2.4.1. CONCENTRACION EN POLIYINIL PIRROLIDONA
Una boisa de diâlisis conteniendo la soluciôn de pre- 

teina a concentrer se introduce en una soluciôn muy cen- 
centrada de polivinil pirrolidona.

El agua tiende a atravesar la boisa de diâlisis para 
equilibrar la cencentraciôn de ambas solucienes con le 
que la proteina se concentra.

Realizamos la operaciôn en câmara fria (490) con agita 
ciôn de la seluciôn de polivinil pirrolidona,

2.4.2. CONCBNTRACION CON SEPHADEX
Se han utilizade para este prepôsite Sephadex G-25, 

G-50 y G-75 "coarse" de limites de exclusiôn 5,000, 30,000 
y 70,000 de peso molecular, respectivamente. Se ahade Se­
phadex seco a la seluciôn de proteina; el agua y las sus-
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tancias de peso molecular inferior al limite de exclusiôn 
penetran en los granos de Sephadex permaneciendo en la so 
luciôn externa las sustancias de alto peso molecular.

La operaciôn se realiza en tubos de centrifuga introdu 
cidos en baho de hielo; después de unos minutos se sépara 
de la mezcla el gel por centrifugaciôn quedando en el so- 
brenadante la soluciôn concentrada de proteina.

2.4.3. CONCBNTRACION EN LYPH06EL

El fundamento es el mismo que en 2.4.2. siendo el limi 
te de exclusiôn en este caso 20,000. El agua y las sustan 
cias de bajo peso molecular se embeben en el lyphogel se- 
parândose fécilmente la soluciôn extema con una pipe ta 
Pasteur. El proceso es mas largo (1 g de lyphogel concen­
tra 3 ml en 5 horas) y también en este caso se realiza la 
operaciôn en baho de hielo.

El lyphogel utilizado se récupéra fécilmente mediante 
sucesivos lavados con agua destilada secando a continua- 
ciôn en estufa a 60*C.

1

2.4.4. CONCENTRACION EN ULTRAPILTRADOR b/HPU-1

La soluciôn a concentrar se coloca en el interior de 
la célula de ultrafiltraciôn, tapéndose sus dos salidas 
asi como una de las dos salidas de la fibra hueca, cuya 
otra salida se conecta a una trompa de vacio, de esta for 
ma el disolvente sale por dicha salida con lo que la solu 
ciôn se va concentrando paulatinamente.

2.4.5. CONCBNTRACION CON CBLULAS DE ULTRAFILTRACION AMICON 
La soluciôn a concentrar se pone en el interior de una
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célula de ultrafiltraciôn modèle UF52 de 60 ml de capaci- 
dad en cuyo fondo se pone una membrane de diâlisis PM 10 
de 43 mm. de diâmetro.

Por la parte superior se pasa una corriente de Ng, a 
una presiôn mâxima de 3 atmôsferas, con lo que se logra 
una concentraciôn de la proteina desde un volumen inicial 
de 50 ml a 6 ml en un tiempo de aproximadamente dos horas <

La operaciôn se realiza en câmara fria entre 6 y 10*0 
de temperature.

2.5. FRACCIONAMIENTO SUBCBLULAR

Se parte de 10 g de larva congelada que se disuelven 
en 40 ml de un tampôn formado por sacarosa 0.25 M y TRIS 
0.05 M, pH 7.4.

La homogeneizaciôn se realiza en un Potter-filvehjem de 
vidrio con émbolo de teflôn.

fil homogeneizado obtenido se filtra por très capas de 
gasa y el filtrado se centrifuga 8 minutos a 1,475 g.

El precipitado se desprecia y el sobrenadante que se 
considéra como homogeneizado total se centrifuga 10 minu­
tos a 9,000 g, obteniéndose un sobrenadante S y un preci­
pitado P.

El precipitado P se resuspende en 4.5 ml dé medio de 
homogeneizaciôn y se centrifuga 10 minutos a 9,000 g eli- 
minândose el sobrenadante y volviendo a resuspender el 
precipitado en 5 ml. Nuevamente se centrifuga 10 minutos 
a 9,000 g y el precipitado asi obtenido es el que se usa 
como fracciôn mitocondrial una vez disuelto de forma que 
contenga la concentraciôn de proteina deseada para el ex- 
perimento a realizar.
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FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR
20 a . » |o  .1  « a i»

HomogeneizaciôniCentrifugaciôn 1,475 x g durante 8*
i _______________

Sobrenadante s  HOMOGENEIZADO TOTALi Precipitado 
{se desprecia)

Centrifugaciôn 9,000 x g durante 10'i
1

Sobrenadante
iCentrifugaciôn 95,250 xg

durante 1 'h

SobrenadanteIIIFRACCION SO­
LUBLE

precipitado
i ,

Suspensiôn en 
10 ml de medio

iCentrifugaciôn 
a 95,250 xg <3̂  
rante 1 hora*"

precipitado
Suspensiôn en 4.5 ml 

de medio
4

Centrifugaciôn 9,000 xg 10*
Sobrenadante
decantado

precipitado

Suspensiôn 
en 5 ml

iCentrifugaciôn 
9,000 xg 10' 

________ I____
Sobrenadante
decantado

precipitado

Suspensiôn en 
10 ml de medioiCentrifugaciôn 
a 95,250 xg du 
rante 1 hora

Sobrenadante
decantado

precipitado
FRACCION MI 
TOCONDRIAL~"

Sobrenadante precipitado 
decantado FRACCION MICROSOMAL
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El sobrenadante S se centrifuga 1 hora a 100,000 g ob- 
tenlêndose un sobrenadante que consideraremos como frac­
ciôn soluble y un precipitado que lavamos dos veces con 
10 ml de tampôn de homogeneizaciôn, centrifugando de nue­
vo a 100,000 g durante una hora.

Una vez realizados estos lavados, el precipitado obte­
nido lo considérâmes como fracciôn microsomal. Para su 
utilizaciôn lo redisolveremos de forma que contenga la 
concentraciôn de proteina deseada en el experimento a rea 
lizar.

La pureza de las fracciones obtenidas siguiendo este 
método de fraccionaraiento se comprueba utilizando como en 
zimas marçadoras: glutâmico deshidrogenasa para la frac­
ciôn mitocondrial (189), glucosa-6-fosfatasa para la frac 
ciôn microsomal (190) y l&ctico deshidrogenasa para la 
fracciôn soluble (191).

2.5.1. VALORACION DEL SISTBMA DE ELONGACXON DE ACZDOS GRA 
80S EN MZTOCONDRZAS

Se basa en la utilizada por Vit-Peeters (192).
La mezcla de incubaciôn esté forsmda por%
ICI 90 mM
EDTA 1 mM
Mgcig 5 mM
NADH 1.5 mM
ATP 5 mM
Acetil-CoA 50 mM (0.1 ;iCi)
Fosfato pot&sico 0.1 M, PH 7.5

y fracciôn mitocondrial con una concetraciôn de proteina 
de 0.2 mg/ml en un ml de incubaciôn.
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Se realiza la incubaciôn a 37*0 durante 30 minutes y 
se detiene con KOH al 50%.

El método de extracciôn de los écidos grasos formados 
es el descrito en 2.8.3.a* La radiactividad se mide segùn 
2.8.4 .

2.6. VALORACION DE PROTEINAS

2.6.1. METODO DE LOVRY (193)
Reactivos:
Soluciôn A : 2% Na 00 en 0.1 N de NaOH! ^ O
Soluciôn B % 0.5% de CuSO^.5 H^O en 1% de tartrato sô 

dico potésico.
Reactivo Polin-Ciocalteau
Se prépara una mezcla de las soluciones A y B en pro- 

porciôn 50:1 en el momento de efectuar la valoraciôn y se 
afiaden 5 ml de esta mezcla a 1 ml de la soluciôn problème 
cuyo contenido de proteina esté comprendido entre 150 y 
900 Jf/ml ô entre 10-100 y/ml. Se agita la mezcla y se de­
ja a temperatura ambiente durante 30 minutos después de 
los cuales se aflade a cada tubo 0.5 ml de reactivo Polin- 
-Oiocalteau con agitaciôn inmediata y se deja la mezcla 
40 minutos a temperatura ambiente. Aparece una coloraciôn 
azul cuya absorbancia se mide a 500 nm para concentracio- 
nes entre 150-900 y/ml y a 740 nm para concentraciones 
10-100 y/ml.

Oomo blanco en ambos casos se utiliza una mezcla igual 
mente preparada, sustituyendo la proteina con agua desti­
lada.

El contenido de proteina se deduce a partir de curvas
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patrôn construldas con los datos de absorbancia de distin 
tas concentraciones de albûmina dentro de los limites es- 
tablecidos % a 740 nm 10-100 y/ml 

a 500 nm 150-900 y/ml 
En algunas etapas de purificaciôn, el exceso de fosfa­

to potâsico produce la apariciôn de un precipitado blanco 
que se sépara por centrifugaciôn, realizando las medidas 
de absorbancia en el sobrenadante sin que aparentemente 
se altéré la medida.

2.6.2. METODO DEL BIURET
A) Reactivos: (194)

- 4 g de CuSO^.5 HgO en 100 ml de H^Q destilada afla 
diendo 2 ml de glicerina.

- 80 g de NaOH en 400 ml de agua destilada.
Se mezclan ambas soluciones y se lleva a un volumen final
de 1 litro. #

La muestra se mezcla con la soluciôn de Biuret en las
siguientes proporciones:

.1 vol. de problems + 2 vol. de sol. B i u r e t para mues
tras no co 
loreadas ~

1 vol. de problems + 5 vol. de sol. B i u r # t p a r a  mues-
tras colo- 
readas

Después de llevar a cabo la mezcla se tienen en contac­
te durante 10 minutos, al cabo de los cuales se mide su ab 
sorbancia a 540 nm.

B) Reactivos: (195)
1.5 g de CuSO^.5 H^O y 6 g de tartrato sôdico pot&sico 

en 500 ml de agua destilada. Se aflade NaOH al 10% libre de
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carbonatos (300 ml). Se afladen 2 g de II para evitar la 
autoreducciônv La soluciôn se lleva a dos litros y se al- 
macena en botella de polietileno.

Determinaciôn de la proteina:
Â 1 ml de la muestra que contiens 1-10 mg de proteina 

se afladen 4 ml del reactivo dej&ndose 30 minutos a tempe­
ratura ambiente. Se mide después absorbancia a 340-650 nm,

Interfieren en la medida las sales de amonio.
C) Microbiuret
Reactivos:
Se disuelven 173 g de citrato sôdico y 100 g de carbo­

nate sôdico en agua caliente (no hirviendo). Se ahaden 
17.3 g de sulfato cûprico en 100 ml de agua destilada y 
la mezcla se lleva a 1 litro con agua destilada. Este es 
el reactivo de Benedict.

A la muestra que contiens de 0.1-2 mg de proteina di- 
sueltos en 4 ml de soluciôn de NaOH al 3% se afladen 0.2 
ml de reactivo y se miden absorbancias a 330 nm después 
de 15 minutos a temperatura ambiente.

2.6.3. METODO DE VARBUR6 Y CHRISTIAN (196)

Esté basado en la comparaciôn de densidades ôpticas a 
280 y 260 nm. Warburg y Christian han determinado la ab- 
sorciôn a estas longitudes de onda de mezclas conocidas 
de proteinas y écidos nucleicos y recopilando datos para 
la éstimaciôn de la cantidad de proteina deducible de es 
tos valores, con la condiciôn dé que el contenido en &ci 
dos nucleicos no exceda del 20% del total.

Con objeto de évitar la necesidad del uso de tablas, 
lalckar introduce la ecuaciôn:
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Proteina (mg/ml) • 1.45 ®^28o" 0*74 DOg^^

2.6.4. VALORACION DB PROTEINAS POR MSDIDA DB ABSORCION A 
215-225 NM

Se efectuô por medida directa de absorbancias a 215, 
220-225 nm donde se supone proporcionalidad para concentra 
clones entre 20-100 ̂ g/ml.

Para la confecciôn de rectas patrones se utilizaron dis 
tintas concentraciones de albûmina en el mismo tampôn fos 
fato en el que van disueltas las muestra# de proteinas a 
valorar.

2.7. VALORACION DB ACTIVIDAD BNZIHATICA

2.7.1. METODO BSPBCTROPOTOMBTRICO
La valoraciôn se basa en la lectura de la disminuciôn 

de absorbancia medida a 340 nm, debida a la desapariciôn 
de NADPH en el proceso de biosintesis ftde novo" de los 
âcidos grasos.

La mezcla de reacciôn es%
Fosfato pot&sico 0.25 M pH 7.5
Mercapto etanol 200 jxti
EDTA 400 ;%M
Acetil-OoA 12 /JM

NADPH ^00 ;aM
Malonil-CoA 43 jiM
Enzima 1-10 miliunidades
en un volumen final de 2 ml.
Una miliunidad de enzima es la cantidad de ésta que ba
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jo las condiciones del ensayo espectrofotométrico consume 
1 mpmol de Malonil-CoA por minuto (correspondiente a 2 
nyimol NADPH 6 a un cambio de densidad ôptica de 0.006).

En primer lugar se mide el descenso de la densidad Ô£ 
tica de un blanco construido por todos los elementos de 
la reacciôn a excepciôn de Malonil-CoA; después de 3-4 ml 
nutos se adiciona el sustrato (malonil-CoA) y se mide asi 
el grado de oxidaciôn total, al que habrÂ que MStar el 
grado de oxidaciôn del NADPH en el blanco.

2.7.2. METODO RADIACTIVO
La actividad de icido graso sintetasa fue ensayada por

14estudio de la incorporaciôn de Acetil-CoA-1 C en écidos 
grasos•

La mezcla de incubaciôn fue:
l^^C Acetil-CoA 13.5 nyiM (0.05;iCi/ml inc.)
Mercapto etanol 3 mM
EDTA 3 mM
Malonil-CoA 50 )Oi

NADPH 300 .
Posfato pot&sico 0.25 M
Proteina 0.3 ml. (concentraciones varia­bles)
En un volumen total de 0.5 ml.
La reacciôn se lleva a cabo en un bafio de agua a 37*C

con agitaciôn constante durante 10 minutos, transcurridos 
los cuales se introducen los. tubos en un baflo de hielo y 
se detiene la reacciôn por adiciôn de:

a) 1.05 ml de metanol-0.5 ml de cloroformo si se va a 
llevar a cabo la extracciôn por el método de Bligh-Dyer.

b) 0.15 ml de lOH 50% si se van a extraer los écidos
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grasos con hexano. (Bn este caso es necesario que la con­
centraciôn de proteina sea inferior a 0.3 mg/ml incuba­
ciôn) .

X ml. de incubaciôn +

2.7 .3.1. Extracciôn de âcidos grasos.- Método de Bligh-

''2.IX ml. de metanol 
Ix ml. de clorofwmo

agitaciôn 1.5 minutos
rx ml. HgO 
X ml. ClgCHmezcla agitada f

agitaciôn 1 minuto 
li extracciôn ____________

li capa inferior clorofôrmica 
(extraida con pipeta Pasteur) capa superior

2x ml. Cl.CH 
agitaciôn 
1 minuto

2i extracciôn
2# capa inferior clorofôrmica capa supe 

rior 
acuosa 
residual

Las dos capas clorofôrmicas con los âcidos grasos se 
reûnen en un mismo tubo y se secan con SO^NSg durante 12 
horas en câmara fria (5*C). Se filtran por papel Whatman 
n*l a viales de centelleo y se lleva a sequedad por evapo- 
raciôn del disolvente en estufa a 60*0.

Los viales se dejan enfriar y se aflade liquide de cente
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Ileo y se détermina la radiactividad de la muestra.

