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ACILGLICOSAS DE H. stellata

Por A. Lipezy
J. Burgos

INTRODUCCION

Las acilglicosas (los glicolipidos més sencillos) constituyen un nuevo tipo de
lipidos, recientemente descubiertos, presente en diversos microorganismos, crecidos
en medios de cultivo de los que forma parte la glucosa.

Son frecuentes en las bacterias (KaTes y Wasser, 1970) pero no en los hon-
gos. Los hasta ahora descubiertos en las especies fangicas pertenecen a dos gran-
des grupos:

1.—Polioles acilados, como el 4-0-(2, 3, 4, 6-tetra-0-acil-B-D-manopiranosil )-
D-eritritol aislado del Ustilago maydis (FLunaRTY y O’BRIEN, 1969); los maniloles
y arabitoles acilados detectados en especies del género Rhodotorula (TulrLocn y
SPENCER, 1964); la glucosa acilada del Agaricus bisporus y Saccharomyces cere-
visiae (BRENNAN y col., 1970) y las trealosas aciladas, que parecen conslituir la re-
serva endégena de lipidos, del Pullularia pullulans (MERDINGER y col., 1968) y
Claviceps purpurea (Cooke y MitcueLt, 1969).

2. —Acidos grasos hidroxilados unidos por enlaces glicosidicos a un azdicar;
un ejemplo de esle tipo es la 2.0-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranosa unida por en-
lace B-glicosidico a hidroxiacides grasos, como el 17.L-hidroxi C-18, en Torulopsis
apicola (GomiN y col., 1961) o al 13-L-hidrexidocosanoico en Candida bogoriensts
(TuLLocs y col., 1968); otro ejemplo lo constituye el dcido monoglucosil-oxioctade-
cenoico hallado en Aspergilius niger (LAINE y col., 1972}.

En un estudio previo de la composicién lipidica de esporas y micelio joven de
Hemispora stellata (L6vEZ, 1972), se observé la presencia de ciertos glicolipidos
provisionalmente considerados, sobre la base de su comportamiento cromatogrifico,
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nol-agua (65/25/4) (v/v). Como una prueba confirmatoria mis del caricter de
glicolipidos, se usaron ocasionalmente cromatografias en liminas de silica gel G
con acetona-acido acético-agua (100/20/1) (v/v) como fase mdvil.

b) Hidrélisis dcida y andlisis de la fraccion no lipidica: Se realizd con una
solucién de CIH 2N a 110°C durante dos horas en wbo cerrado, al término de
las cuales se eliminé el CIH por evaporacién al vacio.

E! estudio de los productos de hidrélisis se realizé por cromalografia descen-
dente en papel de Whatman n.® 1 empleando como fase mévil una mezcla de n-
butanel-piridina-agua en las proporciones 6/4./3 (v /viv).

¢) Hidrélisis alcalina y metilacién de los dcidos grasos: La hidrélisis alcalina
de los glicolipidos se llevé a cabo manteniendo las muestras en una disolucién 02N
de metéxido sédico en metanol, a la temperatura ambiente, durante una hera, al
cabo de la cual se afiadié agua y se neutralizé cuidadosamente el medio con Dowex
50 (forma H+) y se evaporé a sequedad. El material resultante se redisolvié en partes
iguales de agua y cloroformo (unos 5 mls de cada uno). Las dos fases se separaron
por filtracién a través de papel de filtro Whatman siliconado 1 ps. El cloroformo que
contiene los ésteres metilicos de los dcidos grasos se evapord y el residuo se disol-
vié en éter etilico para su inyeccién en el cromatégrafo de gases.

d) Examen por cromatografia en fase gascosa de los dcidos grasos: Se uli-
lizé un cromatgrafo de gases Perkin-Elmer modelo F-11, con detector de ionizacién
de llama y columnas de vidrio rellenas con dietilenglicol succinato al 10 % sobre

mosorb W 80-100 mallas lavado al dcido y tratado con hexametildisi-
| desarrollo de las cromatografias fueron las
Is/min; flujo de hidré-

soporte Cro
lazano. Las condiciones empleadas en e
siguientes: flujo de nitrégeno 35 mls/ min; flujo de aire: 300 m
geno: 32 mls/min; velocidad de la carla: 2 mm/min; programa de lemperatura:
50.180°C, con un incremento de 8°C/min; longitud de la columna: 1,83 metros.

