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INTRODUCCION
I. 1. HEMISPORA STELLATA

Entre los microorganismos haléfilos se encuentran ciertos hongos. Un buen
niimero de alimentos salados (carnes y pescados) adquieren con frecuencia, y espe-
cialmente en las estaciones cilidas, manchas de color marrén. Esta alteracién es co-
nocida en la bibliografia inglesa con los nombres de «dun» o «mite», que se co-
rresponden en la terminologia espafiola, con el vocablo «empolvado» y en la de al-
gunos pafses suramericanos con el de «mosqueado» o desarrollo de «pecas».

Las citadas manchas no son otra cosa que colonias fuertemente coloreadas de
hongos haléfilos.

Hove (1902, 1905, 1907, 1909) identificé los hongos productores de estas co-
lonias como Torula epizoa (Corda) y Torula minutum.

En la bibliografia mas reciente suele referirse a los hongos productores del
«empolvado» con el nombre Sporendonema epizoum (Jarvis, 1950; Frank y HEss,
1941). ‘

La especie Sporendonema epizoum fue creada por CIFERRI y REDAELLI (1934)
para agrupar diversos hongos previamente clasificados como Torula, Oospora, Pe-
nicillium, Caternularia, Scopulariopsis, Hemispora y Sporendonema, basindose
para ello en la formacién de esporas «pseudoendogénicas» que habia servido a
OupEMANs (1885) para enmendar el significado del género Sporendonema,
creado inicialmente por DEsMAZIERES (1827).

Entre los hongos incluidos por CIFERRI y REDAELLI en la nueva especie Sporen-
donema epizoum, se encuenira el inicialmente descrito por VUILLEMIN (1931) con
el nombre de Hemispora stellata, denominacién basada en sus observaciones sobre
el sistema de produccién de conidios (formacién inicial de protoconidios y posterior-
mente deuteroconidios) y el crecimiento radial de sus colonias.

Hoy, los términos de Sporendonema epizoum y Hemispora stellata son conside-
rados como sinénimos. El trabajo descrito en esta tesis ha sido realizado sobre la
cepa de Hemispora stellata conservada en el Central-Bureau voor Schimmelcultures
(Baarn-Holanda). La biologia de esta cepa ha sido profundamente estudiada en este
laboratorio (SaLa, 1969).

Hemispora stellata es un hongo imperfecto, perteneciente al orden Moniliales,
familia Dematiaceas, muy aerébico que ofrece una temperatura éptima de crecimiento
de 25-27° C. Se desarrolla en medios sélidos (agar-malta) donde forma colonias re-
dondeadas y abultadas, de aspecto algodonoso y tonalidad marrén, variable, segtin
las condiciones de cultivo; a medida que la concentracién salina desciende, el color
se acentiia. El envejecimiento de las colonias acentiia la rugosidad de su superficie.
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Para su crecimiento en medio liquido suele utilizarse el medio de Vaisey
(VaIsEY, 1954), en el que con una agitacién adecuada y a la temperatura éptima co-
mienza a manifestarse el desarrollo hacia los 12- 18 horas; si al cabo de este tiempo
se interrumpe la agitacién se forma en unos dias una gruesa capa superficial cons-
tituida por micelio aéreo

La velocidad de crecimiento, tanto en medios sélidos como liquidos, se ve fuer-
temente influida por la concentracién salina. Tolera concentraciones salinas de hasta
el 20 %. El crecimiento méximo se observa, en agar-malta, a concentraciones de
CINa del 7,5 %.

Para la recogida de conidios resulta sumamente fitil el cultivo en salvado hu-
medecido, sobre el que se desarrolla una abundante esporulacién al cabo de 3-5-
dias; el rendimiento en conidios se ve poderosamente afectado por la concentracién
salina, obteniéndose el maximo rendimiento humedeciendo el salvado con una diso-
lucién de CINa al 4,5 %, en la proporcién de 66 mls. de la disolucién salina por
cada 100 gramos de salvado.

Para cierto tipo de estudios bioquimicos siempre es conveniente lograr una sin-
cronizacién de la germinacién; SALA (1969) ha realizado varios intentos de sincro-
nizacién de su crecimiento.

En contraposicién con lo que ocurre con otros hongos (WELSFORD, 1907;
Dobgk, 1912; KrEITLOV, 1934}, €l shok térmico no activa sino que retrasa la germi-
nacion y no logra la sincronizacién.

1.2. LIPIDOS EN GENERAL

El interés por los lipidos en general ha experimentado un notable incremento
durante los iltimos afios, que se ha reflejado en la aparicién de diversas revistas de-
dicadas exclusivamente a cubrir este campo, numerosas revisiones y un sinfin de
articulos en revistas bioquimicas, microbiolégicas, etc., de caracter general. Este
renovado interés deriva del reconocimiento del papel fundamental que los lipidos
representan tanto desde un punto de vista metabélico como estructural. Particular
atencién se ha venido prestando a los lipidos de los vegetales superiores, bacterias
y hongos, porque a las razones generales arriba apuntadas, ha venido a afiadirse el
intento de utilizar la composicién lipidica como organizacién taxonémica, mas fun-
cional que las hasta ahora utilizadas.