2.7.3.2. Extracciôn de Acidos grasos. Método de extrac­
ciôn con hexano (163)

La reacciôn de formaciôn de écidos grasos se detiene 
por adiciôn de 0.15 ml. de KOH al 50%. Se introducen a con 
tinuaciôn los tubos durante 20 minutos en un baflo de agua 
hirviendo para que se produzca la hidrôlisis de los enla­
ces tioester. Después de enfriada la mezcla se acidifies 
con HCl 6 N hasta viraje del indicador naranja de metilo y 
3-4 gotas en exceso para asegurar un pH menor que 1. Se 
afladen 5 ml. de disolvente (eter de petrôlep, eter etilico 
O hexano), se cierran los tubos con tapôn de rosca y se 
agitan por vibraciôn 2 veces durante 30 segundos. La fase 
acuosa se congela por introducciôn de los tubos en aire li 
quido y la fase orgânica se decanta a viales de centelleo. 
Se repite la operaciôn de extracciôn una vez més y se éli­
mina el disolvente del extracto de écidos grasos en estufa 
a 60*0.

Ouando los viales estén ya frios se aflade la soluciôn 
de centelleo y se détermina la radiactividad de la mues­
tra.

La utilizaciôn de este método de extracciôn requiere 
que la proteina se encuentre a concentraciôn inferior a 
0.3 mg/ml incubaciôn, ya que a niveles supeyiores la agi­
taciôn de las fases acuosa-orgénica forma una especie de 
gel que impide continuar el proceso de extracciôn.

2.7.4. Medida de la radiactividad incorporada a los éci­
dos grasos
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La radiactividad se détermina, por centelleo liquido 
usando como sistema de ceqtelleo una mezcla de PPG 
( 2 • 5-difeniloxazdL), 4 g, de POPOP (1.4 bis 2-( 5-feniloxazo 
lil)benceno), 100 mg,en un litro de tolueno. A cada vial 
se afladen 10 ml de esta soluciôn de centelleo. !

Las medidas de radiactividad se efectûan en un espectrô 
métro de baja temperatura Unilux II, Nuclear Chicago.

2.8. CONTROL DEL GRADO DB PURIFICACION DE LA ENZIMA

2.8.1.1. Electroforesis en gél de poliacrilamida
Se utilizô la ténica descrita por Davis (197).
Para eilo se prepararon las siguientes soluciones p a n  

el gel inferior:
Soluciôn 1 (monômero) Acrilamida 28 G

Bisacrilamida 0.75 9
HgO hasta 100 ml.

Soluciôn 2 (tampôn Temed) Tris 3 M, pH 8.9 ajustado
Temed 0.23%

Soluciôn 3 : persulfato amônico 0.14% (preparada en el 
momento de su utilizaciôn).

Todas éstas se preparan con HgO tridestilada y se man- 
tienen entre 3 y 6fiC.

Para la formaciôn de los geles, con un 7.5% de acril­
amida, estas soluciones se mezclan en proporciôn: monôme- 
ro/Tampôn-Temed/HgO tridestilada/persulfato amônico, 
2/1/1 /4  (v/v/v/v). De la mezcla résultante se extraen las 
burbujas de aire reduciendo la presiôn y agitando vigoro- 
samente. Inmediatamente el gel se deposits en los tubos 
(5 mm de dil.^etro interno, 8 mm de diémetro extemo y 120
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mm de longitud), y sobre la superficie se aflade una peque
fia cantidad de agua para evitar que se forme menisco al
polimerizar. El agua debe afladirse con cuidado para no 
distorsionar la superficie del gel. Durante la polimeriza 
ciôn, los tubos estén tapados por el extremo inferior con 
gomas y dispuestos en gradillas verticalmente. La polime- 
rizaciôn dura unos 20 minutos. Una vez terminada ésta se 
extrae la capa superior de agua con papel de filtro. A 
continuaciôn se lleva a cabo la formaciôn del gel supe­
rior, formado por las siguientes soluciones:

Soluciôn mônômero : Acrilaunida 10 g
Bisacrilamida 2.5 g 
HgO hasta 100 ml.

Soluciôn tampôn-Temed : Tris écido 5*98 g
Temed 0.46 ml
Ajuste de pH con HCl 1 N a 6.7
HgO destilada hasta 100 ml.

Potocatalizador : Riboflavina 4 g
HgO destilada hasta 100 ml.

Las proporciones de mezcla, en volumen, son : (monôme- 
ro/tampôn/riboflavina) 2/1/1.

Se depositan en la oscuridad, ya que la polimerizaciôn 
del gel superior es catalizada por la luz, 50 ̂ 1 de esta 
mezcla sobre el gel inferior. Se aflade igual que antes una 
pequefla capa de agua y se procédé a la polimerizaciôn de 
los geles bajo una lémpara fluorescente.

Cuando el gel superior ha polimerizado, los tubos con
!los geles se colocan en la cubeta de electroforesis y se 

extrae la capa de agua y Se procédé a cargar la muestra.
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Composiciôn del tampôn.
El tampôn que se dispone en las cémaras de los electro 

dos esté compuesto por glicocola 0*037 M y Tris, ajustado 
a pH 8*3. Se suele preparar una soluciôn madré diez veces 
mas concentrada que se diluye en el momento de su utilisa 
ciôn. La soluciôn que se incluye en ambas cémaras (supe­
rior e inferior) tiene la misma coa^osiciôn*

Aplicaciôn de la muestra
La muestra se diluye en sacarosa al 40% y se aplican 

0*6 mg en un volumen de 50 ̂ 1 sobre la superficie supe­
rior de cada gel, y después se aflade tampôn glicocola- 
-Tris hasta completar el volumen del tubo, procurando que 
no se mezcle con la muestra. La cémara del tampôn superior 
se llena con el mismo tampôn hasta que quede sumergido el 
electrodo. Si se desea marcar el frente de migraciôn, se 
aflade Azul de bromofenol al 0.01%.
Condiciones de desarrollo

Al comenzar la electroforesis se gradùa el voltaje de 
forma que la intensidad de corriente sea de 4 mA por tu­
bo, y 15 minutos después se corrige esta Untensidad a 2.5 
mA por tubo. El énodo corresponde a la cubeta inferior y 
el c&todo a la superior. Las proteinas migr^n hacia el 
énodo y el tiempo de desarrollo oscila alreôador de très 
horas.

2.8.1.2. Métodos de revelado
Una vez terminada la electroforesis, los geles se sa- 

ean de los tubos inyectando agua destilada fria a presiôn 
entre la pared del tubo y el borde del gel, procurando no
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dafiarlo. Los geles se sumergen en H^O destilada y después 
de lavados se introducen en la soluciôn de teflido.

a) Azul de Coomassie. La soluciôn teflido contiens:
1.25 g de azul de Coomassie, 454 ml de metanol al

50% y 64 ml de écido acético glacial. De esta soluciôn se 
sépara el material insoluble filtrando sobre Vhatman n* 1. 
Se mantienenlos geles en la soluciôn teflido de 2 a 10 ho­
ras. Se aclaran los geles con agua destilada y se sumergen 
en una soluciôn de deste&ido que contiens: 75 ml de âcido 
acético glacial, 50 ml de metanol y 875 ml de H^O destila 
da. Se destiflen los geles por electroforesis durante 2 ho 
ras utilizando la soluciôn de deste&ido y se almacenan en 
âcido acético al 7.5/-

b) Amido Schvarz. Se sumergen los geles en una soluciôn 
de Amido Schwarz al 0.5% en acético al 7% durante varias 
horas al cabo de las cuales se lavan varias veces con acé 
tico al 7.5%.A continuaciôn los geles se colocan entre 
dos tiras de algodôn impregnadas de acético al 7.5% y se 
establece entre ellas una corriente de 80-100 mA| con lo 
que el exceso de colorante migra hacia el ânodo arrastra- 
do por el acético y solo quedan te&idas las bandas de pro 
teina* Para finalizar el deste&ido se pueden sumergir los 
geles en un ba&o de acético al 7.5%, manteniéndolos agita 
dos durante varias horas.

c) Negro de Alizarina. La soluciôn de te&ido es al 0.5% 
en etanol al 30%. Para revelar los geles se ponen en eta­
nol al 40% en un ba&o de glicerina al 60%.
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2.9. DETERMINACION DE PR0PIEDADB8 BI0QUIMZC0-FI8ICA8 DE 
LA ENZIMA

2.9.1. DETERMINACION DEL PB80 MOLECULAR

2.9.1.1. For electroforesis en gel de poliacxilandda con
SDS

Se preparan soluciones de monômero mezclando a) 22.2 
g de acrilamida y 0.37 9 dé bisacrilamida hasta 100 ml de 
HgO destilada (relaciôn bisacrilamida/àcrilamida 1/60) y
b) 22.2 g de acrilamida y 0.6 g de bisacrilamida hasta 100 
ml de HgO destilada (relaciôn bisacrilamid^yacrilamida 
1/37).

Los geles se preparan mezclando:
10.1 ml de soluciôn monômero para geles con 7.3% de acri­
lamida (ô 6.7 ml para un 5% de acrilamida), 10.8 de urea, 
15 mg de SDS, 50 )xl de N, N, N* , N*, tetrametil etilen 
diamina, 1.25 ml de tampôn fosfato 1.0 M, pR 7.6. 8e ajus 
ta el pH a 7.6 con HCl IN. Se filtra y se aflade HgO hasta 
30 ml. Se agregan 6 mg de persulfato sôdico para catali- 
zar la polimerizaciôn.

Una vez llenas las 4/5 partes de los tubos de electro­
foresis (10 X 0.6 cm), se deposits en la pa?te superior 
del gel una pequefla capa de H^O, y la polimérizaciôn se 
compléta en 30 minutos. 8e dejan reposer los gèles duran­
te una hora.

Las muestras se disuelven en tampôn fosfsto (RNSgPO^.
HgO y HgNaPO^.HgO) 0.01 M pH 7.6, urea 8.0 M y SDS 0.05%, 
de manera que la concentraciôn sea de 1 mg/ml; aplicândo- 
se 20-25 pi de la muestra a cada gel.
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El desarrollo electroforétlco se realizô en cubetas 
conteniendo tampôn fosfato 0•025 M pH 7.6 y SDS 0.05% a 
80 voltios y a tiempos variables segûn la experiencia.

Una vez acabada la electroforesis los geles se sacan 
por inyecciôn de H^O destilada entre la pared del gel y 
el vidrio y se tiflen con Azul de Coomassie (1.25 g de 
Azul de Coomassie, 454 ml de metanol al 30% y 46 ml de 
Âcido acético glacial) durante una noche.

Se destiflen los geles entre algodones impregnados con 
Âcido acético al 7.5%, durante 30 minutos y se introdu­
cen en una soluciôn desteflido (50 ml de metanol, 75 ml 
de Âcido acético, 875 ml de agua destilada).

Las proteinas patrones usadas fueron:
n* de sub 
unidades M sub.

Citocromo c 12,500 daltons.
Lisozima 14,300
Tripsina 23,300
Pepsina 35,000
Avidina 68,000
Albûmina de suero 
de caballo 68,000
Posfatasa alcalina 80,000 2 40,000
<x-amilasa 97,600 2 48,200
Piruvico quinasa 237,000 4 57,400
Ureasa 483,000 6 83,000
Perritina 540,000 .
Tiroglobulina 669,000 2 335,000

Una vez desteflidos los geles se densitometran en un 
Microdensitômetro Canalco, modelo 6, equipado con un corn 
putador para el registre automÂtico de las Âreas de los
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plcos. El mâxlmo de cada uno de estos picos se utilisa co 
mo referencia de la distancia recorrida por la proteina 
en el gel.

El peso molecular se calcula representando movilidades 
frente al logaritmo del peso molecular. La movilidad se 
express en cm y es la distancia desde el origen del gel 
al m&ximo de la banda.

2.9.1.2. Cromatografia en Sephadex Q-200
Dicha cromatografia se lleva a cabo en colmmas de di- 

mensiones 100 x 1.5 cm.
B1 gel utilizado para rellenar la columna es Sephadex 

0-200 cuyo rango de fraccionamiento va desde 5,000 a 
600,000 daltons para péptidos y proteinas globulares.

Para trazar la curva patrôn, con la que determinaremos 
el peso molecular problems, se utilizaron las siguientes 
proteinas :

Proteina Peso molecular (daltons)
Arginina descarboxilasa 850,000
Tiroglobulina 669,000
Perritina 1 540,000
Glutamato Deshidrogenasa 510,000
Posforilasa A 330,000
Catalasa 240,000
Aldolasa 158,000
Albûmina 67,000
Albûmina 45,000
Pepsina 35,000
Quimiotripsinôgeno A 25,000
Citocromo c 12,500
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La cantidad de Sephadex Q«*200 necesaria para rellenar 
la columna se hlncha durante cinco dias en tampôn fosfa- 
to 0.01 M, pH 7*5, al 0.002% en hibitane.

Una vez empaquetada la columna se équilibra con el tam 
p6n de elucidn» del cual se pasa un volumen équivalente 
dos veces y media el volumen de la columna. El flujo uti- 
lizado es de 6 ml/hora.

Pinalmente se pasa azul de dextrano para comprobar el 
grado de empaquetamiento•

Las proteinas se van pasando una a una# recogiendo 
fracciones de 4 ml que se ensayan espectrofotométricamente.

Para calcular el peso molecular^ se represents logarit- 
mos del peso molecular frente a su volumen de eluciôn en 
la columna.

2.9.2. COMPOSICXON DE AMIN0AC1D08 DE LA PROTBXNA

2.9.2.1. An&lisis de aminoAcldos
0.4 mg de proteina se precipitan con triqloroacético 

al 10% dândose al precipitado un lavado con el mismo li­
quide# realiz&ndose a continuaciôn una hidrqlisis a 105*0 
durante 20 horas en tubo cerrado con 0.4 ml de KOI 5.7 N.

El resultado de la hidrolisis se lleva a sequedad a 
vaclo en un desecador que contiens sosa# ' realizando 
dos lavados con agua para eliminar los restes de HOl que 
hayan podido quedar en el hidrolizado.

El hidrolizado una vez lavado se disuelve en el tam- 
p6n A.

Los anâlisis de los hidrolizados se realizan en un 
analizador automâtico# modelo D-500 de la casa Durrum# do
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tado de un computador PDP-8M que automatisa todas las ope 
raciones de acuerdo con un programa previamente seleccio- 
nado. El aparato puede analizar muestras de 10 nmoles de 
hidrolizado. El tiempo de anilisis es de 100 minutes. La 
résina y réactive de minhidrina para la identificaciôn de 
los aminoâcidos se obtienen de la casa Durrum. Una vez re 
tenida la muestra de amino&cidos a la résina se eluyen és 
tos con 3 tampones B, C y D sucesivamente cuya composi- 
ciôn se describe a continuaciôn.

TAMPONES DE CITRATO SODZCO PARA ANALZ8IS DE 
HIDROLIZADOS EN UNA UNICA COLUMNA

A B C D
pH 2.2010.01 3.2510.01 4.35tO.OI 7.4010.03

Concentraciôn
de sodio 0.20 N 0.20 N 0.20 N 1.10 N
Citrato sôdi-
co.2HgO 19.61 g 19.61 g 19.61 g 39.22 g
Cloruro sôdico —  —  —  40.90 g
Tiodiglicol 20.00 ml 5.00 ml 5.00 ml —
ClH concen-
trado 16.50 ml 12.31 ml 8.37 ml 0.3 ml
Fenol 1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml 1.00 ml
Volumen final 1.00 1. 1.00 1. 1.00 1. 1.00 1.

Los tampones deben ser esterilizados y pasados por un 
filtro de 0.45 micras. El fenol es grado reactivo y el ci­
trato s64ico està libre de amoniaco.

Para regenerar la columna de résina después de cada anâ 
lia is  se u tilize  una soluciôn de sosa 0.3 N que contimne 
0.25 g de BDTA por litro .
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2,9.2.2. Valoraciôn de triptofano
Se valorô por dos métodos espectrpfotonié'^icos dlferen 

tes.
En el primero de ellos (178) se apllca la fômtula:
*̂ tyr _ 0-592 ^ - 0.263 q
"tryp 0.263 Agg^ ^ - 0.170 Agg^ ^

donde y son los moles gramo de tyr y tryp en un
gramo de proteina.

Las medidas se realizan con una concentraciôn de protei 
na de 1 mg/ml en NaOH 0.1 N.