La identificacién de los dcidos grasos se basé en los tiempos de retencién de

sus &steres metilicos, que fueron comparados con los patrones oportunos.

V. Determinacion de hidratos de carbono totales, B-D-glucosa y dcidos grasos

tolales.

El contenido total en hidratos de carbono se delerminé por la écnica de Dupo1s
y col. (1956); cl total de dcidos grasos esterificados por la de STERM y col. {1933);
¢l total de dcidos grasos esterificados por la de Sterm y col. (1953) ¥ la B-D-glucosa

por el método de KesTon (1956) con glucosa oxidasa y peroxidasa.

RESULTADOS

La tabla niim. 1 recoge los resultados obtenidos en un fraccionamiento tipico
de los extractos lipidicos de esporas y micelio; en ella puede verse que cl porcentaje
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total de glicolipidos es considerablemente mis elevado (13 % del tolal de la frac-
cién lipidica} en las esporas, que en el micelio (8 % de los lipidos totales).

La fraccién eluida con acetona de las columnas de écido silicico se reveld, al
examen por cromalografia analitica en limina fina, heterogénea. Alicuotas de la

misma fueron colocadas en sendas liminas, que se revelaron individualmente con

reaclivbs generales (A. sulfirico al 50 %) y reactivos especificos para grupos amina
(reactivo de ninhidrina, WaenER y col. 1961), grupos colina (reactivo de 1 -+ IK),
grupos fosforicos (reactivo azul de molibdeno, DrrTMmER y Lester, 1964), a -glico-

les (reaclivo periodato-Scuirr, Suaw, 1968) e hidralos de carbono (reactivo de
difenilamina, Discg;, 1929; reactivo de antrona).

La fig. nim. 1 representa la copia de un cromalograma, revelado con acido
sulfiirico, de los presuntos glicolipidos de esporas en la que puede observarse cualro
manchas con los siguientes Rf: mancha ndm. 1, 0,80; mancha nim. 2, 0,71; man-
cha nidm. 3, 0,66; mancha nim, 4, 0,56. Las cuatro fueron negalivas frente a los
reactivos especificos para los grupos colina, amina y ¢steres fosféricos y se mostra-
ron positivas ante los reactivos especificos para los hidratos de carbono.

La mancha nim. 3 de Rf 0,66 dio en las placas rociadas con dcido sulfirico y
calentadas a 110C durante unos minutos, una coloracién roja caracteristica de los
3-hidroxi-esteroides con doble enlace en posicién 5-6.

En el micelio (véase fig. 1) y por el mismo procedimiento se identificaron tres
glicolipidos con los siguientes Rf: 0,83; 0,67; y 0,58. A diferencia de las esporas no
se delectaron esterol glicésidos.

Por cromatografia en limina fina preparaliva se aislaron y purificaron los
cuatro componentes detectados en las esporas y los tres identificados en el micelio.

En la tabla nim. 2 se muestra el porcentaje (determinado por pesada) que
representa cada uno de ellos respecto del total de glicolipidos. Las cifras que se dan
son el valor medio de los obtenidos en cinco cromatografias preparativas. Los ha-
llados en cada caso no se desviaron en ningiin caso mis de un 1-2 % de la media.

Una alicuota de eada uno de los componentes fraccionados por cromalografia
en ldmina fina preparativa se sometié a hidrélisis dcida. Los productos de hidroli-
sis se cromatografiaron en papel (cromatograiia descendente) junto con patrones
de glicerol, glucosa, galactosa y manosa. Los cromatogramas obtenidos se revelaron
con los reactivos de nitrato de plata (TREVELYAN y col. 1950) y Scrirr (Suaw, 1968)
demostrando (fig. nim. 2) que todos los glicolipidos carecen de glicerol y contienen
glucosa y que el componente de Rf 0,71 (nim. 2) de las esporas contiene ademis
galactlosa.