1.2.1. Definicién y caracteres generales.

Con el nombre de lipidos se designan hoy, de acuerdo con la definicién de
BLOOR, aquellos compuestos organicos insolubles en agua, solubles en disolventes
orgénicos (éter etilico, éter de petréleo, cloroformo, acetona, etc.), que son ésteres
reales o potenciales de los 4cidos grasos y utilizables por el organismos animal.

Esta definicién, pese a ser tan compleja, debe interpretarse con cierta elastici-
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dad si no se quiere excluir del grupo de los lipidos ciertas sustancias habitualmente
consideradas como miembros del mismo; asi, por ejemplo, las lecitinas son solubles
en agua (al menos en cierta extensién) e insolubles en acetona, las cefalinas son inso-
lubles en etanol y los cerebrésidos no se disuelven en éter etilico; muchas sustancias,
generalmente incluidas en los lipidos, no son tampoco ésteres reales ni potenciales
de los 4cidos grasos: hidrocarburos, tocoferoles, vitamina K, ubiquinona, ete.

Son compuestos sumamente abundantes en los sistemas biolégicos, donde
desempefian papeles energéticos y estructurales de considerable importancia.

1.2.2. Clasificacion.

Si su definicién es dificil, no lo es menos su clasificacién. En el pasado solian
clasificarse (BLOOR, 1925) en:

a) Lipidos simples: glicéridos, ceras, esteroides.

b) Lipidos complejos: fosfolipidos, cerebrésidos y sulfolipidos.

¢) Derivados de los lipidos: 4cidos grasos, alcoholes de cadena lineal, esteroles,
alcoholes con el anillo de laB-ionona,hidrocarburos alifaticos, carotenoides, es-
cualeno, vitaminas E, D y K.

El creciente interés por los lipidos, que llevé consigo el advenimiento de nuevas
técnicas analiticas y el consecuente descubrimiento de nuevas sustancias que rednen
los requisitos generales exigidos por la definicién inicial, ha forzado al estableci-
miento de clasificaciones mas ad-hoc.

Hoy suelen distinguirse tres grandes grupos de lipidos: lipidos apolares (im-
propiamente denominados con frecuencia neutros, porque no todos lo son), fosfo-
lipidos y glicolipidos y otros dos menos numerosos: N-acil derivados de amioacidos
y sulfolipidos.

Los lipidos pertenecientes al primer grupo no contienen sustituyentes muy po-
lares y son por tanto facilmente solubles en éter de petréleo y otros hidrocarburos.
Dentro de este grupo se incluyen hidrocarburos, poliprenoles, dcidos grasos libres,
ceras, glicéridos (mono, di y tri), alkoxiglicéridos, dioléteres, ubiquinona, carote-
noides, esteroides, vitaminas A, D, E y K.

En el grupo de los fosfolipidos, de carécter considerablemente més polar, se
distinguen los diacilfosfolipidos, plasmégenos y alkoxi analogos de fosfatidos y fos-
fonolipidos; en él se incluyen algunas sustancias recientemente descubiertas en
vegetales y microorganismos como la N-acilfosfatidiletanolamina (DEBuUCH ¥y
WENDT, 1967), la fosfatidil-N-(2-hidroxietil) alanina (KEMP y Dawson, 1969) y el
glucosaminil fosfatidilglicerol (BERTscH y col., 1969; Op de Kamp y col., 1969;
MacDoucALL y col., 1969).

Los glicolipidos incluyen también algunos de los lipidos mas recientemente des-
cubiertos; se agrupan en glicosildiglicéridos (aislados por primera vez por CARTER
y col., 1966), acilglicésidos (descritos por primera vez por BIEMANN y col., 1963)
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glicoesfingolipidos (cerdmida hexésidos, gangliésidos, fitoglicolipidos), esterolgli-
césidos y lipopolisacaridos.

Los N-acil derivados de los aminodacidos y sulfolipidos son grupos menos nume-
rosos y de un interés general mas limitado.

I. 3. LOS LIPIDOS FUNGICOS

1.3.1. Generalidades

Pese a que los hongos son capaces de almacenar cantidades considerables de
lipidos, su estudio ha atraido, en los tiempos recientes, considerablemente menos
alencién que el de otros grupos microbianos, como las bacterias, la mayor parte de
los cuales acumulan muchos menos lipidos.

1.3.2. Contenido lipidico total.

El contenido lipidico total de los hongos varfa mucho con la especie y fase de
crecimiento que se considere.