En el segundo (179), una muestra de proteina liofiliza- 
da se disuelve en dorure de guanidinio 6 M a pH 6.5 en 
una concentraciôn de 1 mg/ml midiéndose absorbancias a 280 
y 288 nm.

El n* de moles de triptôfano se calcula segûn la siguiw 
te fôrmula:

moles d. tryp -

2.9.3. PROPIEDADES BIOQUIMZCAS DE LA ENZINA

2.9.3.1. F m

La presencia de nucleôtidos de flavina s# investigô es- 
pectrefotométricamente segûn el método de Byiton Chance 
(185) mediante aplicaciôn de la fôrmula:

A « €cl
donde A es la diferencia de absorbancia entre las obtenidas 
a 510 y 465 nm, £ vale 11 cm"^mM“^ y 1 « 1 çm.
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2.9.3.2. Identificaciôn de 4-fosfo-pantetelna
Una vez realizada la precipitaciôn total de la protei­

na (imos 10 mg) con TCA se centrifugô la mezcla y se divi 
diô el precipitado en dos fracciones iguales. A cada una 
de ellas se le aplicô uno ide los tratamientos siguientes;

Método a) Se mezclan 0.95 ml de âcido perfôrmico al 
98% con 5 ml de H^O^ al 30% (100 vol) y se incuban 2 horas 
a 25*0. Al cabo de ese tiempo 0.5 ml de este reactivo se 
aüadieron al precipitado proteico y se mantuvieron en con 
tacto 4 horas a 0*0; la reacciôn se detiene por diluciôn 
con 5 ml de H^O y a continuaciôn se liofiliza la soluciôn.

Método b) En el 2* tratamiento se ahadieron al precipi 
tado proteico 0.2 ml de écido fôrmico al 88% con 0.025 ml 
de H^Og al 30% los cuales se mantuvieron en contacte a 
4*0 durante 16 horas • La reacciôn se detuvo por diluciôn 
con 5 ml de H^o y se procediô a liofilizar el producto de 
reacciôn.

Los liofilizados obtenidos por ambos procedimientos se 
sometieron a una hidrôlisis de aminoâcidos y posterior 
identificaciôn de éstos segûn se ha descrito en 2.9.2.1 
identificàndose p alanina (que résulta de la oxidaciôn de 
la 4-fosfopanteteina) como aminoâcido adicional a los an- 
teriores obtenidos en un anâlisis de aminoéçidbs normal.

2.9.3.3. Vaioraciôn de grupos SH
Se realizô por el método de Bllman (198),
Para ello se préparé una disoluciôn 0.001 M de âcido 

5.5- Ditiobis (2- nitrobenzoico) (DTMB) disuelto en tam- 
pôn fosfato potâsico 0.1 M a pH 7.5.
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A 0.9 ml de soluciôn preteicd de concentraciôn varia­
ble (10-15 mpnoles de grupos SH) se afladen 0.1 ml del an­
terior reactivo; la mezcla se agita y se mide la absorban 
cia producida por la formaciôn de àcido 2-nitro-5-mercap- 
tobenzoico.

B
R-SH + COOH

COOB

COOH
H8

COOH
El coeficiente de extinciôn del DTNB reducido es 

13,600.
Para calcular el n& de grupos -SH se realiza una recta 

patrôr con concentraciones conocidas de cisteina entre 10 
y 50 'mumoles. .

Una variaciôn de 0.136 unidades de absorbancia corres­
ponde a la presencia de 10 sjornoles de grupos -SH en la di 
soluciôn.

2.10. TERMINÂLIZACION MB CADBNA

2.10.1. INCORPOSACION DE ACETIL*.CoA-^^C A ACIDOS ffliASOS

El método es bâsicamente igual al de vaioraciôn de Aci
do Graso Sintetasa, con las siguientes modificaciones:

14-Se aumenta la cantidad de Acetil-CoA-1 C para conse- 
guir suficiente incorporaciôn radiactiva en las muestras 
para su posterior anélisis (cantidades variables segûn el 
experimento).

-Variaciones en la canjtidad de Malonil-CoA paya estu- 
diar su posible influencia en el esquema de Âcidos grasos 
formados.
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Una vez realizada la incubaclôn (10 minutes a 37*C) se 
extraen los lipidos por el método de Bligh-D^r. Una ali- 
cuota del extracto lipidico se utilize para ^1 control de 
incorporaciôn isotôpica total y el resto se destina al 
anélisis de la incorporaciôn en âcidos grasos previa for­
maciôn de los ésteres metllicos.

2.10.2. PRBPARACZON DB LOS ESTBRSS MBTILICOS
Los âcidos grasos totales se convierten en sus ésteres 

metllicos por metanolisis (transesterificaciôn) con el 
reactivo BP^^etanol (ISO).

Preparaciôn del reactivo
En un recipiente de dos bocas introducido en un bafio 

de hielo se pone metanol absolute a través del que se ha- 
ce pasar una corriente de BP^ agitando continuamente, 
hasta que la cantidad de gas adicionado sea de 125 g# La 
operaciôn dura alrededor de 1 hora. 81 reactivo guardado 
a -2090 es astable varios meses.

Pormaciôn de ésteres metllicos
Los lipidos totales disueltos en cloroformo se dispo- 

nen en tubos de hidrôlisis. El disolvente se évapora con 
Ng y se afladen por cada mg de lipidos 0.3 ml de una mez­
cla formada por BP^nnetanol, metanol absoluto y benceno 
(10/10/9) (v/v/v). Se cierran los tubos a la llama y se 
calientan en estufa 90 minutes a 100-110*0.

Extracciôn de los ésteres metllicos
À la soluciôn de ésteres metâlicos se adlcionan 2 volû 

menes de hexano y un volumen de agua; se agita por vibra- 
ciôn y se extrae la capa superior de hexano. Se repite



—  X V »  —

dos veces més la extracciôn afladiendo cada vez dos volû- 
âenes de hexano sobre la fase acuosa y los ex trac tos reu 
nidos se secan sobre sulfato sôdico anhidro. Una vez fil 
trada se concentra la disoluciôn en rotavapor has ta un 
volumen pequefio; se transvasa dicha disoluciôn a tubitos 
de fondo cônico y se évapora a sequedad bajo Ng. Estas 
mezclas de ésteres metllicos se conservan a -20*C y se 
emplean para el control radiocromatogréfico.

2.10.3. HADI0CR0MAT06RAPIA DB 6ASES. ANALISZS DB LOS ACI­
DOS GRASOS INDIVIDUALES

La separaciôn e identificaciôn de los ésteres metlli­
cos se efectûa por cromatografla de gases en un cromatô- 
grafo Perkin-Elmer, modelo P20PE con detector de ioniza- 
ciôn de llama, equipado con una columna de acero inoxida 
ble (1.83 m por 0.31 cm), rellena con 10% de BOS sobre 
Chromosorb V (60-80 mallas). Como gas portador se utili­
ze He con un flujo de 18.3 ml/min y la temperatura se man 
tiene a 180*0. I

La radiactividad de los ésteres metllicos se détermina 
a la salida de la columna por medio de reactor de flujo 
continuo/contador proporcional Perkin-Elmer modelo RQC 170 
conectado a la unidad cromatogr&fica por medio de un di-' I
visor de flujo (relaciôn de caudales 16:1). La corriente 
efluyente principal pasa a través del reactor de flujo 
continuo donde los ésteres metllicos se degradan por oxi­
daciôn a COg y agua. Esta ûltlma se élimina al hacer pasar 
los gases de la reacciôn de oxidaciôn por un tubo de dese 
caciôn, al final del cual se introduce una corriente con­
tinua de metano, por medio de una pieza T, de modo que se
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produzca una relaciôn He/metano 1:3. El tubo de conta je 
tiene un volumen activo de 10 ml y opera a 2700 V. Las 
temperatures de las distintas partes del equipo ban sido: 
contador proporcional, 100*; homo de reacciôn, 620*; tu­
bo de conexiôn entre el divisor de flujo y el homo, 200*,

La corriente menor, a la salida del divisor de flujo, 
se encamina directamente al detector de ionizaciôn de lia 
ma. Las sehales producidas por el detector de ionizaciôn 
de llama y la del contador proporcional, se recogen sobre 
un mismo regis tro de doble canal que produce dos gr&ficas 
superpuestas, la cromatogrâfica y la de radiactividad. Es 
tas dos grâficas tienen un desfase de aproximadamente 0.5 
minutos, correspondiente al tiempo necesario desde la sa­
lida del divisdr de flujo hasta el contador proporcional. 
Esto permite hacer corresponder perfectamente cada âcido 
graso identificado con su seflal de radiactividad.

Las actividades relatives se determinan dividiendo el 
nûmero de cuentas bajo un pico dado por el tiempo medio 
de residencia de cada componente en el volumen activo del 
contador proporcional, después de corregir la actividad 
de fondo. Las actividades especlficas de cada componente 
se expresan convencionalmente como cps^unidad de ârea del 
pico masa.

2.10.4. VALORACION DE ACIL-CoA
Se realiza mediante una incubaciôn en condicâones anâ

loges a las valoraciones de Acido Graso Sintetasa pero au
14mentando la cantidad de Acetil-CoA 1- C para poder detec 

tar niveles de acil-CoA formados que serân may inferiores 
a los de los âcidos grasos libres.



La reacciôn (0.5 ml incubados 10 minutos a 37*0 con 
135 fiM Acetil-CoA-l^^C 0.25 /iCi) se detiene por adiciôn 
de 1.5 ml de H^SO^ 1 N.

Se realizan cinco tratamientos con 2 ml de éter (2 mi­
nutos de agitaciôn) con lo que se extraen los Acidos gra­
sos libres y posteriormente dos nuevas extracciones con 
cloroformo (1 ml, 1 minuto de agitaciôn) donde se extraen 
los acil-CoA.

Los cinco extractos retmides de Âcidos grasos libres, 
y, por otra parte, los dos de acil-CoA se llevan a viales 
de centelleo, se élimina el disolvente en estufa a -60*C 
y, una vez frios, se les âflade la soluciôn de centelleo y 
se détermina la radiactividad incorporada.



3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. EXPBRIBNCIAS PRELIMXNARES

Antes de procéder al aislamiento de la Acido Graso si* 
tetdsa se han realizado una serie de experimentos para 
confirmer la presencia en larva de 6 dias del mécanisme 
de biosintesis catalizado por este sistema.

3.1.1. ACTIVIDAD DB LA ACBTIL CoA CARBOXILASA Y BIOSINTB-
SIS TOTAL DE ACIDOS GRASOS A LO LARGO DEL DBSARRO-
LLO

La primera serie de experiencias realizadas consiste
en la vaioraciôn de la actividad de la Acetil-CoA Carboxi
lasa y de la biosintesis total de écidos grasos a lo lar­
go del desarrollo del insecto (138).

La vinculaciôn estrecha de la acetil-CoA carboxilasa 
con el sistema de écido graso sintetasa en el seno de la 
biosintesis de los âcidos grasos, justifies la detecciôn 
cuantitativa conjunta . de ambas actividades.

Los resultados obtenidos aparecen en las figuras 3 y 4 
donde puede observerse que la biosintesis de malonil-CoA 
aumenta extraordinariamente durante el desarrollo larva- 
rio alcanzando un mâximo de actividad en el tercer estado 
de dicho desarrollo para disminuir a continuaciôn progre- 
sivamente. No se détecta biosintesis de malonil-CoA duran 
te el estado de adulto farato, reapareciendo 2a actividad 
enzimâtica de nuevo después de la emergencia del insecto, 
que se increments de manera lents y constante con la edad 
del insecto.

Por lo que se refiere a la sintesis total de âcidos 
grasos se aprecia un considerable incremento en el 4* es-
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tado de larva (6 dias de edad) y otro aimento de biosinte 
sis en la fase de adulto farato ya cercano a la emergen­
cia. B1 pronunciado mâximo de actividad que aparece duran 
te el estado de larva puede correlacionarse fâcilmente 
con el que también se observa en la Acetil-CoA Carboxila­
sa, si bien el mâximo de esta segunda actividad exhibe un 
pequeho desplazamiento, lo q%e parece lôgico dado que la 
malonil-CoA producida por èsta es une de los sustratos de 
la ulterior actuaciôn de la Acido Graso Sintetasa.

En las proximidades de la emergencia del adulto no apa 
rece actividad significative de Acetil-CoA Carboxilasa 
por lo que la incorporaciôn isotôpica total en âcidos gra 
SOS no puede relacionarse con un mécanisme de biosintesis 
"de novo". Ello estaria, sin embargo, de acuerdo con la 
hipôtesis anteriormente apuntada de un mecanismo de elon 
gaciôn mitocondrial.

3.1.2. ESTUDIOS SOBRE LA NATURALEZA ADAPTATIVA DE LA ACI­
DO GRASO SINTETASA'rn LARVA

Otra serie de experiencias sobre la influencia del es­
tado nutritive del insecto -ayuno y realimentaciôn- (174) 
da lugar a los resultados que aparecen en la figura 5.

Un ayuno de 4 a 6 horas suprime la sintesis de âcidos 
grasos en el insecto de una forma râpida. Cuando 24 horas 
después se realimenta la larva, un période de 4 hôras es 
suficiente para estimular de nuevo la actividad enzimâti 
ca alcanzândôse los mâximos valores de ésta 8 horas des­
pués de la realimentaciôn a pesar de tratarse de un momen 
to del estado larvario en que la biosintesis es ya nuy ba 
ja.
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Los valores mâs altos de actividad enzimâtica para la 
larva realimentada corresponden a la dieta normal, siendo 
la dieta rica en âcidos grasos la que da la respuesta 
adaptative mâs pequefla.

Cambios de este tipo se han apreciado en la actividad 
de la Acido Graso Sintetasa de higado de mandferos y de 
aves en funciôn del estado nutricional del gpiimal (158, 
161,166). Este tipo de variaciones también se ha observa- 
do a lo largo del desarrollo del higado y cerebro de rata 
(95,165), higado de ratôn (96) y de polio (166) en los 
que la actividad de la enzima aumenta extraordinariamente 
en el higado al destete del ratôn o la rata o a la ecle- 
siôn del polio, al pasar de una dieta rica en grasa a otra 
de bajo contenido en grasa debido a la aceleraciôn de la 
sintesis de la enzima. Ello estâ también de acuerdo con 
los valores obtenidos en la figura 5 donde la larva, que 
tiene una alimentaciôn exôgena responderia principalmente 
a unos patrônes de biosintesis "de novo" mientras que el 
adulto farato que se encuentra en un estado de aislamien­
to respecto al exterior usaria principalmente un mecanis­
mo dedLongaciôn.

Un caso similar al de pupa de sistema metabôlico cerra 
do podemos encontrarlo en embriones de polio y asimismo, 
en cierta medida, en fetos de mamiferos. En el primer ca­
so (173) la actividad de Acido Graso Sintetasa es muy ba- 
ja en dicho estado frente a los valores alcanzados una 
vez alimentado el polio, mientras que la elongaciôn mito­
condrial mantiene sus valores normales en ambos estados. 
En el segundo caso (175) se ha podido observar la ausen- 
cia de mecanismo de biosintesis "de novo* en feto, siendo



— 112 —

sin embargo el mecanismo prédominante en adultos.

3.2. VALORACION DB LA ACIDO GRASO SINTETASA

Utilizando como referencia el método de vaioraciôn usa 
do en higado de rata (142) y teniendo en cuenta que las 
condiciones experimentalei pueden variar de unas especies 
a otras, se ha puesto a punto un método de vaioraciôn de 
Acido Graso Sintetasa variando concentraciones de cofacto 
res, tiempo de incubaciôn, concentraciôn de tampôn fosfa­
to y pH del medio. La preparaciôn enzimâtica utilizada es 
la obtenida después de centrifugar a 5,000 x g durante 10 
minutos.