Otra alicuota de cada uno de los glicolipidos purificados se someti¢ a hidro.
lisis alealina y al examen de sus acidos grasos por cromalografia en fase gaseosa.
La tabla nim. 3 recoge la composicién en dcidos grasos de cada glicolipido y el
porcenlaje que representan del Lolal.

La fraccién soluble en cloroformo resullante de la hidrélisis alcalina de la
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mancha niam. 3 de R 0,66 de las esporas, no conliene icidos grasos, perossl unl zs
. i d im. 3. Somelido
terol no identificado, cuyo espectro ultravioleta aparece (,lncl;a fig. ?umdd o0 Ao
i ili s om
dlisi i ldmina fina de silica gel G, empleando ¢
a anilisis por cromatografia en 4Bl G, aolomeat
ovi : & tréleo-cter etilico-dcido acético en las prop
mévil una mezcla de éler de pe co- fones
80-20-1 (v/v/v), mostré un Rf (0,16} muy similar al de una mueslra patré
ergosterol (Rf, 0,18) cromatografiada en las mismas COﬂdlCl’DI.lES. i
En la tabla nim. 4 se muestra la relacion molar de dcidos grasos-hidr
. ) . F u“a
carbono de cada glicolipido. E! componente niimero 2 de las esporas dio ademés
relacién glucosa-galactosa de 2/1.

ueda asi demostrado: o
S) Que los glicolipidos niimeros 1, 2 y 4 de las esporas y los tres glicolipidos

del micelio son acilglicosas y que el componente niimero 3 de los glicolipides de las
es un esterol-glicésido. . .

&‘.PO':; Que el comionenle niimero 1 de !as esporas es un.lmmlm-:;f:;:;lgolut;ozj-illl;—.
césido; el nimero 2 puede ser un mono-ac1l-gluco.sﬂ-glucom'l-ge; ac 0i l h,mésido. g
no-acil-glucosil-galactosil-glucésido o un mono:nc.:ll-gulaclOSI -glucosil-g H
niimero 4 es un mono.acil-glucosil-glucosil-gllfcos,.ldo. b S e ]

¢) Que el glicolipido niimero 1 del mlce!lo'es. una dl‘ncl.-g :cde l;s e
ro 2 es una mono-acil-glucosa; y el nimero 3‘e? idéntico al nimero poras,
es decir, una mono-acil-glucosil-glucosil-glucésido. :

d) Que su composici6n en dcidos grasos es helerogénea.

DISCUSION

Los glicolipidos de Hemispora stellata con excepcién del eslerol gllcolsldo (!e
. . A is
las esporas, caen dentro del amplio grupo de los pohollcs acnladoslqu:]: sclm ?zs;t;li
Su tasa global supera a la de los .
frecuentemente hallados en los hongos. £
idos nelamente en las esporas y lo hace ligeramente en el micelio. Auanle.r;o 5}(:&
En hecho excesivamente frecuente lampoco es totalmente nuevo. Algo sm:; ar ha
sido observado por WiLkinsoN (1968) en Pseudomona diminuta y PSt.?l'l amor;:
rubescens y por LAINE y col. (1972) en Aspergillus niger. Llama .la .atencloln que !
mayor abundancia en glicolipidos se da en aquella fase dedcremmnlenlo (las oj‘sﬂm
i6 ipi lales, represe
ue respecto a los lipidos totales,
ras) en las que es menor la proporcién g =
los fosfolipidos. Este hecho parece apoyar ¢l segundo de l(::. dos pa{:n:lﬁ queﬂ;;ade
Roseatan, 1964): 1) mediar en el transpo
ellos se han propuesto (DISTLER y 1 rai
aziicares para la sintesis de polisacdridos y 2) sustituir a los fosfolipidos como
branas.
componenles estructurales de las mem T s
pResulla particularmente interesante observar que las acnlghc.osas del l'l'l‘lc.(:,:ll](s)
son mis ricas en dcidos grasos que las de las esporas y que la riqueza en deido
grasos no saturados es bastante inferior a la de los fosfolipidos dc:l este mlcrmz;‘géanElz
1n n
75 % en peso del lotal de dcides grasos :
mo donde representan hasta un : :
1972). Se observa, sin embargo, al igual que en ellos una dominancia entre los
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dcidos grasos no saturados de C-18 : 1 y C-18 : 2 y entre los saturados C-16 y C-14.
El mono-acil-diglucosil-galactésido de las esporas resalta por su elevada tasa de
C-14.: 1, que parece sustituir al C-18: 1 de las demas acilglicosas y de C-10 que
parece suslituir al C-14 del mono-acil-diexésido. El mono-acil-triglicésido de ambas
fases de crecimiento resulla bastante mas rico en dobles enlaces merced, sobre todo,
a su elevado contenide en C-18 :2 (que en peso llega a representar alrededor de
1/3 del total de acidos grasos).