En general las esporas no ofrecen un contenido lipidico muy elevado, con ex-
cepcion de las esclerotias de Claviceps purpurea que contienen hasta un 43 % de
lipidos (SctioNBORN, 1955) y los ureodosporos de Puccinia graminis tritici SHU-
col., 1954). En esporas de Aspergillus oryzae se han citado cifras que representan
el 2,20 % del peso seco (Sunmi, 1928). HARTMAN y col. (1962) dan valores que supo-
nen el 1,39 % del peso seco de las esporas de Pithomyces chartarum.

El micelio, en cambio, suele acumular grandes cantidades de lipidos. Se han
citado contenidos lipidicos de hasta el 50 % del peso seco (BERNHAUER, 1943;
MURRAY y col., 1953). Para el micelio de Penicillium griseofulvun Sxutnies (1952)
da cifras de 34,5 % sobre peso seco. SHU y Tiorn (1952) citan valores del 22,4 %
del peso seco en el micelio de Gliocladium roseum. Valores del orden del 20 % se
han detectado también en diversas especies pertenecientes a los géneros Aspergillius,
Endomyces, Fusarium, Mucor, Oospora, Penicillium y Térula (BERNUAUER, 1943;
FINK y col., 1937; MURRAY vy col., 1953; PRILL y col., 1935; PruEss y col., 1934;
SiNeH y WALKER, 1956; SINGH y col., 1955; WARD y col., 1935; WOODBINE y col.
1951; étc.).

En el micelio de muchos otros hongos suelen detectarse, sin embargo, valores
considerablemente inferiores. Lint (1935) obtiene del micelio de Rhizopus japonicus
extractos lipidicos que representan el 9,72 7% del peso seco y Suu y Tiorx (1952)
s6lo obtienen 1,4 % de lipidos en el residuo seco del micelio de Penicillium chiso-
genum. HARTMAN y col. (1959) citan valores de 4-6 % en Phytomices chartarum
que consideran muy bajo para un hongo perteneciente al orden de las Moniliales.

Estas cifras deben, en cualquier caso, considerarse como meramente indicativas
dado que el contenido lipidico de los hongos se ve fuertemente influido por la edad
(ZaLOK AR, 1965), la composicién del medio de cultivo (CocliRaNE, 1958; GARRIDO
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y WALKER, 1956), los métodos de extracciéon empleados (PECK, 1947), la disponi-
bilidad de oxigeno, etc.

1.3.3. Hidrocarburos.

Los hidrocarburos han constituido durante mucho tiempo un grupo de lipidos
muy poco conocido. A su estudio se le concede hoy una atencién especial en los ve-
gelales, por considerarlo como uno de los grupos de lipidos ttiles para el estableci-
miento de nuevos criterios taxonémicos (EcLinToN y HanirTon, 1967). En los mi-
croorganismos apenas si han sido estudiados con detalle excepto en Sarcina lutea
(ALBrO y Hustox, 1964; ALBRO y DITTMER, 1969), aunque se han identificado va-
rios en Vibrio marinus, varias algas marinas y en la actatica Anacistis nidulans
(ORrG y col., 1967). En todos estos casos se encuentran sobre todo especies de ntimero
impar de 4tomos de carbono (especialmente C 17 y C 17 monoeno).

1.3.4. Poliprenoles

Los alcoholes poliisoprenoides de cadena larga constituyen un grupo de lipidos
al que se ha prestado gran interés desde que ROWLAND y col. (1956) descubrireron
el solanesol. Su presencia en algunos hongos (Aspergillius fumigatus) ha sido repe-
lidas veces establecida (STONE y col., 1967; STONE y HEMMING, 1968), estando defi-
nitivamente probado que en este hongo existe una mezcla de hexahidroprenoles
de C 19 a C 24. También se ha demostrado su presencia en las levaduras. Burcos
y col. (datos no publicados) probaron en 1963 la presencia en S. cerevisiaze de
alcoholes poliisoprenoides del tipo del dolicol.

1.3.5. Acidos grasos.

Los hongos son en general muy ricos en acidos grasos libres, que en ocasiones
suponen hasta el 88 % del total de los lipidos (RAVEUX, 1948). HARTMAN vy col.
(1962) dan cifras del orden del 20 % para el micelio de Pithomyces chartarum,
15 % para Stemphylium dendriticum y 11 % para Cylindrocarpon radicicola.