Los resultados obtenidos son los siguientes;

3.2.1. PRESENCIA DE COFACTORES EN EL MEDIO DE INCUBACION:

TABLA I

nKoles/ml nmoles/ml nmples de
Acetil-CoA malonil-CoA âcido graso formado

2.5 12.5 0.190
2.5 25.0 0.363
2.5 50.0 0.468
2.5 75.0 0.530
5.0 12.5 0.243
5.0 25.0 0.387
5.0 50.0 0.563
5.0 75.0 0.650

12.5 12.5 0.417
12.5 25.0 0.531
12.5 50.0 0.750
12.5 75.0 0.990
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La mezcla de incubaciôn es, en umoles/ml, BDTA 4.2, 
mercapto-etanol 3.6, NADPH 0.3, fosfato potâsico 250 
(pH 7.5), cantidades variables de malonil-^oA y Acetil- 
-CoA l^^C (0.025 ^Ci) y 10 mg de proteina en un volumen 
total de 0.5 ml. La incubaciôn se realizô a 3**0 durante 
30 minutos.

De los resultados obtenidos (Tabla I, fig. 6) se eli- 
gieron como concentraciones suficientemente ôptimas de 
acetil-CoA y de malonil-CoA 12.5 y 50 nmoles/ml, respec­
tivement e . Estas concentraciones, ;̂ into con las indica- 
das en la Tabla I, serân las utilizadas en las siguien­
tes tablas cuando se hable de condiciones estandar.

3.2.2. TIEMPO DE INCUBACION

TABLA 11

Tiempos de incubaciôn nmoles de âcido graso formado

5 minutos 0.531
10 " 0.574
20 " 0.566
30 " 0.536

Mezcla de incubaciôn estandar.
El tiempo de incubaciôn (Tabla II, fig. 7) no parece 

influir mucho, dentro de los limites experimentados, en 
la formaciôn de âcidos grasos. Se toma como tiempo de in 
cubaciôn en condiciones estandar 10 minutos.
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3.2.3. CONCENTRACION DB PROTEINAS

TABLA III

Concentraciôn de proteina 
mg/ml de incubaciôn

nmoles de âcido graso 
formado

2 .6 0.771
5.2 0.546
7.8 0.403
10.4 0.273
13.0 0.213
15.6 0.228

Mezcla de incubaciôn estandar. Varia la concentraciôn 
de proteina.

Como puede verse (Tabla III, fig. 8) la actividad enzi 
mâtica disminuye al aumentar la concentraciôn de protei­
nas. Bsto puede deberse a una competencia por la acetil- 
-CoÂ entre la Acido Graso Sintetasa y otros sistemas en- 
zimâticos présentes en el homogeneizado crudo y que viene 
favorecidâ hacia éstos ûltimos al aumentar la concentra­
ciôn de proteina.

Cuando se repite este experimento utilizando enzima pu 
rificada (3.8 .3.2.) se ve una proporcionalidad entre con­
centraciôn de proteina e incorporaciôn de acetil-CoA en 
âcidos grasos.

Para obtener resultados comparativos entre diferentes 
experiencias se utilizô siempre la misma concentraciôn de 
proteina.
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3.2.4. FÜBRZA lONICA DEL MEDIO DB INCUBACION
TABLA IV

Concentraciôn de fosfato nmoles de âcido graso
nmoles/ml incubaciôn____________________ formado______

10 0.375
20 0 .7 08

50 0.770
100 0 .8 1 0

200 0.845
300 0.828

Mezcla de incubadiôn estandar. Varia concentraciôn fos 
fato.

Entre 100 y 300 ^oles/ml la actividad enzimâtica es 
la misma (Tabla IV, fig. 9).

I
3.2.5. INFLUENCIA DEL PH DE INCUBACION

TABLA V

nmoles de âcido graso 
pH de incubaciôn formado______

6.5 0.084
6.8 0.102
7.1 0 .120

7.4 0.125
7.7 0 .108

8 .0 0.084
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Mezcla de incubaciôn estandar. Varia pH.
De estos resultados (Tabla V, fig. 10) puede deducirse

que el pH al que la enzima exhibe su mâximo de actividad
en homogeneizado crudo se sitûa en las proximidades de
7.4 por lo que seguimos utilizando el de 7.5 que inicial
mente se habia elegido. Esta elecciôn se habia basado en
los resultados de formaciôn de âcidos grasos obtenidos
con homogeneizado crudo de larva utilizando como precur-

14sor radiactivo acetato C.
De todos los experimentos anteriormente indicados se 

concluyen unas condiciones de incubaciôn para la valora- 
ciôn de actividad de la Acido Graso Sintetasa que se uti 
lizarâ como MEZCLA DB INCUBACION ESTANDAR. Dicha mezcla 
estâ formada por:

BDTA 4.2 umoles/ml de incubaciôn
mercapto etanol 3 .6 " ■
NADPH 0.3 " "
fosfato potâsico 0.25 M (pH 7.5)
Acetil-CoA 12.5 nmoles/ml de incubaciôn (0.025

uCi )Malonil-CoA 50 nmoles/ml de incubaciôn
Proteinas 10 mg
Incubaciôn a 37*C durante 10 minutos.

3.3. LOCALIZACION SUBCBLULAR DB LA BIOSINTESIS DB ACIDOS 
GRASOS EN DISTINTOS MOMENTOS DEL DESARROLLO

Una vez puesto a punto un método de vaioraciôn de la 
actividad de la Acido Graso Sintetasa se procédé a su 
utilizaciôn en larva de 6 dias y adulto farato de 5 y 8 

dias. Estos très momen tos del desarrollo son représenta-
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tivos de las diferentes situaciones de biosintesis de âci 
dos grasos que pueden aparecer en ambos estados de larva 
y adulto farato. Como ya se ha visto anteriormente, la 
larva de 6 dias corresponde a un mâximo de biosintesis de 
âcidos grasos mientras que el adulto farato de 5 dias no 
présenta casi actividad dè biosintesis y el adulto farato 
de 8 dias vuelve a presentar un mâximo de actividad.

La vaioraciôn se realiza en homogeneizados totales y 
en fracciones subcelulares (mitocondrial, microsomal y so 
lubie) para ademâs de conôcer la existencia del sistema 
de biosintesis de novo, comprobar su localizaciôn celular

TABLA VI

Larva 6 dias
adulto 

5 dias
farato 
8 dias

Homogeneizado total 0.860 0.007 0.036
P. mitocondrial 0.050 0.007 0.005
P. microsomal 
1* lavado 0.388 - -
P. microsomal 
2* lavado 0.168 - -
P. microsomal 0.143 0,006 0.008
P. soluble 1.821 0.012 0.041

Los resultados estân dados en nmoles de âcidos grasos 
formados. La concentraciôn de proteina utilizada fue la 
misma en todas las valoraciones.

De los resultados obtenidos puede deducirse que la bio 
sintesis "de novo" ocurre solo en el estado de larva, no 
produciéndose en adulto farato. Dicha capacidad de bioain 
tesis estâ localizada en la fracciôn soluble dado que des
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pués de dos lavados de la fracciôn microsomal la activi­
dad rémanente en ésta es de un 8%.

Como comprobaciôn de la hipôtesis recogida en la intro 
ducciôn se procediô a la pues ta a punto de un método de 
vaioraciôn de sintesis de âcidos grasos en mitocondrias; 
dicho método se utilizô en la evaluaciôn de la fracciôn 
mitocondrial de larva de 6 dias y adulto farato de 8 dias.

TABLA VII

nmoles de âcido graso 
formado

Larva de 6 dias mg prot/ml Sistema I Sistema II
Mitocondrias intactas 1 1 .2 1.144 1.250
Mitocondrias rotas 1 2 .1 1.185 1.427
Adulto farato 8 dias
Mitocondrias intactas 10.75 0.543 0.645
Mitocondrias rotas 1 1 .01 0.535 0.648

El sistema de incubaciôn utilizado es el descrito en 
materiales y métodos (2.5.1.).

Las valoraciones estân realizadas con 0.25 mg de pro­
teina .

Por lo tanto queda demostrado que en larva de 6 dias 
tiene lugar tanto la biosintesis "de novo" como la elonga 
ciôn mitocondrial, mientras que en adulto farato de 8 

dias no se produce biosintesis de novo pudicndo ser la mi 
tocondrial la responsable del mâximo de actividad que apa 
rece en dicho estado de desarrollo.
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3.4. AISLAMIENTO Y PURIPICACION DE LA ACIDO GRASO SINTB- 
TASA DE LARVA DB 6 DiAS

Pcira procéder a dicho aislamiento usamos como esquema 
inicial el utilizado para higado de rata por Hsu (142).

Como iremos viendo a continuaciôn cada una de dichas 
etapas se some te a una revisiôn experimental utilizando 
Pinalmente el esquema de aislamiento que se ha encontrado 
mâs idôneo para el sistema enzimâtico procédante del in­
secto.

3.4.1. OBTENCION DE FRACCION SOLUBLE
El homogeneizado inicial (130 g larva/75 ml de tampôn 

fosfato 0.1 M, 3 mM BDTA, pH 7*3), se some te a una prime­
ra centrifugaciôn a 34,800 g durante 15 minutos para la 
eliminaciôn de restes celulares. El sobrenadante, dividido 
en 4 fracciones iguales, se somete a distintas condiciones 
de centrifugaciôn, valorândose posteriormente cantidad de 
proteina obtenida y actividad de Acido Graso Sintetasa.

TABLA VIII

Operaciôn realizada rrr pro t/ml
nmoles de âcidos 
grasos formados

34,800 g X 13 minutos 60 0.283i
34,800 g X 60 minutos 48 0.313
95,250 g X 30 minutos 47.5 >.293
95,250 g X 60 minutos 40.75 0.309
95,250 g X 90 minutos 39.25 0 .296

La actividad de la Acido Graso Sintetasa es muy similar
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ESQUEMA INICIAL DE AISLAMIENTO
Preparaciôn del homogeneizado con 130 g de larva en 73 

ml de tampôn fosfato 0.1 M, 5 mM de BDTA (pH 7*3).
Centrifugaciôn 1,000 g durante 30 minutossp-------------------- '-- ^ppdo Sobrenadante, iCentrifugaciôn 100,000 g durante 60 minutos^ ——— — —

Sobrenadante ppdoiTratamiento con (NH.)_S0. entre el 25 y 40%
  ̂    ,Sobrenadante ppdo entre 25 y 40%

Redisoluciôn en 50 ml de tam 
pôn fosfato 0.02 M, 5 mM 
BDTA (pH 7.5) durante 60 mi­
nutos. I

Centrifugaciôn 18,000 g duranteI 30 minutos
f ^ Sobrenadante ppdoiTratamiento con gel de fosfato câlcico 

5 minutos de agitaciônICentrifugaciôn 4,000 g durante 10 minutos
f '----------  $ppdo sobrenadante

3 lavados con 10 ml de 
tampôn fosfato 0.1 M,
5 mM BDTA (pH 7.5)

Las fracciones activas se reûnen y se pa^an por colum­
na de DBAS celulosa eluyendo con tampôn fosfato a pH 7.5 
de concentraciôn creciente. La fracciôn activa obtenida 
^or este proceso se pasa a continuaciôn por Sephadex 
G-150.
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en los cuatro casos por lo que la elecciôn de la centrifu 
gaciôn a 95,250 g durante 90 minutos se debe a què la 
fracciôn soluble obtenida es mâs Clara (por lo tanto con 
menos contaminaciones de fracciôn microsomal) que la rea 
lizada durante una hora.

3.4.2. PRECIPITACION CON SULFATO AMONICO

3.4.2.1. Condiciones de la precipitaciôn
El sistema seguido para el estudio es:

Homogeneizado (200 g larya/lOO ml tampôn fosfato
0.1 M, 5 mM BDTA, 1 mM 
mercapto etanol, pH ,
7.5)

Centrifugaciôn 34,800 g durante 15 minu- 
f-------------- — -----------1— ^

ppdo SobrenadanteiCentrifugaciôn 95,250 durante 90 mi-_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ I j (Vaioraciôn control)4 ippdo Sobrenadante
iPrecipitaciôn con (NH.)^SO. a distintas

^ ^cpâcentraciones

(Vaioraciôn control)
4 ' 4

Sobrenadante ppdoIRedisoluciôn en teunpôn fosfato 
0.02 M, 5 mM BDTA (pH 7.5)
Volumen de redisoluciôn 5 ml. Tiem 
po 40 minutos .

i
Vaioraciôn de proteina recuperada 
y actividad de Acido Graso Sinte­
tasa.
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TABLA IX

Control Ultracentrifugaciôn (25 mg/ml) - 1,439 nmoles de

Sobrenadante Precipitado
redisuelto

Operaciôn mg/ml
nmoles de 
âcido graso 
formado mg/ml

nmoles de 
âcido graso 
formado

Precipitaciôn 
al 15% 21 .8 1.513 0.3 0.635
entre 15 y 25% 21 .6 ' 1.358 0.3 0.471
entre 25 y 45% 15 .0 0 .1 1 2 1 8 .0 1.795
entre 45 y 70% 4.25 0.005 17.5 0.137

De estos datos no se pùede deducir un limite de concen 
traciôn de (NH^)gSO^ por debajo del cual no se produzca 
la precipitaciôn de la Acido Graso Sintetasa. El limite 
superior queda prôximo al 45-50%.

A partir de esta experiencia elegimos como limite supe 
rior el 50%. En experiencias posteriores se comprcbô lo 
acertado de esta elecciôn, como puede verse en la siguien 
te tabla.

TABLA X

Ultracentrifugaciôn Sbte 50% . Redis, ppdo 50%

1.264 0.094 1.541
1.160 0.017 1.484
1.166 0 .0 18 1.231

Los resultados vienen dados en nmoles de âcidos grasos 
formados. Todos valorados en iguales condiciones de cone
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centraciôn de proteiaa (0.15 rag/ml).

S.4.2.2. Incidência del (NH^)^SO^ sobre el pH control 

Se realizan medidas del pH durante el proceso:

- antes de la precipitaciôn pH 7.5
- sobrenadante (NH^lgSO^ .. pH 6.7
- precipitado redisuelto .. pH 6.9
Comparado con los datos obtenidos en el estudio del pH 

en el medio de incubaciôn» la actividad baja a un 80% de- 
bido a la disminuciôn del pH» por lo que éste debe mante- 
nerse a pH 7.5 mediante la adiciôn de COH durante la pre- 
cipitaciôn con (NH^l^SO^.

3.4.2.3. Condiciones de redisoluciôn del precipitado
TilUClôHSe han estudiado: -fuerza lônica del tampôn de rediso- il6r

-concentraciôn de proteina 
-tiêmpo de redisoluciôn

Bsquema de la experiencia:
Homogeneizado (225 g larva/7 5  ml tampôn fosfato 0 .11M, 2 mM EDTÂ, 1 mM mercapto etanol (pH 7.5))
Centrifugaciôn 34,800 g durante 15 minutos 
Centrifugaciôn 95,250 g durante 90 minutos 
Precipitaciôn con (NH^)gSO^ al 50%

El precipitado obtenido se dividiô en seis partes igua 
les que se redisolvieron èn tampones 0.05 M, 0.15 H, 0.30 
M (3 y 6 ml con cada uno), tomando allcuotas a distintos 
tiempos en las que se valora la cantidad de proteina reçu

I
perada y la actividad de Acido Graso Sintetasa
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TABLA XI

Vol. 20 minutos 40 minutos 60 minutos
Fosfato (m ) (ml) mg/ml Act. mg/ml Act. rag/ml Act.

3 52 0.183 50 0 .2 0 8 52 0.201
0.05 6 32 0.178 32.5 0.153 33 0.157

0.15
3 50 0.182 51 0.207 50 0.147
6 30.5 0.152 29.5 0.219 30.5 0.123

0.30
3 50 0.2D7 52 0.162 50 0.156
6 30.5 0.155 20.5 0.147 32 0.173

Vol. 90 minutos 120 minutos
Fosfato (m ) (ml) mg/ml Act. mg/ml Act.

0.05
3 50 0.146 51 0.144
6 31.5 0.164 33 0.110

0.15
3 50 0 .1 2 2 50 0.150
6 30.5 0.131 31.5 0.136

0.30
3 50 0.146 52 0.149
6 31.5 0.153 30.5 0.146

La actividad viene expresada en nmoles de âcido graso 
formado.