En general el contenido en dcidos grasos con dos dobles enlaces es intermedio
entre el de los lipidos apolares y los fosfolipidos de esta especie a juzgar por los
datos publicados (Lérez, 1972) y parece un tanto alto para el desempefio de una
funcién estructural dadas las perturbaciones que en la bicapa lipidica introducen
los dobles enlaces (FFox, 1972).

La presencia de galactosa en una de las acilglicosas de las esporas puede re-
flejar diferencias en la composicién lipidica debidas a la fase de crecimiento o ser
consecuencia del distinto medio nutritivo en que se obtuvieron las esporas y el mi-
celio, dada la clara dependencia que en algunos micreorganismos se ha observado
enlre la presencia de hidratos de carbono en el medio y la sintesis de acilglicosas
{BRENNAN y col., 1970).

RESUMEN

Se han estudiado los componentes de la fraccién glicolipidos de esporas y mi-
celio de 24 horas de H. stellata, que representan el 13 % de los lipides facilmente
extractibles de las esporas y el 8,06 % del micelio, superior en ambos casos al con-
tenido en fosfolipidos.

Por cromalografia en limina fina se han deteclado a partir de las esporas
cuatro componentes, que han sido identificados como un esterol glicésido y tres
acilglicosas, basindose en su comportamiento frente a los reactivos especificos y el
estudio de sus productos de hidrélisis dcida y alcalina.

En el micelio se han identificado tres componentes que son acilglicosas, pero
falta el esterol glicdsido.

La fraccién hidratos de carbono tanto de los glicolipidos de las esporas como
los del micelio estd formada exclusivamente por glucosa, excepto el componente
nimero 2 de las esporas que contiene glucosa y galactosa.

Se han identificado lambién los dcidos grasos constilutivos de la fraccién li-
pidica de las distintas acilglicosas, tanto de las esporas como del micelio.

Se ha calculado la relacion molar de dcidos-grasos-hexosas de las diferentes
acilglicosas de las esporas y micelio.

RESUME

On a étudié les composants de la fraction glycolipides de spores et de mycélium °

de 24 heures, de H. stellata, qui représentent le 13 % des liquides lacilement extrac-
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tibles des spores, et le 8,06 % du mycélium, supérieur dans les deux cas a la teneur
en phospholipides.

Par Chromalographie & couche mince on a délecté, & partir des spores, quatre
composanls qui ont été identifiés comme un siérol-glycoside et trois acilglycoses,
en nous basant sur leur conduite en présence des réaclifs spécifiques et l'étude de
leurs produits d’hydrolyse acide et alcaline.

Dans le mycélium on a identifié trois composants comme acilglycoses, mais il
reste encore le stérol-glycoside.

La fraction hydrates de carbone des glycolipides des spores aussi bien que
ceux du mycélium, est formée exclusivement de glucose, excepté le composant n.° 2
des spores qui contient de la glucose et de la galactose.

On a identifié aussi les acides gras qui constituent la fraction de lipides des
différentes acilglycoses des spores et du mycélium,

On a déterminé le rapport molaire d’acides gras/hexoses des différentes acil-

glycoses des spores et du mycélium.