Al igual que el contenido lipidico total, el porcentaje del mismo constituido
por los dcidos grasos se ve fuertemente influido por las condiciones culturales. As{
en Penicillium javanicum el porcentaje de grasos 4cidos libres se multiplica aproxi-
madamente por cinco al subir la concentracién de glucosa en el medio desde un
20 % a un 40 % (WARD y col., 1935). En general cuantos factores tienden a aumen-
tar el contenido lipidico total descenderan al porcentaje de los mismos constituido
por los acidos grasos libres. Pese a todo, es un hecho reconocido que el porcentaje
de 4cidos grasos libres presentes en algunos hongos, como el micelio de Aspergillus
nidulans o las esclerotias de Claviceps purpurea, es extremadamente bajo (SiNGH
y col., 1955; ZELLNER, 1907).
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Son muy pocas las ocasiones en que se ha intentado averiguar la composicién
de la fraccién de 4cidos grasos libres de los hongos. La mayor parte de los estudios
sobre los dcidos grasos de los hongos estan realizados sobre extractos obtenidos tras
una hidrélisis previa o sobre el producto de la hidrélisis alcalina de extractos lipidi-
cos totales. Suelen encontrarse 4cidos grasos de 14 a 18 4tomos de carbono, de
cadena lineal, saturados o con uno, dos o tres dobles enlaces y raras veces miembros
de la serie ramificada.

HARTMAN y col. (1962) encuentran en la fraccién de dcidos grasos libres de
Pithomyces chartarum los siguientes: cadena lineal C-11:0, 12:0, 14 : 0,15:0,
16:0,16:1,18:0,18:1,18:2 y 18 : 3; serie iso ramificada 17 : 0. Predominan
el C-18:2 (50 % aproximadamente), el C-16:0 (25 % aproximadamente) y el
C-18:1 (8 % aproximadamente). En Siemphj;lium dendriticum y Cylindrocarpon
radicicola siguen siendo mayoritarios C-18:2, C-16 : 0 y C-18 : 1 (aunque el por-
centaje representado por cada uno de estos 4cidos grasos se desvia considerablemen-
te del citado para Pithomyces chartarum) y faltan C-15: 0y C-17 : 0 iso.

En algunos se han identificado también hidroxiscidos. Morris (1968) ob-
servé, por ejemplo, la presencia de cido ricinoleico y dcido treo-9, 10 hidroxieste4-
rico en cinco especies de Claviceps. En ciertos hongos se encuentran otros hidroxi-
4cidos grasos considerablemente mas complejos, como el agarico, espiculospérico
y mineoluteico (RAisTrIcK, 1950). Ustilago zeae posee dos hidroxi4cidos denomi-

nados 4cidos ustilicos, con 16 4tomos de carbono que poseen 2 y 3 grupos hidroxilo
(LaMIEX, 1953).

1.3.6. Ceras

Las ceras son componentes poco habituales de los hongos y escasamente estu-
diados. Algunas especies, sin embargo, si las forman; entre ellas se encuentra el
Actinomyces flavus que sintetiza un ester dodecélico del 4cido 5 cetooctadecanoico
(HiraTa y Nakanisui, 1949).

1.3.7. Glicéridos.

Los glicéridos constituyen una de las fracciones mas abundantes de los lipidos
en casi todos los sistemas biolégicos. En los hongos es frecuente que representen hasta
el 50 % de los lipidos totales del micelio (COCHRANE, 1958). HARTMAN y col. (1962)
dan para Pithomyces chartarum, Stemphylium dendriticum y Cylindrocarpon
radicicola cifras que van del 54 al 65 % de los lipidos totales. NOMBELLA y col.
(1971) sefialan igualmente que en Fusarium culmorum, los glicéridos constituyen
el componente mayoritario de su fraccién lipidica.

No son demasiado abundantes los casos en que se han fraccionado los glicéri-
dos totales de los hongos, cuando se han fraccionado han podido detectarse junto a
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triglicéridos (casi siempre la fraccién méas abundante), mono y diglicéridos (Jack,
1966; NOMBELLA y col., 1971; etc.).

En los glicéridos suelen encontrarse los mismos 4cidos grasos citados para la
fraccién 4cidos grasos libres (HARTMAN y col., 1962; BENTLEY y col., 1964).

1.3.8. Coenzima Q (Ubiquinona) y otras quinonas.

La ubiquinona es un lipido independiente y simultineamente descubierto por
los equipos de MORTON y col. (1957) y CRANE y col. (1957). Muy pronto se puso de
manifiesto que se trataba de toda una familia de benzoquinonas liposolubles, con
una cadena lateral poliisoprenoide formada por un niimero de unidades de isopreno
que oscila entre 6 y 10 (LESTER y col., 1958), por lo que habitualmente se les
designa con el simbolo de Q y un subindice que indica el nimero de unidades de
isopreno de que consta la cadena lateral, segiin las recomendaciones de la Interna-
cional Unién of Pure and Applied Chemistry (MorTON, 1965). La demostraciéon
de su participacién en la cadena transportadora de electrones de diversos sistemas
biolégicos (LESTER y FLEISCHER, 1959; AMBE y CRANE, 1960; GREEN y col., 1959;
PuMPHREY y REDFEARN, 1959), estimulé considerablemente el estudio sobre su dis-

tribucién en la naturaleza.