Dado que entre 0.05 y 0J.5 estàn las mâximas activida- 
des de Acido Graso Sintetasa se concluye la conveniencia 
de seguir utilizando el tampôn fosfato potâsico 0.1 M.
Como tiempo de redisoluciôn se toma 40 minutos. No pare- 
ce que la cantidad de tampôn influya mucho sobre la redi­
soluciôn, dado que la cantidad total de proteina extraida 
es muy papecida para ambos volûmenes de redisoluciôn, ob- 
teniéndose en ambos casos una actividad casi anâloga de la
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Acido Graso Sintetasa.

3.4.3.1. Tratamiento con yel de fosfato câlcico

En el esquema'inicial el paso siguiente a la précipita 
ciôn con sulfato amônico, es la absorciôn de la proteina

I I
sobre gel de fosfato câlcico y su posterior eluciôn por 
lavados sucesivos con tampôn fosfato 0.1 M.

Inicialmente se han utilizado 4 g de gel para absorber 
aproximadamente 800 mg de proteina (en unos 40 ml). Los 
resultados indican que se retiene muy poca proteina sobre 
el gel y aunque el lavado présenta fuerte actividad de 
Acido Graso Sintetasa, se récupéra poca proteina, presen- 
tando alta actividad también la proteina no retenida so­
bre el gel. Esto ha conducido a un estudio de las concen- 
traciones relativas gel/proteina para tratar de estable- 
cer las condiciones ôptimas para el tratamiento.

3 .4.3 .2. Relaciôn gel/proteina

La redisoluciôn después del tratamiento con (NH^)gSO^ 
se divide en cuatro partes iguales, cada una de 161 mg de 
proteina 15 ml a las que se somete a tratamiento con dis­
tintas cantidades de gel.

TABLA XII

Contrôles: mg/ml
nmoles de âcido 
graso f ormado

Sobrenadante ultracen
trifugaciôn 29.00 0.214
Redisoluciôn del pre­
cipitado al 50% 10.75 0.311
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0.8 !g gel 1.2 1g gel 1.6 g gel 2 9 gel
mg/ml Act. mg/ml Act. mg/ml Act. mg/ml Act.

Sbte tra 
tamiento 
con gel 8 .78 0.240 6.75 0.523 6.25 0.480 7.75 0 .6 2 8

la lava­
do 0.1 M 
(10 ml) 0.225 0.645 0.3 0.470 0.215 0.687 0.29 0.969
2a lava­
do 0.1 M 
(10 ml) 0.055 0.739 0.045 0.330 0.07 0.264 0.045 0.332

La actividad viene expresada en nmoles d$ âcido graso 
formado.

A la vista de los anteriores resultados se utilizô la 
relaciôn gel/proteina 5. Sin embargo el comportamiento en
el tratamiento oscila imucho de unas experiencias a otras:

TABLA XIII

A B C
mg/ml Act. mg/ml Act. mg/ml Act.

Redisoluciôn del 
ppdo al 50% 17.5 0.160 27.75 0.175 29 1.071
Sbte tratamien­
to con gel 11.75 0.038 26.25 0.147 27.25 0 .781

Ifi lavado 0.1 M 0.54 0.334 1.05 0.649 0.0755 0.874
2a lavado 0.1 M 0 .1 0.090 0.125

D
0.579 0 .1 0.592

E
1 mg/ml Act. mg/ml Act.

Redisoluciôn del 
al 50%

ppdo
27.75 1.695 42.25 1.029

Sbte tratamiento con gel 25 1.478 40.75 0.902
la lavado 0.1 M 0.605 0.954 1.44 0.225
2a lavado 0 .1  m 0 .1 1 .022 0.33 0.105
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Por este motive y dado que, como se comprueba poste- 
riormente, la utilizaciôn de este método no es imprescin 
dible para la obtenciôn del sistema enzimâtico pure, no 
se tiene en cuenta su ttilizaciôn,

3.4.4. DIALISIS; TRATAMIENTO CON SULFATO DE PROTAMINA

Antes de realizar el tratamiento con DEAB-celulosa, es 
conveniente la eliminaciôn de las sales rémanentes del 
tratamiento con (NH^)gSO^ y de los âcidos nucléicos que 
puedan estar présentes, ya que estos dos factores pueden 
alterar las condiciones de retenciôn de la proteina por 
el cambiador iônico.

3.4.4.1. Diâlisis
Cuando la diâlisis se realiza en boisas de diâlisis éa 

rante la noche en câmara Pria frente a tampôn 0.01 M, la 
actividad enzimâtica baja a un 40% del valor inicial.

TABLA XIV

nmoles de âcidos 
mg/ml de proteina grasos formados

antes de la
diâlisis 18.6 1.877
después de la diâ
lisis (muestra l) 15.6 0.759
después de la diâ
lisis (muestra II) 15,8 0.738

Ademâs aparecen agregados de la proteina, que es nece- 
sario eliminar por centrifugaciôn.
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Por este motivo se utilize el método de diâlisis des« 
crito en materiales y métodos (2.3.4.) en un Dializer 
b/HFD-1 con los siguientes resultados:

TABLA XV

1
nmoles de âcido

::.q/ml graso formado

Prueba I antes diâlisis 15 0.225
después diâlisis 13.5 0 .2 7 4

antes diâlisis 16 1.231Prueba II
después diâlisis 14 1 .450

3.4.4.2. Precipitaciôn con sulfato de protamina

La experiencia se realiza segûn el siguiente esquema: 
Redisoluciôn ppdo (NH^jgSO^ al 50% dializada (l)
Precipitaciôn con sulfato de protamina (0.12 mg/ml 

proteina) en soluciôn 1% en fosfato 0.1 M
---------------------ppdo

(Valoraciôn
de âcidos nu
cleicos)4
Redisoluciôn 
tampôn fosfato 0.1 M

Sobrenadante (2)
precipitaciôn con

ppdo
Redisoluciôn en

Sbte (3)

ppdo 4Sbte (5)
tampôn fosfatp 0.1 M

ppdo Sbte (4)

Con el control (5) se trata de comprobar si el preci­
pitado es de âcidos nucléicos 0 de proteina.
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TABLA XVI

mg/ml
prot. ml obtenidos mg totales

nmoles de âcidos 
grasos formados

1 5.25 25 131.00 0.832
2 2.35 25 58.17 1.418
3 0.07 25 1.75 0.040
4 3.80 15 57.00 1.350
5 0.205 50 10.25 0.953

3.4.4.3. Valoraciôn de âcidos nucléicos
Se obtienen 78 mg de âcidos nucléicos en 300 mg de pre 

cipitado producido por el tratamiento con sulfato de pro­
tamina. Junto con los âcidos nucléicos précipita Acido 
Graso Sintetasa en una proporciôn apreciable; por lo tan- 
to y como se contrôla la retenciôn de Acido Graso Sinteta 
sa en DEAB-celulosa no es necesaria su utilizaciôn, cosa 
que se confirma posteriormente dado que en la fracciôn 
que contiene la actividad enzimâtica después del trata­
miento con DEAB-celulosa no aparecen âéidos nucléicos.

3.4.5. TRATAMIENTO CON DEAE-CELULOSA
Inicialmente se ha utilizado el método dp eluciôn con 

gradiente discontinue de tampôn a través de una columna 
que contiene el DEAB-celulosa.

Las figuras 11 a 16 correspônden a algunas de las expe 
riencias realizadas.

Fig. 11: lavados de gel de fosfato câlcico
3 ml (-0.3 mg) Actividad: nmoles de âcidograso formado o.23o
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Pig. 12: Redisoluciôn del precipitado de (NH^^gSO^ al 
50% dializada. 50 mg proteina. Act. 1.295 nmo 
les de âcidos graso formado.

Fig. 13: Redisoluciôn del precipitado de (NH^)gSO^ al 
50% dializada. 800 mg proteina. Act. 0.233 
nmoles de âcido graso formado.

Fig. 14: Sobrenadante del tratamiento con gel t 19 y 
2fi lavados 0.1 M. 15 mg proteina. Act. 0.168 
nmoles de âcido gî aso formado.

Pig. 15: 1 ^  lavado 0.1 M de gel de fosfato câlcico.
18.8 mg de proteina. Act. 1.897 nmoles de âci 
do graso formado.

Pig. 16: 1^^ lavado de gel de fosfato câlcico. 18 mg 
proteina. Act. 0.954 nmoles de âcido graso 
formado.

Del estudio de estos resultados se desprende que bajo 
las condiciones utilizadas, el tratamiento con DBAB-celu- 
losa no queda controlado. Por tanto se procédé a realizar 
dicho tratamiento por agitaciôn con cargas aisladas, rea- 
lizândose una experiencia para contrastar los resultados 
obtenidos por este método y por el de tratamiento en co­
lumna.

B1 esquema global de la $xperiencia es :
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Redisoluciôn del precipitado al 50% de (NH^)gSO^ dia- 
_______     lizada

Tratamiento con 
gel de fosfato 
câlcico
Sbte 
(prot. 
no ab- 
sorbida)

Ifi lava

Tratamiento con 
DEAB-celulosa en 
columna

b-L23 lava
do gel do gel

Tratamiento con DEAE- 
-celulosa en columna 

a

Tratamiento con 
DEAE-celulosa 
en vaso de pre- 
cipitados 

c

Los resultados obtenidos son:
a) Tratamiento con gel de fosfato câlcico y tratamien 

to con DEAE-celulosà.
Act. nmoles de aci 
do graso formado

Proteina no retenida (4.3 mg/ml) 
1®^ lavado (1.37 mg/ml)
2fi lavado (0.08 mg/ml)

2.866
1.649
0.640

La Fig. 17 corresponde al tratamiento con DEAB-ce­
lulosa: Muestra 8.14 mg de 1®^ lavado gel.

b) El tratamiento con DEAE-celulosa en columna de la 
redisoluciôn dializada aparece en la fig. 18. Mues 
tra 14.75 mg. Act. 5*150 nmoles de âcido graso for 
mado.

c) Tratamiento en vaso de precipitados dp la redisolu 
ciôn dializada
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TABLA XVII

mg/ml
nmoles de âcido graso 

formado
Sobrenadante 0.152 0.816
lavado 0.01 M 0.092 0.342
lavado 0.3 M 0.103 1.305
22 lav. 0.3 M 0.052 0.337
lavado 0.5 M 0.097 0.196

que parece indicar que se logra una mayor retenciôn de la
proteina sobre el DEAE-celulosa.

Pos teriormente, un aumento de la relaciôn DEAE-celulo-
sa/proteina, condujo a una mejor retenciôn.

TABLA XVIII

ml de 
tampôn 

utilizados
nmoles de âcido 

mg/ml graso formado
Sobrenadante 100 0.99 0.146
1®^ lavado 0.01 M 75 0.56 0.099
22 lavado 0.01 M 75 0.29 0.075
12 extracciôn 0.3 M 75 0.98 2.405
22 extracciôn 0.3 M 75 0.90 2.596
32 extracciôn 0.3 M 75 0.64 1.924
lavado final 0.5 M 75 0.41 0.891

Los resultados son reproducibles; queda controlado el 
tratamiento* £1 método ademâs permite la recuperaciôn de 
la proteina, en casos de una mala retenciôn, por repeti- 
ciôn del tratamiento. Asi, por ejemplo si obtenemos
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TABLA XIX

ml de 
tampôn 

utilizados mg/ml
nmoles de âcidos 
grasos formados

Redisoluciôn dia 
lizada 100 12.00 1.450

Sbte tratamiento 
DEAE-celulosa 100 2.75 1.392
1®^ lavado 0.01 M 75 0.73 0.837
22 lavado 0.01 M 75 0.40 0 .074

12 extracciôn 0.3 M 75 1.35 1.687

22 extracciôn 0.3 M 75 1.08 0 .125
32 extracciôn 0.3 M 75 0.57 0.981
lavado final 0.5 M 75 0.57 0.462

El sobrenadante y primer lavado poseen bastante actividad 
de Acido Graso Sintetasa, La mezcla de ambos sometida a 
un nuevo tratamiento con DEAE-celulosa, en iguales condi­
ciones, rinde los resultados de la Tabla XX.

TABLA XX

ml de 
tampôn 

utilizados mg/ml
nmqles de âcidos 
grasos formados

Sobrenadante 100 0.54 0.039
1®^ lavado 0.01 M 75 0.31 0.029
22 lavado 0.01 M 75 . 0.18 0.038
12 extracciôn 0.3 M 75 0.53 1.560
22 extracciôn 0.3 M 75 0.28 1.475

32 extracciôn 0.3 M 75 0 .5 0 1.255
lavado final 0.5 H 75 0.175 0.390
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3.4.6. CR0MAT06RAPIA SOBRE SEPHADBX 6-150
La eluciôn se realiza con tampôn fosfato 0.25 M.
En las multiples experiencias realizadas aparecen dos 

perfiles de eluciôn. El primero de ellos consta de dos pi 
COS, uno de ellos corresponde al volumen de exclusiôn y 
el otro bastante alejado de aquél.

El segundo perfil posee très picos, dos coïncidentes 
con los del caso anterior y el tercero con un volumen de 
eluciôn que podrla corresponder a una proteina de peso mo 
lecular mitad de la que eluye con el volumen vaclo.

Ambos perfiles de eluciôn aparecen en las figuras 19 y
20.

Fig. 19: 1.8 mg de enzima purificada. Act. 1.331 nmo­
les de âcidos grasos formados.

Fig. 20: 1.8 mg de enzima purificada. Act. 2.887 nmo­
les de âcidos grasos formados.

En cuanto a la actividad enzimâtica aparece en el pico 
inicial pn los dos casos pero también en el pico interme- 
dio del 22 caso, lo cual podrla deberse a que la proteina 
se disocia en el proceso de aislamiento y la actividad 
que exhibe corresponde a la reasociaciôn que tenga lugar 
durante pl proceso de valoraciôn.

El qup la actividad aparezca en el volumpn de la colum 
na de Sephadex 6-150 (volumen de exclusiôn 400,000) indi­
cé que sp trata de un complejo multienzimâtico.

La existencia de una proteina de peso molecular mitad 
procédante del complejo multienzimâtico se ha confirmado 
cuando se détermina el peso molecular de la enzima en Se­
phadex 6-200 (3.8.I.I.).
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3.4.7. BSQUEMA ACTUAL DE AISLAMIENTO Y PURIPICACION
De los estudios anteriores se concluye como método 6p-

timo de purificaciôn de Acido Graso Sintetasa el siguiente:
Preparaciôn del homogeneizado en tampôn 0.1 M fosfato,
2 mM BDTA, 1 mM mercapto-etanol a pH 7.5 (150 g larva/
/75 ml tampôn) |

Centrifugaciôn 34,800 g x 15 minutos 
(eliminaciôn de particulas groseras)

4Ultracentrifugaciôn 95,250 g x 90 minutos
ppdo Sobrenadante

Tratamiento con (NH ) SO al 50% 
adiciôn lenta con agitaciôn mag- 
nética suave durante 45 minutos.

Centrifugaciôn 34,800 g x 30 minutos
ppdo

Redisoluciôn en 100 ml de tampôn fosfato 
0.1 M, 2 mM BDTA. 1 mM mercapto-etanol 
pH 7.5 (40 minutos de contacte)

C^trifugaciôn 34,800 g x 30 minutos

Sbte

ppdo Sbte
Diâlisis en Dializer b/HPD-1 du 
rante 2 horas frente a 3 litros 
de tampôn fosfato 0.1 M, 2 mM 
BDTA, 1 mM mercapto-etanol pH7*5

Preparado enzimâtico libre de sales
Tratamiento con 150 g de DEAE- 
-celulosa, agitaciôn 1 hora

Sbte 12 lavado 22 lavado
fosfato fosfato 0.01
0.01 M^ (50 ml) (50 ml)

Concentraciôn en diaflo h

12 0#3M 22 0.3M 32 0.3Mi i i(50 ml) (5 0 ml) (50 ml)
0.5 M 
50 Al1 I10 ml 10 ml 10 ml

^ 4 ^paso por columna de Sephadex 6-150
(eluciôn con tampôn fosfato 0.25 M, 2 mM
EDTA, 1 mM mercapto-etanol pH 7.5)
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Se obtienen dos picos; el 12 correspondiente al volu­
men de exclusiôn es el que présenta fuerte actividad 
de Acido Graso Sintetasa.