SUMMARY

A study has been made on the components of the [raction glycolipides of spores
and mycellium of 24 hours old from H. stellate which represent a 13 % easily
extractable from the spores and 8.06 % (rom the mycellium, higher in both cases
than the phospholipides contents.

Four components have been detected from spores by thin-layer Chromatogra-
phy. They have been identified as one glycoside-sterol and three acylglycoses, based
on their behaviour against the specific reagents and the study of their products of
acid and alkaline hydrolysis.

In mycellium we have found three components as acylglycoses but glycoside-
sterol still remains unidentified.

Carbon hydrates fraction from glycolipides of spores as well as of mycetlium
is exclusively constituted by glucose, except number 2 component of spores which
contains glucose and galactose.

Fat acids which constitute the lipidic fraction of the various acylglycoses,
either of spores or of mycellium have also been identified.

The molar ratio between fal acids /hexoses of the various acylglycoses of spores
and of mycellium have been calculated.
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TABLAN.° 1
Fraccionamicnto de los lipidos de esporas y micelio de I, estellata en
columna de acido silicico

Extructo lipidico cromatografiade de las esporas: 358,1 mgr.
Extracto lipidice cromatogreafindo del micelio: 521 mgr.

Latxe, R. A, Grirriy, P. F. S, SwekLey Ch, C. y Buesnay, P, L. (1972): Biochemistry,

Fraccion S ESPORAS MICELIO
Naturaleza de ta
myrs. e mgrs, e fraccidn cluida,
Cloroformo 300 2802 813 1284 847 Lipidos apolares
Acclona 200 453 13 40,8 8,06 Glicolipidos
Melanol 200 183 5.2 36,6 1.2 Fosfolipidos

TABLA N.* 2

Porcentaje que representan eoda una de lns frocciones de glicolipidos
del total de cllos

ESPORAS

MICELIO

Manehas
{Gilicolipidoy

Puteentaje

Alainchas
(Glicolipido)

Porcenlaje

13,5 7
16 %
172 %
53 %

1
2
3

47 o
25 Go
28 %o

TABLAN." 3

Composicién ¢n dcidos grasos y poreentaje de los mismos en las acilglicosas de esporas
v micelio de H. stellata

ESPORAS MICELIO

(acilplicosn Gualglicasa)
Acidos
Brasos | 2 o1 ] a 3
C-IO = 13,65 T — - -
C-12 344 2,41 132 6.20 7.70 707
C-14 16,55 241 4,48 9,52 8,32 6,70
C-14:1 Trazas 19,27 0,99 120 443 6,42
Cl4:2 Trazas — 0,99 0,90 —_ 0,50
C-15 Trazas s 3,32 —_ —_ —_
C-16 3793 29,71 29.90 25,7 299 223
Cl16:1 138 Trazas 4,98 2,7 0,75 1.6
C-l16:2 Trazas 0,80 Trazas Trazas Trazas 0,20
C-17 Trazas T'razas Trazas Trazas Trazas ‘T'razas
C-18 2,75 6,42 531 87 39 44
C-18:1 24,13 361 1943 26,6 18,3 17,03
C-18:2 13,79 21,68 2923 183 26,5 33,05
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TABLA N.* 4 frente

. L . . W
Relucion molar de hexosns y acidos grasos en cada unn de las ncilglicosas ’
presentes en esporas y micelio MM
et - W
Mancha | Hexaosa A m Grupos de Mancha Hexosa | Acide Grupos de
(licolipidoy graso | Hexosa-A, graso glicolipidoy graso | Hexosa-A. graso
1 038 .8 2-1 I 066 12 1-2 3
2 0,5 0,18 3-1 2 0,48 04 1-1 o
4 08 021 3.1 3 088 025 3-1 - O
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Figura 1—Cromatografia cn limina fina de silica gel G, reveladas con dcido sulfiirico al
50 %, de la fraccién glicolipidos de esporas y micelio.
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Figura 2—Cromatografia descendente en papel de Whotman nim. 1 de los productos de

hidrélisis 4cida de los diferentes glicolipidos de esporas y micelio.
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