La mayoria de los hongos contienen un solo tipo de ubiquinona, aunque en al-
gunos se han detectado varios. LESTER y CRANE (1959) aislaron Qg en Saccharomy-
ces cerevisiae, S. cavalieri 'y S. fragilis, Qy en Mucor corymbifer y Candida utilis,
Q10 en Neurospora crasa, especies en las que no fue detectado ningiin tipo de mena-
quinona. No encuentran ubiquinona en Streptomyces griseus, pero si filoquinona.
PAGE y col. (1960) detectaron Qs y Q7 en S. cerevisiae, Qs en S. ludvigii, Ashyba
gossypii y Zigosaccharomyces barkerii y Q7 en Endomyces lindneri, Endomycopsis
fibuliger y Mycoderma monoxa; pero en ninguno de ellos observaron menaquinona.
ERIKSON y col. (1960) detectaron Qg en Agaricus campestris y una mezcla de Qy
y Q19 en Ustilago zeae, donde tampoco se detectaron otras quinonas. GALE y col.
(1963) observaron la presencia de Q19 en Gibarella fuckasoi. PACKTER y GLOVER
(1960), detectaron Q1 junto con un derivado de la misma, ubichromenol, (LAIDMAN
y col. 1959) en Aspergillus fumigatus fresenius, un hongo que también sintetiza
otra quinona, fumigatina (ANsLow y RaIsTRICK, 1938).

LAVATE y col. (1962 y 1964) demostraron la presencia de Q19 en A. fumigatus
y Cl fulvum, Qo en Aspergillus niger, Mucor abundans, P. brevicompactus,
P. chysogegenum y P. notaum y dehidro-Q1o en 4. flavus, A. orizae, A. quadrili-
neatus, A. terrus, P. stipitatum, Neurospora crasa, Alternaria solani, Curvularia
lunata y Gibberella fujikuroi.

La participacién de la ubiquinona en la cadena respiratoria de los hongos ha
sido demostrada en Claviceps purpurea (ANDERSON, 1964.).
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1.3.9. Esteroides.

Puede afirmarse sin temor a grandes errores que todos los hongos forman este-
roles. El contenido total de estos y el porcentaje que representan sobre los lipidos
totales varfa dentro de amplios limites, siendo funcién, fundamentalmente, de la
especie y en menor grado de las condiciones culturales. De acuerdo con APPLETON
y col. (1955) el porcentaje del peso seco representado por los esteroles varia de
O en Colletotrichum graminicolum a 2,2 en Penicillium westlingii, aunque lo més
frecuente es que estas cifras oscilen entre el 1y el 2 %

En las levaduras pueden hallarse cantidades considerablemente mas elevadas.
Bianciir (1966) obtiene valores que representan hasta un 10,5 % del peso seco en
Candida albicans.

La fraccién esteroles de los lipidos fiingicos suele valorarse en términos de
ergosterol, por ser éste el principal esterol fingico y por lo facil que es su determina-
cién espectrofotométrica; la presencia de otros esteroides en menor cuantia (dehi-
droergosterol, etc.) ha sido, sin embargo, repetidas veces probada (TANRET, 1908;
GRUBER y col., 1951; GUIDER y col., 1954; Sarro, 1953; PETIT y Knici, 1962).

Los esteroles se presentan como alcoholes libres y en forma de ésteres de los
dcidos grasos. En Candida albicans alrededor del 95 % de los esteroles se hallan
formando ésteres y sélo el 5% restante se halla como alcohol libre (Biancn,
1966). En cambio de los datos de SToNE y HEMMING (1968), deduce que en Asper-
gillus fumigatus el 78 % se encuentra en forma libre y sélo el 22 % est4 esterificado.

1.3.10. Carotenoides.

Los carotenoides constituyen un grupo de sustancias lipidicas de presentacién
frecuente en los hongos, pero en ellos el B-caroteno es menos corriente que en los
vegetales superiores; en.los hongos, son en cambio mucho més abundantes los
carotenoides 4cidos.

En general los hongos suelen contener mezclas muy complejas de carotenoides;
asi por ejemplo en Allomyces javanicus se encuentran Y-caroteno, B-caroteno,
lycopeno, y fitoflueno (EMERsoN y Fox, 1940; Turian y Haxo, 1954); en Phycomy-
ces blakesleanus Y-caroteno, a-caroteno, B-caroteno, E -caroteno, lycopeno, neuros-
poreno, fitoflueno, y fitoeno (Goopwin, 1952b; KARRER y col., 1948).

Las condiciones que gobiernan la carotenogénesis constituyen caracteristicas
especificas; la sintesis de carotenoides es independiente de la de los demds lipidos
y suele verse afectada por las disponibilidades de carbono, nitrégeno y oxigeno y por
la temperatura (FRIEND y GOODWIN, 1954; GoOoDWIN y WILLMER, 1952; NAKAYAMA
y col., 19545 ZALOKAR, 1954).

La sintesis de carotenoides se halla en los hongos estimulada siempre por la luz,
aunque en algunos casos puede transcurrir también en la oscuridad (ZaLokaR, 1954;
ZALOKAR, 1955; GARTON y col., 1951; CHICHESTER y col., 1954).
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1.3.11. Fosfolipidos.