3.5. CONSBRVACION DB LA ENZIMA EN LAS DISTINTAS ETAPAS DE
SU PURIFICACION

Dado lo prolongado del proceso de aislamiento y purifi 
caciôn de la enzima, era preciso conocer los momentos mâs 
adecuados del proceso en los que su interrupciôn conduje- 
ra a minima pérdida de actividad.

3.5.1. PRECIPITACION CON (NH^).SO^4 2 4
El precipitado obtenido se divide en dos partes: una 

de ellas se redisuelve en el momento, valorândose una ail 
cuota y almacenando el resto a -142C para valorar 48 ho­
ras después. La otra parte se redisuelve a las 48 horas ) 
de su conservaciôn a -142C.

TABLA XXI

Operaciôn nmoles de âcido graso formado
Redisoluciôn en el mo­
mento y valoraciôn t=0 0.088
Redisoluciôn en el mo­
mento y valoraciôn t=48
horas 0.046
Redisoluciôn a las 48 ho­
ras y valoraciôn inmediata 0.218

Hay una pérdida de actividad en la fracciôn redisuelta 
pero no asi en el precipitado conservado a -142C.
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Con objeto de evaluar la conservaciôn de la actividad 
en la fracciôn precipitada mantenida a -14*C se lleva a 
cabo o ^ a  experiencia dividiendo el precipitado en seis 
partes iguales, que se redisuelve en dias sucesivos.

TABLA XXII

nmoles de âcido 
Operaciôn graso formado

Redisoluciôn en el momento 0.202
" a las 24 horas 0.173
" a las 48 horas 0.386
" a los 4 diàs 0.432
" a. los 7 dias 0.034
" a los 12 dias 0.186

En esta ocasiôn el almàcenamiento se hisp a -142C y ba 
jo atmôsfera de N^. !

3.5.2. LIOPILIZACION DE LA PROTEINAI
La proteina redisuelta después de la precipitaciôn con 

(^^4^2^^4 liofiliza y observa el mantenimiento de la 
actividad. Para ello se divide el liofilizado en cuatro 
partes iguales valorândose dos de ellas en pi momento de 
su obtenciôn disueltas en tampôn fosfato 0.1 M a pH 7.5 y 
almacenândose las otras dos en ampollas cerradas bajo at­
môsfera de N_ para valoraciones posteriores,2
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TABLA XXIIII

nmoles de âcido graso 
Operaciôn formado

Control antes de liofilizar 0.354
Después de liofilizar 0.476
A los 10 dias después de haber
liofilizado 0.151
A los 25 dias después de haber
liofilizado 0.114

Es decir, no es adecuada la liofilizaciôn en esta eta- 
pa de purificaciôn puesto que hay pérdida significativa 
de la actividad.

Por lo tanto podemos detener el aislamiento en la eta-
pa de precipitaciôn con (NH^)gSO^, conscsrvando el precipi
tado a -1420 bajo atmôsfera de Ng.

3.5.3. CONSERVACION DESPUES DEL TRATAMIENTO CON DEAE-CELU 
LOSA

Se ha iievado a cabo una experiencia destinada a con- 
trolar las condiciones de concentraciôn de qiercapto-eta- 
nol y de temperatura de almacenamiento mâs idôneas para 
la conservaciôn de la actividad enzimâtica.
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TABLA XX^V
Control: Actividad inicial 1.663 nmoles de âcido graso 

formado

Temperatura de mercapto-etanol
almacenamiento concentraciôn (MM) Act. 1 dla Act.5 dias

1.0 0.910 0.272
4*C 3.5 1.380 0.352

6.0 1.666 0.342
1.0 0.789 0.346

-18*0 3.5 0.583 0.466
6.0 0.303 0.310
1.0 1.724 1.359

-609C 3.5 1.913 2.016
6.0 0.879 0.736

La temperatura a la cual es mâs estable la enzima es 
-602C y la concentraciôn de mercapto-etanol entre 1 y 3.5 
mM.

Se hace otra prueba controlando condiciones ya exclus! 
vamente a -60SC.

TABLA XXV
Actividad inicial 1.810 nmoles de âcido graso formado

mercapto-etanol 
concent. (mM) 2 dias 4 dias 6 dias 10 dias 13 dias

1 1.775 1.459 1.057 1,030 1.037
3.5 1.796 1.399 1.038 0,973 0.876
6 1.713 1.096 0.923 0,908 0.896

La conservaciôn de actividad es total a los 2 dias 
(tiempo suficiente para proseguir el aislamiento), y que­
da reducida aproximadamente al 60% en los 13 dias siguien 
tes.
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En cuanto a la concentraciôn de mercapto-etanol, se uti 
liza la 1 mM por ser la que mâs lentamente admite la pér­
dida de la actividad de Acido Graso Sintetasa.

I
3.5.4. CONSERVACION UnürUcS DEL TRATAMIENTO CON DEAE-CELU­

LOSÀ DE PROTEINA CÛNCENTRADA EN DIAFLO
La proteina una vez concentrada se divide en dos partes 

iguales que se conservan â -6020 y que se valoran a las 24 
y 48 horas siguientes.

TABLA XXVI

nmoles de âcido graso 
formado

En el momento de su concentraciôn 0.881
A las 24 horas 1.029
A las 48 horas 0.999

3.6. METODOS DE CONCENTRACION DE LA DISOLUCION DE PROTEINA

Después del tratamiento con DEAB-celulosa y con Sepha- 
dez, se obtiene una disoluciôn proteica bastante diluida, 
lo que obliga a su concentraciôn para su posterior utiliza 
ciôn en la cromatografia sobre Sephadex o su conservaciôn 
para estudios posteriores.

Los métodos de concentraciôn que se han utilizado son 
los siguientes:

a) Polivinil pirrolidona. Su utilizaciôn conduce a la 
pérdida total de la actividad enzimâtica.

b) Sephadex. Se produce pérdida apreciable de actividad
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enzimâtica especifica y no se récupéra la totalidad 
de la proteina.

c) Dializador b/HPD-1. Se récupéra un 70% de la activi 
dad enzimâtica especifica pero se pierde un 50% de 
la proteina inicial.

d) Liphogel. Se conserva la totalidad de la actividad 
enzimâtica especifica pero se pierde un 50% de la 
proteina.

e) Diaflo. Se conserva la totalidad de la actividad en 
zimâtica especifica y no se pierde proteina, por lo 
que éste es el método de concentraciôn de proteinas 
que se utiliza.

3.7. CÜMPROBACIÔN DB LA PURIFICACION DURANTE EL PROCESO 
DE AISLAMIENTO

Como criterios de purificaciôn se han utilizado:
a) El aumento de la actividad especifica a lo largo 

del proceso de purificaciôn (Tabla XXVII).
b) Cromatografia en columna de Sephadex G-200 donde 

aparece un ùnico pico de peso molecular 560,000 (a 
veces aparece un 22 pico de peso molecular mitad co 
rrespondiente a la disociaciôn de la proteina).

c) La electroforesis en gel de poiiacrilamida, cuyos 
resultados aparecen en las fotos adjuntas%

1) Proteina obtenida después de la ultracentrifu 
gaciôn.

2) Proteina después del tratamiento con sulfato
amônico•

3) Proteina después del tratamiento con DEAB-ce-



lulosa.
4) Proteina después del paso sobre la columna de 

Sephadex G-150.

I I

3.8. FROPIEDADES DB LA ACIDO GRASO SINTETASA

3.8.1. DBTBRMINACION DEL PESO MOLECULAR
Para ello se utilizan dos procedimientos, cromatogra­

fia en columna de Sephadex G-200 y electroforesis en gel 
de poliacrilamida en presencia de SDS.

3.8.1.1. DBTBRMINACION DE PESOS MOLECULARES EN SEPHADEX 
G-200

Como se indiea en la parte de Materiales y Métodos 
(2.9.1.2.) se pasa una colecciôn de proteinas de peso mo*
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lecular cônocido a través de una columna de Sephadex 
G-200 obteniéndose una curva patrôn sobre la que se deter 
mina el peso molecular de la Acido Graso Sintetasa.

La primera curva patrôn se realizô pasando una a una 
las proteinas indicadas en la Tabla XXVIII a través de la 
columna y eluyendo con tampôn fosfato potâsico 0.1 M (pH
7.5).

Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla XXVIH 
y en la grâfica 21.

TABLA XXVIII

FM mg. nm V^(ml)

Azul dextrano 58
Ferritina 540,000 0.5-2 280 75
Catalasa 240,000 0.2 280 95
Aldolasa 158,000 0.5-1 230 100
Albûmina 67,000 2 230 114
Albûmina 45,000 1-3 230 123
Pepsina 35,000 1-2 230 122
Quimiotripsinôgeno 25,000 1-2 230 127
Citocromo c 12,500 0.5-2.5 410 142
Acido Graso 
Sintetasa

560,000
260,000 1-2 280 74.5

89

LOS valores de peso molecular para la Acido Graso Sin­
tetasa son de 560,000 y 26Ô#î)0O daltons.

A la vista de estos datos, se impone conocer mâs exac- 
tamente la naturaleza de la curva en el intervalo 240,000- 
-540,000 en el cual eluye la Acido Graso Sintetasa en su 
forma disociada y por encima de 540,000. Para ello se re-
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pite dos veces el proceso anteriormente descrito obtenién 
dose los resultados exprèsados en las tablas XXIX y XXX y 
en las grâficas 22 y 23.

TABLA XXIX

azul de dextrano 71-75 ml. 
tampôn fosfato potâsico 0.25 M pH 7.5

M mg. nm %

Arginina descarboxilasa 850,000
85,000 1-2 250 72-76

117
Tiroglobulina 669,000 1-2 230 75-80
Ferritina 540,000 0.5-2 280 76-80
Catalasa 240,000 0.2 280 94-97
Aldolasa 158,000 0.5-1 230 95-99
Albûmina 67,000 2 230 108-112
Albûmina 45,000 1-3 230 130-133
Quimiotripsinôgeno A 25,000 1-2 230 135-138
Citocromo c 12,500 0.5-2.5 410 150-151
Acido Graso Sintetasa 560,000 1-2 260 76-80
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TABLA XXX

V azul de dextrano 66-70 ml. e
tampôn fosfato sôdico 0*25 M, 1 mM mercapto-etemol pH 7*5

M mg. nm Vg (ml)

Arginina
descarboxilasa 850,000 1-2 250 66-70
Tiroglobulina 669,000 1-2 230 65-69
Ferritina 540,000 0.5-2 280 71-75
Glutamato
deshidrogenasa 510,000 1-2 280 73-77
Fosforilasa A 370,000 1-2 280 77-81
Catalasa 240,000 0.2 280 85-89
Aldolasa 158,000 0 .5-1 230 92-95
Albûmina 67,000 2 230 104-107
Albûmina 45,000 1-3 230 108-113
Pepsina 35,000 1-2 230 100-105
Quimiotripsi­
nôgeno A 25,000 1-2 230 132-135
Citocromo c 12,500 0 .5-2.5 410 148-152
Acido Graso 
Sintetasa 1-2 260 68-71 -
Acido Graso Sin 
tetasa en SDS 
al 0.05% 1-2 260 78-72-

-»560,000

► 280,000
105 — ! 80,000
112 — r— > 60,000
130 -T r 25,000

En las très experiencias realizadas la Acido Graso Sin 
tetasa aparece con un peso molecular aproximado de —
560,000 daltons, habiéndose obtenido ademâs en la primera 
de ellas otra fracciôn proteica con un peso molecular de
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260,000, es decir, aproximadamente la mitad del primero. 
Esto puede relacionarse con lo obtenido en los complejos 
multienzimâticos de aves y de mamiferos en los que apare 
ce como un dimero activo que se disocia en dos monômeros 
inactivos de peso molecular mitad.

Cuando se utiliza la protjeina tratada con SDS al 0.03% 
aparece toda una serie de fracéiones que se corresponden 
con los valores obtenidos cuando se realizan electrofore 
sis en presencia de SDS comd veremos en el apartado si­
guiente. La fracciôn de mayor peso molecular obtenida da 
un valor de 280,000 por lo que se puede considerar que 
el tratamiento con SDS disocia el complejo en dos monôme 
ros de peso molecular mitad.

3.8.1.2. Determinaciôn de pesos moleculares por electro- 
forests' en presencia de dodecil sulfato sôdico

La primera prueba se realiza utilizando como marcado- 
res proteinas cuyos pesos moleculares estân comprendidos 
entre 12,500 y 68,000, con un entrecruzaraiento 1/37 (re­
laciôn bisacrilamida/acrilamida) y una reticulaciôn 7.5%. 
El tiempo de electroforesis fue de 2 h. 30 rniu. a 80 vol̂  
tios.

Los geles, una vez desteBidos, se densitometran y la 
movilidad se exprèsa como distancia del mâximo de la ban 
da al origen del gel. Algunas proteinas comerciales ori- 
ginan mâs de una banda, las que no se tienen en conside- 
raciôn a no ser que correspondan a pesos moleculares de 
las subunidades o de productos de agregaciôn.

Al representar movilidad frente a log. de peso mole­
cular se obtiene una recta (fig. 24):
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TABLA XXXI

Proteina M Movilidad
Pepsina 35,000 5.0
Tripsina 23,300 6.2
Citocromo c 12.500 6.5 y 8.7
Avidina 68,000 1.8
Lisozima 14,300 7.9
Albûmina de suero de caballo 68,000 2.7

Se hace una segunda prueba en las mlsmas condiciones y 
poniendo ademâs otro gel con Lâctico Deshidrogenasa (M =
= 160,000); en otros geles se ponen mezclas de las protel 
nas utilizadas eh la Tabla XXXI. Se obtiene una recta, pe 
ro la LDH no entra en el gel, solamente se détecta la sub 
unidad de peso molecular 36,000.

En las siguientes experiencias se trata de ampliar el 
intervalo de pesos moleculares que pueden ser calculados 
por electroforesis en SDS. Se estudia también lo que ocu- 
rre con reticulaciones del 3% y 3.5%, con el mismo tiempo 
de corrido, e igual voltaje y entrecruzamiento. Al 3.5%, 
debido a la poca consistencia de los geles no se obtienen 
resultados satisfactorios. Los resultados del 3% aparecen 
en la Tabla XXXII y en la fig. 25.

TABLA XXXII

Proteina M Movilidad
Tripsina 23,300 7.9
Pepsina 35,000 5.2
Citocromo c 12,500 10.3 y 8.2 (d)
Avidina 68,000 2.4 y 9.4 (s)



— 149 —

Con una reticulaciôn superior, 10%, las movilidades de 
las proteinas son menores; ello ofrece, por tanto, menor 
interés, aunque también, se obtiene una variaciôn lineal 
de la movilidad frente al log. del peso molecular (Tabla 
XXXIII, fig. 26).

TABLA XXXIII

Proteina M Movilidad
Citocromo c 12,500 8.7 y 6.5 (d)
Lisozima 14,300 7.9
Tripsina 23,300 5.0
Pepsina 35,000 4.0
Avidina 68,000 1.3 y 8.5 (s)
Albûmina 68,000 1.6

A continuaciôn, con las proteinas antes indicadas se 
hace un estudio comparative de movilidades a entrecruza- 
mientos 1/37 y 1/60 (Tabla XXXIV, fig. 27).

TABLA XXXIV

Proteina MOV. 1 /37 MOV. I/6O
Pepsina 5 .8 10.0
Avidina 0.7 y 13.5 (s) 2.6 y 1 7 .0 (s)
Aibdmina 0.4 2.0

La movilidad es mayor con entrecruzamiento l/60, pene- 
trando las proteinas de peso molecular mayor en el gel 
mâs que con entrecruzamiento 1/37.

Se vuelven a estudiar distintos grades de entrecruza- 
mientos con nuevas proteinas de pesos moleculares superio-
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res y con un tiempo de corrido de 5 horas (Tabla XXXV).
TABLA XXXV

Proteinas M nfi subunidades
'peso molecular 
de subunidades

Fosfatasa
Alcalina 80,000 2 40,000
Ureasa 483,000 6 83,000
Amilasa 97,600 2 48,200
Piruvico
Quinasa 237,600 4 57,400

En la grâfica 28, utilizando un entrecruzamiento l/37 
aparecen las subunidades; la movilidad es mayor con un en 
trecruzamiento 1/60; penetrando proteinas de peso molecu­
lar mayor.

En la grâfica 29 se ve cômo aumentando el tiempo de 
electroforesis a 7 horas la Piruvico Quinasa (M = 237,000) 
pénétra ya en el gel.

La siguiente experiencia se realiza con entrecruzamien 
to 1/60, a 80 voltios, siendo el tiempo de corrido de 7 
horas 30 minutos. Ademâs de proteinas patrones se pone en 
un gel Acido Graso Sintetasa (fig. 3d), obteniéndose unt 
movilidad inferior a la de ,1a Piruvico Quinasa, por lo 
tanto un peso molecular superior, del orden de 300,000.

En las siguientes experiencias, con 1/60, 80 voltios 
durante 3 horas, se calcula el peso molecular de la Acido 
Graso Sintetasa a distintas reticulaciones: 7.5% y|5%.

Los valores obtenidos a partir de la grâfica 31 soni
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TABLA XXXVI

Reticulaciôn Peso Molecular
300,000

7.5% 250,000
75.000
64.000

220.000
5% 72,000

f3,000

Habiéndose obtenido una banda que puede cprresponder a 
un peso molecular 300,000, se varia la relaciôn bisacrila 
mida/acrilamida para asi poder lograr una mayor pénétra- 
ciôn de la proteina en el gel.

Se hacen dos estudios comparativos de entrecruzamien- 
tos 1/60 y 1/80 con reticulaciones 7.5% y 5%, utilizando 
como marcador una proteina de peso, molecular superior al. 
de la Piruvico Quinasa, la Ferrina de 540,000. El proble- 
ma que présenta el entrecruzamiento 1/80 es la poca con­
sistencia del gel, sobre todo a reticulaciôn 5%.

Para proteinas de elevado peso molecular (mayores que 
250,000), no se obtiene una linea recta, sino una asinto- 
ta al eje de ordenadas.

Los resultados obtenidos para Acido Graso Sintetasa 
fueron (Tabla XXVII, figuras 3^ y 33):
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TABLA XXXVII

Entrecruzamiento Reticulaciôn M
1/60 5%

240,000
118,000

1/80 5% 260,000
1/80 7.5% 240,000

122,000
110,000

De estos dâtos se deduce la apariciôn de una serie de 
bandas correspondientes a la disociaciôn del complejo imil 
tienzimâtico. La banda de mayor peso molecular responde a 
un valor de 240,000 - 260,000 coïncidente con el obtenido 
en Sephadex G-200 para la proteina disociada.

La existencia de otras bandas de peso molecular menor 
concuerda con los datos obtenidos en el apartado anterior 
para la proteina tratada con SDS, coincidiendo aproximada 
mente con los de alguna de las experiencias realizadas 
con gel. Estas bandas pueden asignarse a cadenas polipep- 
tidicas disociadas del complejo; no ha lugar, de otro la- 
do, a su consideraciôn como impurezas^ puesto que tanto la 
cromatografia en Sephadex 6-200 como la electroforesis en 
gel de poliacrilamida, s in SDS, dan una ûnica banda.

3.8.2. COMPOSICION DE AHINOACIDOS

3.8.2.1. Anâlisis de aminoâcidos

De la valoraciôn realizada en 4 muestras diferentes se 
obtienen los siguientes resultados expresados en %;
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TABLA XXXVIII

__^ B C D
ASP 11.1 11.25 11.16 11.25
THR 5.5 5.56 5.60 5.79
SER 6.8 7.37 6.64 6.54
GLU 13.8 13.71 12.00 12.83
PRO 4.0 5.43 4.96 2.57
GLY 8.6 8.79 7.93 7.93
ALA 9.8 9.83 8.15 8.50
VAL 5.7 5.68 6.39 6.44
MET - - 1.14 1.13
ILE 4.8 4.9 5.58 5.40
LEU 8.9 6.6 8.82 7.46
TYR 2.8 2.45 2.96 3.39
PHB 3.4 3.23 3.35 4.36
HIS 2.3 2.58 2.52 2.05
LYS 7.4 5.82 7.70 7.58
ARG 4.8 4.78 4.81 6.82

3.8.2 .2. Valoraciôn de triptôfano

Se utilizan dos métodos . El de Beaven-Holiday que em-
plea la fôrmula

0.592 *294 4 _ 0.263 *280
*^tryp 0.263 *280 - 0.170 A294.4

en la que al sustituir los dates expérimentales
*294.4 “ 0-296 
*280 = 0.334
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se obtiene el valor M.
# 2.312

"tryp
El peso molecular obtenido para la proteina es de

560,000 y el porcentaje medio de tirosina hallado en el 
anâlisis de aminoâcidos anterior puede considerarse como 
2.9%. Si tomamos un peso molecular medio de 120 para los 
aminoâcidos, resultaria un total de 4.660 aminoâcidos de 
los que 135.14 serian tirosina, por lo que de triptôfano 
tendremos

^  . .31:
tryp tryp

que da un nûmero de moles de triptôfano de 58.8.
Utilizando el mâtodo de Edelhoch y trabajundo también 

con un 1 mg/ml en una soluciôn de cloruro de guanidinio 
6 M, se obtiene los siguientes resultados:

*288 “  0-49 
*280 “ ° * ”

que aplicados a la fôrmula:
A A288 280moles de triptôfano = ' y--- — « 0.00010463.103 10.318 moles de

triptôfa­
no por gra 
mo de pro 
teina

Dado que el peso molecular de la proteina es 560,000, 
el nûmero de moles de triptôfano en la proteina total se- 
rân

0.0001046 X 560,000 a 58.57 moles 
valor que coincide can el obtenido por el método de Bea- 
ven-Holiday.
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3.8.2.3. Composiciôn final en aminoâcidos de la proteina

Hemos visto que el nûmero de moles de triptôfano es de 
59. Por otro lado, como veremos en (3.8.9.) el nûmero de 
moles de cisteina es de 42. De estos datos y de los obte­
nidos en 3.7.2.1. para el resto de los aminoâcidos se pb- 
tienen en la Tabla XXLIX los porcentajes que corresponde 
a la composiciôn de aminoâcidos.

TABLA XXLIX

aa Porcentajes
ASP 10.91
THR 5.47
SER 6.49
GLU 11.73
PRO 4.85
GLY 7.75
ALA 7.97
VAL 6.24
MET 1.11
ILE 5.45
LEU 8.62
TYR 2.89
PHE 3.27
HIS 2.46
LYS 7.53
ARG 4.70
CYS 0.89
TRP 1.25
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3.8.3. REQUERIMIENTOS DE LA ACCION ENZIMATICA
Una vez aislada la Acido Graso Sintetasa y comprobada

su homogeneidad se procédé al estudio de las condiciones 
de actuaciôn del complejo multienzimâtico aislado.

3.8.3.1. pH ôptimo de actuaciôn del sistema enzimâtico
Experiencia realizada con mezcla de incubaciôn estan- 

dar, en tampôn fosfato 0.25 M (a pH variable) y con una 
concentraciôn de proteina de 0.06 mg/ml (Tabla XL, fig. 
34).

TABLA XL

pH incubaciôn nmoles de âcido graso formado
6.5 0.863
6.8 1.047
7.1 1.221
7.4 1.268
7.7 1.104
8.0 0.876

Como* se ve el mâximo de actividad estâ en las proximi- 
dades de pH 7.4.

3.8.3.2. Influencia de la concentraciôn de proteina sobre 
la actividad enzimâtica

Se realiza la experiencia con mezcla de incubaciôn es- 
tandar (concentraciôn de fosfato 0.25 M) durante 10 minu­
tos a 37*c. Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 
XLI y fig. 35 .
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TABLA XLI

Concentraciôn proteina nmoles de âcido
mg/ml incubaciôn graso formado

0.027 0.621
0.054 0.866
0.081 1.144
0.108 1.362
0.162 1.638
0.216 1.610

Puede verse que a concentraciones de proteina 0.027 - 
- 0.150 mg/ml existe una proporcionalidad directa con res 
pecto a la actividad enzimâtica.

Cuando la proteina estâ purificada, un aumento de pro­
teina se corresponde con un aumento de actividad a dife- 
rencia de lo que ocurria en homogeneizado total.

3.8.3.3. Influencia de la fuerza iônica del medio
Realizado con mezcla de incubaciôn estandar y concen­

traciones crecientes de fosfato potâsico. Incubacidnes dU 
rante 10 minutos a 37*C (Tabla XLII, fig. 36).

TABLA XLII

Concentraciôn (M) nmoles de âcido
fosfato graso formado
0.05 1.808
0.07 1.733
0.10 1.719
0.25 1.657
0.50 1.589
0.80 1.532
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La variaciôn de la fuerza iônica del medio no parece in 
fluir sobre la actividad enzimâtica a concentraciones corn 
prendidas entre 0.05 y 0.8 M.

3.8.4. CONSERVACION DE LA ENZIMA

La enzima purificada se conserva en tubos cerrados a 
-60sc, en tampôn fosfato 0.25 M, 2 mM BDTA, 1 mM mercap- 
to-etanol, hasta el momento de su utilizaciôn. Para con- 
trolar la posible pérdida de actividad, se realizan valo- 
raciones en dias sucesivos a la obtenciôn, de forma que 
todas las alîcuotas ÿaloradas hayan sufrido un ûnico pro- 
ceso de congelaciôn-descongelaciôn.

Se ha realizado dos veces la experiencia, una primera 
con solo dos referencias de conservaciôn (Tabla XLIII).

TABLA XLIII

tiempo de alma- 
cenamiento

nmoles de âcido 
graso-^Eormado

% de actividad 
conservada

0 2.325 100.00
4 dias 2.131 96.63
18 dias 1.890 81.30

Y otra en la que los datos de conservaciôn se obtienen 
con mayor frecuencia (Tabla XLIV y fig. 37).
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TABLA XLIV

tiempo de alma- 
cenamiento

nmoles de âcido 
graso formado

% de actividad 
conservada

0 0.881 100.00
2 dias 0.866 98.4
8 dias 0.837 95.0

10 dias 0.789 89.6
14 dias 0.548 62.2

La pérdida de actividad es minima a lo largo de los 8 dias 
siguientes a la obtenciôn del preparado. Al cabo de 14 
dias se conserva todavia un 60% en el caso de la experien 
cia mâs desfavorable*

Esto permite realizar las experiencias de funcionalidad 
bioquimica o caracterizaciôn fisica en dias subsiguientes 
al de la purificaciôn del preparado*

3.8.5. TIEMPO DE INCUBACION
Mezcla de incubaciôn estandar con variaciôn del tiempo 

de incubaciôn (Tabla XLV y fig. 38).

TABLA XLV

tiempo de incubaciôn nmoles de âcido
(minutos)  graso formado

5 1.112
10 1.623
20 1.918
30 1.925
45 2.010
60 1.613
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B1 tièmpo ôptimo de incubaciôn es entre 20 y 45 minu­
tos; dado que la actividad a los 10 minutos es un 83% con 
respecto a la obtenida a los 20 minutos, y que el tiempo 
ôptimo de incubaciôn en otras etapas de la purificaciôn 
es de 10 minutos, es por lo que se ha mantenido este tiem 
PO de incubaciôn; tiempo al que la actividad es suficien 
te para la valoraciôn del sistema enzimâtico, y que la ha 
ce comparativa con otras etapas de la purificaciôn.

Las etapas de purificaciôn para las que también se ha 
probado el tiempo de incubaciôn han sido las que a conti­
nuaciôn se detallan;

a) En la segunda etapa del aislamiento, la redisolu- 
ciôn del precipitado con (NH^ÏgSO^ al 50%, utilizan 
do la mezcla de incubaciôn estandar, en tampôn fos­
fato 0.11 M. Los resultados obtenidos aparecen en 
la Tabla XLVI y fig. 39.

TABLA XLVI

tiempo de incubaciôn nmoles de âcido
a 37*0 (minutos) graso formado

5 1.695
10 1 1.752
20 1.775
30 1.802

b) En la fracciôn activa después del tratamiento con 
DEAE-celulosa, con una mezcla de incubaciôn estan­
dar en tampôn fosfato 0.25 M (Tabla XLVII y fig. 
40).
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TABLA XLVII

tiempo de incubaciôn 
a 37*0 (minutos)

nmoles de âcido 
graso formado

5 1.007
10 1.165
20 1.120
30 1.103
60 0.914

3.8.6. REQUERIKIENTOS DE NUCLEOTIDOS DE LA ENZIMA (PMN, 
NADH, NADPH)

Pado que en la reacciôn catalizada por la Acido Graso 
Sintetasa tienen lugar dos etapas de reducciôn y que el 
agente reductor, como se vi6 en la introducciôn, varia de 
unas especies a otras, en los siguientes apartados se es­
tudia la naturaleza de los nucleôtidos utilizados por la 
Acido Graso Sintetasa de Ceratitis capitata.

3.8.6.1. Influencia de los niveles de NADH sobre la acti­
vidad enzimâtica

Mezcla de incubaciôn estandar excepte NADPH y distin­
tas cantidades de NADH. La incubaciôn se realizô durante 
10 minutos a 37*C con una cantidad de proteina de 0.06 
mg/ml (Tabla XLVIII, fig. 41).
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TABLA XLVIII

concentraciôn NADH 
(UM)

nmoles de âcido 
graso formado

3.12 0.050
6.25 0.060
12.50 0.067
18.75 0.068
25.00 0.068
50.0 0.070

100.0 0.068
200.0 0.081
300.0 0.077

La actividad enzimâtica es muy baja en presencia de
NADH.

3.8.6.2. Influencia de los niveles de NADPH sobre la ac-
tividad enzimâtica

Mezcla de incubaciôn estandar con distintas cantidades 
de NADPH; la incubaciôn se realizô durante 10 minutos a 
37*C con una cantidad de proteina 0.06 mg/ml (Tabla XLIX, 
fig. 42).
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TABLA XLIZ

concentraciôn NADPH nmoles de âcido
______(uM) graso formado

3.12 0.190
6.25 0.296
12.50 0.378
18.75 0.433
25.00 0.434
50.00 0.112

100.00 0.475
200.00 0.489
300.00 0.480

como puede verse la actividad enzimâtica en presencia 
de NADPH aumenta considerablemente con relaciôn a la obte 
nida en presencia de NADH. Esta diferencia se verâ mâs 
palpablemente en los apartados 3.8.6.3. y 3.6.6.4.

3.8.6.3. Actuaciôn conjunta NADH-NADPH
Condiciones estandar de valoraciôn (excepto NADPH) y

distintas concentraciones de ambos nucleôtidos. La incuba> —
ciôn se realizô durante 10 minutos a 37*C (Tabla L, fig.
43).
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TABLA L

NADPH NADH nmoles de âcido graso
(UM) (^) formado
75 1.570

150 1.796
300 — ' 1.692
600 — 1.665
- 75 0.193
- 150 0.208
- 300 0.279
- 600 0.319
75 75 1.503

150 150 1.768
300 300 1.864

Se apreciâ mâs ostensible que en 3.8.6.1. y 3.8.6.2. 
la diferencia de actividad en presencia de NAPH o ue —  
NADPH. Cuando se utilizauna mezcla de ambos, la forma- 
ciôn de âcidos grasos se corresponde a la obtenida cuando 
se utiliza ûnicamente NADPH en la misma concentraciôn que 
en la mezcla. Este hecho no comparte la afirmnciôn (169) 
de que solamente los vertebrados utilizan NADPH como ûni­
co agente reductor.