Los fosfolipidos no suelen representar en los hongos mis de un 10 %
(CocHRANE, 1958) de los lipidos totales, aunque existen algunas excepciones. En
Blastomyces dermatitidis puede llegar a representar hasta 1/3 del extracto lipidico
total (PECK, 1947), en Pithomyces chartarum, Stemphylium dentriticum y Cilin-
drocarpon radicicola vienen a suponer alrededor del 20 % (HaRTMAN y col., 1962).

Los componentes de esta fraccién mas frecuentes en los hongos son fosfati-
dilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina. En Aspergillus sidowi (WOOLLEY
y col., 1935) y Blastomyces dermatitidis (PECK, 1947) se han identificado lecitina
y cefalinas. En Neurospora crasa se han detectado las dos cefalinas, fosfatodiletano-
lamina y fosfatidilserina (ELLMAN y MITcHEL, 1954); fosfatidiletanolamina (o se-
rina) y fosfatidilcolina fueron también identificados por BENTLEY y col., 1964 en
Calvatia gigantea y Clitocybe illudens. Jack (1966) observa en Phycomyces bla-
kesleeanus, Lypomices lipoferus, Glomerella cingulata y Coprinus comatus, la
presencia de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina.

* Sin embargo, repetidas veces se han aislado otros; fosfatidilinositol en Neuros-
pora crasa (FULLER y TATUM, 1956), fosfatidilinositol y 4cido fosfatidico en Fusa-
rium culmorum (NOMBELLA y col., 1971); también se han descrito en los hongos la
presencia de fosfolipidos que contienen carbohidratos (PECK, 1947).

Pocas veces se han hecho estimaciones cuantitativas que permiten establecer
en los hongos la proporcién relativa de cada uno de los fosfolipidos. ANDERSON
y col. (1964) dan la siguiente composicién de fosfolipidos de fragmentos mitocon-
driales de Claviceps purpurea: fosfatidilinositol 28 %, fosfatidilcolina .27 %, fos-
fatidilserina 13 %, fosfatidiletanolamina 8 % y fosfatidilglicerol 7 %.

1.3.12. Glicolipidos.

Son lipidos extraordinariamente extendidos entre las bacterias y los vegetales
superiores (SHAW y BADDILEY, 1968) pero no descritos en los hongos.

Descubiertos originalmente en la harina de trigo (CARTER y col, 1956), fueron
pronto puestos de manifiesto en las Micobacterias y en otras especies por MACFAR-
LANE (1961), PoLonovsKl y col. (1962), etc.

Los glicolipidos méas importantes encontrados son los diglicosil diglicéridos.
Estén formados por una molécula de disacérido y una de diglicérido. Se han dividido
en cinco grupos de acuerdo con la naturaleza del disacéarido:

a) «-glucosilglucosil, encontrado en S. fecalis NCIB 8191 (Brunpisii y col.
1966), S. pyogenes (ColEN y PaNos, 1966) y en Mycoplasma laidlawii (Suaw
y Smrrh, 1967).

b) B-glucosilglucosil, en Stafilococus lactis aureus, Stafilococus lactis y Bacillus
subtilis (BRunDISH y col., 1967).

c) a-galactosilglucosil descubierto en diversas especies de los géneros Lacto-
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bacillus (Snaw y BApDILEY, 1968; BRUNDISH y col., 1966; LE Roux, 1967) y Pneumo-
cocus (BRuNDISH y col., 1965; KAUFMAN y col., 1965).

d) B-galactosilgalactosil encontrado en Arthrobacter globiformis (WALKER
y BasTL, 1967).

e) a-manosilmanosil descubierto en Microbacterium lacticum (SHAW, 1968)
y Micrococus lysodeikticus (LENNARZ y TaLamo 1966) y Arthrobacter glo-
biformis (WALKER y BasTL, 1967).

Ademis de los diglicosil diglicéridos también se han encontrado monoglicosil
diglicéridos en algunas bacterias como Arthrobacter globiformis (WALKER y BasTL,
1967) y Mycoplasma laidlawii (Suaw y Smth, 1967) y en otras triglicosil
diglicéridos como en Lactobacillus plantarum (Brunpisu y col., 1966).

Como puede verse en ninguno de estos glicolipidos interviene un azicar ami-
nado. La primera vez que se descubrié un glicolipido que lo contuviera, lo fue hace
un par de afios en un microorganismo destacable por la complejidad de sus fraccio-
nes glicolipidicas.