3.8.6.4. Actuaciôn conjunta NADH - FMN y NADPH - FMN
Realizados en condiciones est^dar de valoraciôn (ex­

cepte NADPH) y distintas concentraciones de nucleôtidos. 
La incubaciôn se realiza durante 10 minutos a 37*C con
una concentraciôn de proteina 0.06 mg/ml (Tabla LI, fig.
44).
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TABLA LI

NADPH NADH FMN nmoles de âcido graso
(m m ) i Æ l formado
25 — 0.349
50 - - 0.753
75 - - 0.862

100 - - 0.928
300 - - 0.956
25 - 25 0.086
50 - 50 0.137
75 - 75 0.159

100 - 100 0.022
300 300 0.017
• — 25 0.020
- 50 - 0.027
- 75 - 0.046
- 100 1

0.035
- 300 - 0.026
- 25 25 -
- 50 50
- 75 75 -
- 100 100 -
- 300 300 0.011

Por un lado se confirma, una vez mâs, la diferencia de 
incorporaciôn en presencia de ambos nucleôtidos de piridi 
na. También puede apreciarse que frente a lo que ocurre 
en las especies que contienen FMN, en las que la presen­
cia de éste en el medio de incubaciôn es activador del 
complejo multienzimâtico, en el caso del sistema cnzimâti



— loo —

CO de larva de Ceratitis capitata el nucleôtido de flavi-
na actua claramente como inhibidor.

3.8.6.5* Presencia de FMN
Se sigue el procedimiento iindicado en el apartado

2.9.3.1. de Materiales y Métodos. Se obtiene un resultado
negativo en cuanto a la presencia de FMN en la Acido Gra­
so Sintetasa.

Esto parece confirmado por los resultados obtenidos en
3.8.6.4. en los que aparece un efecto inhibidor sobre 
NADPH y ninguna influencia activadora sobre NADH; efecto 
éste ultimo que se observa, por el contrario, en los sis- 
temas de Acido Graso Sintetasa poseedores de FMN.

3.8.7. CINETICA DE MICHAELIS

Se Obtiene los valores de y con relaciôn a Ace- 
til-CoA, malonil-CoA y NADPH.

3.8.7.1. Acetil-CoA
La mezcla de incubaciôn es:

Fosfato potâsico 0.25 M (pH 7.5)
EDTA 4.2 mM
Mercapto-etanol 3.6 mM
Malonil-CoA 100 jOi

NADPH 300
Proteina 0.06 mg/ml

y distintas concentraciones de Acetil-CoA 1-^^C de actiyi
dad especifica 4.42 ̂ Ci/umol. Incubaciones durante 5 minu 
tos a 37*C (Tabla LU, fig. 45 y 46).
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TÀbijA L U

Acetil-CoÀ
(nti)

V
W

l/Acetil-CoA
_ 1/V

1.13 0.036 0.8850 27.777
2.26 0.065 0.4425 15.384
4 .5 2 0.115 0.2212 8.695
6.78 0 .171 0.1475 5.847
9.04 0.174 0.1106 5 .747

11.30 0.191 0.0885 5.235
22.60 0.249 0.0442 4.016
33.90 0 .2 7 8 0.0295 3.597
45.20 0.286 0.0221 3.496
56.50 0.285 0 .0177 3 . 508
67.80 0.290 0.0147 3.448

(^) La velocidad viene expresada en nmoles de âcidos gra­
sos formados por minuto de incubaciôn.

Los valores obtenidos para y son:

•'m  - ô i w  -
V _ = ■ 0 .3 7 0 nmoles âcido graso forma-max 2.70 do por minuto

3.8.7 .2. Malonil-CoA

La mezcla de incubaciôn es:
Fosfato potâsico 0.25 M (uH 7.5)
BDTA 4.2 mM
Mercapto-etanol 3.6 mM
Acetil-CoA l^^C 50 uM (Actividad especifica

1 uCi/umol)NADPH 300 yH

Proteina 0.06 mg/ml
y distintas concentraciones de malonil-CoA. Incubaciôn 5 
minutos a 37*C (Tabla LUI, fig. 47 y 48).
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TABLA L UI

Malonil-CoA
(m m )

V
(*)

l/malonil-CoA
(m m -1) 1/V

2.5 0.0066 0.400 151.515
5.0 0.0132 0.200 75.750
7.5 0.0194 0.133 51.546

10.0 0.0258 0.100 38.759
25.0 0.0544 0.040 18.382
50.0 0.0802 0.020 12.468
75.0 0.0852 0.013 11.737
100.0 0.0996 0.010 10.040
150.0 0.0922 0.006 10.845
200.0 0.0692 0.005 14.450

(#) La velocidad viene expresada en nmoles de 
SOS formados por minuto de incubaciôn.

âcidos gra-

Los valores obtenidos Si y \ a x
y _ 1 80 pMM “ 0 .0125 *

1V = —  'at vt  * 0.202 nmoles ac. grasos forma- " 4.9415 , dos por minuto

3.8.7.3 NADPH
La mezcla de incubaciôn es:

Fosfato potâsico 0.25 M (pH 7.5)
EDTA 4.2 mM
Mercapto-etanol 3.6 mM
Acetil-CoA l^^C 50 ^  (Actividad espec!
Malonil-CoA 100 jaM  ̂^
Proteina 0.06 mg/ml
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y concentraciones variables de NADPH* La incubaciôn es de 
5 minutes a 37®C.(Tabla LIV, fig* 49 y 50).

TABLA LIV

NADPH
(UK)

V
(*)

l/NADPH
l / y

3.12 0.0088 0.320 113.636
6.25 0.0152 0.160 65.789
12.50 0.0234 0.080 42.735
18.75 0.0272 0.053 36.764
25.00 0.0320 0.040 31.250
50.00 0.0344 0.020 29.069

100.00 0.0468 0.010 21.367
200.00 0.0458 0.005 21.834
300.00 0.0458 0.003 21.834
(4*r) La velocidad viene expresada en nmoles de 

SOS formados por minuto de incubaciôn.
âcidos gra-

Los valores obtenidos para y son;M max
Si =0:065 “ ^5.4

v'o'X " 0.053 nmoles âc. grasos formados m 18.680 por minuto

3.8.8. PRESENCIA DE 4-POSPOPANTBTEINA

La identificaciôn de 4-fosfopanteteina dio resultados 
positives al utilizer cualquiera de los dos métodos de 
oxidaciôn con âcido perfôrmico descritos en Materiales y 
Métodos (2.9.3.2*).

Al comparer el esquema de aminoâcidos obtenido a par-



tir del hidrolizado de la protqina después del tratamien­
to oxidante (52) con el obtenido utilizando el hidroliza­
do de aminoâcidos normal (51) aparecen dos picos, uno de 
ellos correspondiente a ̂ -alanina y que se encuentra en­
tre los correspondientes a tirosina y fenilalanina. El 
otro pico corresponde a taurina y aparece después del âc^ 
do cisteico. Ambos tienen los mismos tiempos de retenciôn 
que los obtenidos cuando utilizamos patrones dey^-alanina 
y taurina.

3*8.9. VALORACION DE 6RUPÛS SH
La valoraciôn de grupos SH se Realiza con 0.18 mg de 

Acido Graso Sintetasa purificada segûn el esquema general 
de aislamiento pero realizando la ûltima etapa de paso a 
través de Sephadex G-150 en ausencia de mercapto-etanol 
para evitar las interferencias debidas a éste.

Paralelamente se realiza una curva patrôn de grupos SH 
con concentraciones conocidas de cistelna(TablaLV,fig.53).

TABLA LV

nmoles de SH ^412
5 0.11

10 0.20
20 0.33
30 0.5L
40 0.64
50 0.70

El resultado obtenido aparece en la Tabla LV.
La valoraciôn se realiza también en presencia de urea 

a M.
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TABLA LVI

/A nmoles SH moles SH/mol de AGS
AGS (0.18 mg) 0.145 7 21.77
AGS en urea 8 M 0.21 11 34.2

Se ahade a continuaciôn imidazol (a varias concentra-
ciones) como medio reductor y se repiten las medidas de
absorbancia.

TABLA LVII

5 JUM 10 WM 100 uM 200 uM
nmoles moles SH/ 

SH /moles AGS
AGS 0.19 0.22 0.24 0.24 13 40.4
AGS en
urea 8 M 0.25 0.24 0.25 0.25 14 41.3

La presencia de urea aumenta el nûmero de grupos SH. 
Cuando la valoraciôn se realiza en un medio reductor 

aumenta también el nûmero de grupos SH.

3.8.10. ACIDOS GRASOS PRODUCIDOS POR EL COMPLEJO MULTIBN- 
ZIMATICO

La mezcla de incubaciôn es la estandar salvo para ace- 
til-CoA que se utiliza a una concentraciôn de 216 nmoles/ 
/ml y para malonil Co-A que se dispone en dos concentra­
ciones 50 y 100 nmoles/ml.

Los resultados obtenidos expresados en tantos por cien 
de Âcidos grasos formados son (Tabla LVIII, fig. 54 y 55):
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TABLA LVIII

Acidos grasos sinte- 
tisados.

Concentraciôn 
por ml de

de malonil-CoA 
incubaciôn

^10
50 nmoles 100 nmoles

2.12 —
27.54 21.70
12.39 10.80

"̂16 56.37 65.98

'̂ 18 1.55 1.48

El âcido graso formado en mayor proporciôn es el palm^ 
tico. En segundo lugar se produce el laûrico siendo el 
tercero ea importancia el miristico.

Al atû icntar la relaciôn raalonil-CoA/acetil-CoA, se pro 
duce un aumento en la proporciôn de âcido palmitico forma 
do a Costa de les âcidos grasos de cadena mâs corta, re­
sultados que concuerdan con los obtenidos en glândula ma- 
maria de conejo y vaca (6, 159).

En cuanto a la forma en que aparecen los âcidos grasos 
formados, se realiza la valoraciôn de Acil-CoA descrita 
en Materiales y Métodos.

Se utiliza la incubaciôn estandar excepto Acetil-CoA 
que se emplea a una concentraciôn de 125 nmoles/ml (0.5 
pCi) valorândose la cantidad de âcidos grasos formados 
tanto en forma libre como de Acil-CoA.

TABLA LIX

nmoles de âcidos gra nmoles de Acil-CoA % Acil-
SOS libres formados formados % AGL -CoA

6.492 0.117 98.23 1.77
4.356 0.057 98.70 1.26
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Es decir» los âcidos grasos producidos por la Acido 
Graso Sintetasa de la larva de Ceratitis capitata se ob* 
tienen en su forma libre.
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CONCLÜSIONES

4.1. Introducciôn:
Las notables diferencias existentes en la slnte- 

sis de âcidos grasos en larva y en adulto farato del 
insecto Ceratitis capitata parecen apuntar a que di- 
cha biosintesis se produce en larva principalmente 
por un mécanisme de biosintesis **de novo**, siendo un 
mecanismo de elongaciôn mitocondrial el mâs importan 
te en adulto farato. Parece interesante procéder al 
aislamiento y caracterizaciôn de la Acido Graso Sin- 
tetasa de larva, enzima responsable de la biosinte­
sis **de novo**. El sistema de AGS no ha sido aislado 
ni caracterizado hasta el présente en ningûn insec­
to. El desconocimiento de este sistema enzimâtico 
puede hacerse extensive a los invertebrados.

Por todos estes motives el aislamiento, caracteri 
zaciôn y estudio de los requerimientos funcionales 
de la actividad del sistema enzimâtico Acido Graso 
Sintetasa del insecto Ceratitis capitata ha consti- 
tuido el elemento central de la investigaciôn obje- 
to de esta tesis doctoral.

4.2. Experiencias preliminares al aislamiento.

4.2.1. Al valorar la actividad de Acetil-CoA Carboxi 
lasa y la sintesis de âcidos grasos a le lar­
go del desarrollo del insecto aparece un mâxi 
mo de actividad de biosintesis de âcidos gra-



- 1/0 -

SOS en el 4® estado de larva y otro en las 
proximidades de la emergencia del adulto fara 
to, mientras que solo aparece un mâximo de ac 
tividad de Acetil CoA Carboxilasa para el 4* 
estado de larva.

4.2.2. Los experimentos sobre ayuno y realimentaciôn 
con diferentes dietas demuestran la naturale- 
za adaptativa de la Acido Graso Sintetasa de 
larva.

4.2.3. A continuaciôn se pone a punto un mâtodo de 
valoraciôn de la Acido Graso Sintetasa, va- 
riando cofactores, tiempo de incubaciôn, con- 
centraciôn de enzima, concentraciôn de tampôn 
fosfato y pH del medio.
Los resultados anteriores, junto con los obte 
nidos por este método, confirman que la bio­
sintesis "de novo" solo se produce en larva, 
pero no en adulto farato de 5 y 8 dlas.

4.2.4. Cuando se realiza el fraccionamiento subcelu- 
lar del homogeneizado total de larva la Acido 
Graso Sintetasa se localiza en la fracciôn so 
lubie.

4.2.5. Puesto a punto un sistema de valoraciôn de 
sintesis de âcidos grasos en mitocondrias, se 
ve que este sistema funciona tanto en larva



- 179 -

como en adulto farato de 8 dlas, por lo que 
en adulto farato puede ser este sistema el 
responsable del mâximo de actividad que apa­
rece en dicho estado de desarrollo.

4.3. Aislamiento, purificaciôn y caracterizaciôn del sis­
tema enzimâtico.

4.3.1. El aislamiento y purificaciôn de la Acido Gra 
so Sintetasa se realiza estudiando las condi- 
ciones idôneas dentro de cada una de las eta­
pas de dicho aislamiento (ultracentrifugaciôn, 
precipitaciôn con suïfato amônico, tratamien- 
to çon gel de fosfato câlcico, DEAB-celulosa, 
Sephadex) y su utilidad en nuestro caso con- 
creto.
Se obtiene el esquema de aislamiento y purifi 
caciôn que aparece en 3.4.7#

4.3.2. Una vez comprobada la purificaciôn de la Aci­
do Graso Sintetasa por electroforesis en gel 
de poliacrilamida y en Sephadex G-200, se ve 
que ha sido purificada unas ISO veces con un 
rendimiento del 17%.

4.3.3. Se han puesto a punto las condiciones para la 
conservaciôn de la proteina tanto a lo largo 
de la purificaciôn, como una vez obtenida pu- 
râ.

4.3.4. Se ha realizado el anâlisis de aminoâcidos de 
la Acido Graso Sintetasa. Su peso molecular.
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obtenido por croraatografia en Sephadex«G-200 
es de 560,000 daltons, apareciendo también 
una subunidad de 260,000.
Cuando la determinaciôn del peso molecular se 
realiza por electroforesis en gel de poliacri 
lamida en presencia de SDS se confirma la ban 
da de 260,000 daltons, que aparece junto con 
otras de peso molecular Inferior, atribuidas 
a la disociaciôn de alguno de los componentes 
del complejo.

4.3.5. Se han estudiado los requerimientos para la 
acci&n enzimâtica del sistema enzimâtico puri 
ficado, pH, concentraciôn de proteina, fuerza 
iônica y tiempo de incubaciôn.

4.3.6. La Acido Graso Sintetasa parece requérir para 
su actuaciôn ûnicamente NADPH como nucleôtido 
reducido, siendo la actividad enzimâtica muy 
baja en presencia de NADH.
No se détecta en la proteina la existencia de 
FMN. Cuando se incuba el sistema enzimâtico 
en presencia de este cofactor aparece un efec 
to inhibidor sobre NADPH y ninguna influencia 
activadora sobre NADH (efecto este ûltimo que 
se contradice con lo observado en especies 
que poseen FMN).

4.3.7# Se han obtenido los valores de y paraM max
Acetil-CoA, malohil-CoA y NADPH.
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4.3.8. Se ha detectado la presencia de 4'-fos- 
fopantetelna en el complejo multienzi- 
màtico.

4.3.9. El nûmero de grupos SH identificados 
ha sido de 41, pasando a ser 42 en pre 
sencia de urea S M,

4.3.10. El principal âcido graso biosintetiza- 
do por el complejo multienzimâtico es 
palmitico, siguiéndole en importancia 
laûrico y miristico. Todos estos âci­
dos grasos se obtienen en su forma li­
bre .



feoha, acordô califioar la presente Tési« Doctoral
con la oensnra de---

Madrid, 0 6 .

t
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