Recientemente Isiizuka y YamakaBa (1969) aislaron de Streptococus hemo-
lyticus, cuatro fracciones glicolipidicas tres de las cuales fueron identificadas como
a -kojibios 1-(1-1")-diglicérido, « -kojitriosyl-(1-1’)-diglicérido. y di-o-acylated a-ko-
jibiosyl-(1-1’)-glicerilfosforil-1-glicerol. La cuarta resulté estar compuesta por 4ci-
dos grasos esterificados, a-glucopiranosil-(1-1’)-glicerol y N-acetilglucosaminil-
(1,1’) y N-acetilgalactosaminil-(1-1’)-glicerol. Atin m4s recientemente PHiza
KERLEY y col. (1972) han puesto de manifiesto en Bacillus megaterium un 1-(0-3
glucasaminil )-2-3-diglicérido.

Hasta el presente no se ha descrito ningiin glicosil diglicérido en los hongos.

La importancia cuantitativa de los glicolipidos de las bacterias es muy variable;
en algunas llegan a suponer hasta un 40 % sobre el total de lipidos como en Micro-
bacterium lacticum y Mycoplasma laidlawii (SHAW y BADDILEY, 1968), aunque es
posible que las condiciones culturales influyan mucho sobre este porcentaje.

Se admite que los 4cidos grasos que integran los glicolipidos no difieran de los
presentes en otros componenetes lipidicos.

1.3.13. Acilglicosas.

Pertenecen a dos grupos: 1) aziicares acilados y 2) glicésidos de hidroxiacidos
grasos.

1) Azicares acilados.—FEsta nueva clase de lipidos naturales est4 muy extendida
enire los microorganismos. Se han obtenido diversos tipos de azficares acilados a
partir de Micoplasmas. Streptococus fecalis, E. coli, Pseudomonas Sfluorescens,
A. aerogenus y Propionibacterium shermani (SMiTH y MAYBERRY, 1968; WELsH
y col., 1968; BRENNAN y LeHaNE, 1969; PrRoTTEY y BaLLoN, 1968; Suaw vy
DIGLINGER, 1960).
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2) Glicésidos de hidroxidcidos grasos.—Se han obtenido de diversas especies
de levaduras, Candida bogoriensis (TuLLocu y col., 1968), Torulopsis apicola
(TurLLocu y col., 1968).

En los hongos no se sabe que se hayan detectado nunca, ninguno de los dos tipos
de acilglicosas.

1.3.14. Glicosfingolipidos.

1) Hexdsidos de ceramidas.—Aunque han sido aislados de diversas fuentes na-
turales (hojas vegetales, tejidos animales, membrana de glébulo graso de la leche,
etcétera), no se sabe de su existencia en los hongos.

2) Gangliésidos.—Parecen ser exclusivos de los tejidos animales. Su presencia
en los hongos no parece haber sido descrita.

1.3.15. Lipopolisacdridos.

Son lipidos propios de las paredes celulares de las bacterias Gram—; en los
hongos no se han detectado compuestos de este tipo.

1.3.16. Derivados N-acilados de los aminodcidos.

Se han aislado en algunas bacterias: Thiobacillus thiooxidans y Rhodospirillum
rubrum (GORCHEIN, 1968; SHIVELY y KNocHE, 1969), asi como de Streptomyces
sioyaensis (KawaNaMI y col., 1968) donde se encuentran ésteres de N-acil-L-lisina
y N-acil-L-ornitina con un polialcohol de cadena larga.

1. 3.17. Sulfolipidos.

BLix (1933) fue el primero que encontré un sulfolipido procedente de tejidos
de mamiferos al que caracterizé como un sulfato cerebrésido. Este tipo de lipidos
ha sido aislado posteriormente de muchas otras fuentes. BENsoN y col. (1959) iden-
tificaron en cloroplastos un sulfonolipido (6-sulfo-D-quinovopiranosil-(1-1°)-2’, 3’-di-
o-acil-D-glicerol). HAINES (1965) encontré 1,14-docosyl disulfato en bacterias per-
tenecientes al género Pseudomonas. MAYER y col. (1969) aislaren de Ochromonas
danica un sulfolipido que caracterizaron como 1,14 S-docosanediol-1,14-disulfato.
En los hongos parece ser que no han sido detectados compuestos parecidos.

1. 4. LOCALIZACION CELULAR Y FUNCION DE LOS LIPIDOS EN LOS
HONGOS.

Los lipidos fiingicos se hallan formando granulos protoplasmaticos (liposomas)
que se tifien con Sudan III (o IV) y otros colorantes lipidicos, o formando parte de
las estructuras membranosas.
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L. 4.1. Distribucién de los lipidos neutros.

Los liposomas o esferosomas contienen la mayor parte de los lipidos neutros
(especialmente glicéridos) y son particularmente abundantes en las células viejas
y en las que crecen en condiciones anormales; se trata de un fenémeno en cierto sen-
tido similar al de las degeneraciones grasas de las células animales. Algunos lipidos
neutros deben encontrarse, sin embargo, asociados también a las estructuras mem-
branosas; tal debe ser el caso del ergosterol, los carotenoides y los alcoholes poli-
prenoides.

Se poseen pocos datos que demuestren con carécter definitivo que el ergosterol
forme parte de las estructuras membranosas, pero tradicionalmente ha venido admi-
tiéndose este hecho, basdndose en la funcién que el colesterol desempeia en las celu-
las de los animales y de su capacidad de interaccionar con la nistatina (LAMPEN
y col., 1962) y recientemente se ha demostrado en algunos casos.

StoNE y HEMMING (1968) estudiaron la distribucién del ergosterol y los hexa-
hidropoliprenoles en distintas fracciones subcelulares de Aspergillus fumigatus, ob-
servando que los proliprenoles esterificados se hallaban homogéneamente distribui-
dos en las mitocondrias, los microsomas v la fraccién soluble, en tanto que los poli-
prenoles libres estaban concentrados en las mitocondrias, y el ergosterol libre y es-
terificado se hallaban asociados a las mitocondrias y microsomas. Debe sefialarse,
sin embargo, que en Neurospora se han observado cristales hexagonales aislados
de ergosterol, de alrededor de 1 |t de didmetro (Tsuba y Tatum, 1961).

Los carotenoides se acumulan también en las mitocondrias, especialmente du-
rante la maduracién del micelio, lo que se interpreta, precisamente, como indicio
de que éste es el lugar de su sintesis (HEIN, 1964 a, b); sin embargo, también se en-
cuentran carotenoides, con frecuencia, en los liposomas (GUILLIERMOND, 1941) e in-
cluso en formaciones cristalinas independientes (HEIN, 1964 a, b).

L. 4.2. Lipidos de la pared celular.

Se ha discutido ampliamente si los lipidos entran o no a formar parte de la pared
celular de los hongos. Las observaciones iniciales parecian mostrar que al igual
que en las bacterias, en las que puede sefialarse una diferencia clara entre el contenido
lipidico de la pared celular de las Gram positivas (casi nulo con excepcién de las
micobacterias donde puede llegar a alcanzar cifras del orden del 60 %) y las Gram
negativas, el contenido lipidico de las paredes de hongos y levaduras varia conside-
rablemente. ARONSON y MAaciLIs (1959), por ejemplo, no encuentran lipidos en
las paredes de Allomyces macrogynus, en cambio NORcOTHE y HorNE (1952) dan ci-
fras de 8,5 % del peso seco en Sacharomyces cerevisize y BARTNICKI GARCIA y
NICKERsON (1962) observan un 7,8 % en la forma filamentosa de Mucor rouxii.
KREGER (1954) cita valores de material lipidico en la pared del esporangiéforo de
Phycomyces que llegan hasta el 25 % del extracto seco.
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Al interpretar estos datos, sin embargo, surgieron serias dudas respecto a si los
lipidos observados en las correspondientes fracciones formaban realmente parte de
la pared celular.

Recientemente DYKE (1964) puso de manifiesto que al menos en Nadsodia
elongata, la fraccién lipidica aislada de su pared celular era un componente auténtico
de la misma y no un contaminante, observando que los lipidos de la pared celular
carecian de 4cido palmitoleico y se hallaban compuestos fundamentalmente.por
acidos grasos saturados al contrario de lo que ocurria en los lipidos citoplasr'nétlc?s.

El papel desempefiado por los lipidos en las paredes celulares no ha sido atin
aclarado; cualquier afirmacién al respecto debe considerarse hoy como meramente
especulativa.

Las investigaciones de HURST (1952) sobre la orientacién de los lipidos en Ia.s
paredes celulares de las levaduras han sugerido su contribucién directa a la arqui-
tectura celular; tal contribucién no ha sido, sin embargo, convenientemente estu-
diada y lo {inico que se sabe al respecto es que las células de levadura completamente
deshidratadas mantienen su conformacién normal'y que se aplastan si son extraidos
con disolventes orgénicos.

BaRrTNICKI GARCiA (1962) sugiere que el papel desempefiado por los lipidos en
algunas estructuras celulares, como esporas y esporangiéforos, es el de conferir
cierta hidrofobicidad.

1. 4.3. Lipidos de la membrana citoplasmdtica.

La membrana citoplasmatica de los hongos contiene también cantidades varia-
bles de lipidos. Los datos de que se dispone para juzgar su composicién no correspon-
den a hongos filamentosos sino a levaduras. GARcia MENDOZA y VILLANUEVA (1965)
dan cifras de lipidos que representan el 40 % del peso seco en Candida utilis. Cifras
similares dan BoLTON y EpY (1962) y LONGLEY y col. (1968).

El papel que los lipidos desempefian aqui es més claro. Los lipidos forman una
doble capa con las porciones hidrofébicas de ambas ocupando una posicién central
y las hidrofilicas proyectdndose hacia el exterior interaccionando con una capa de
proteina a ambos lados de la membrana.

La composicién de los lipidos de la membrana es, en lineas generales, muy se-
mejante a la de los de la célula entera; en la membrana de Sacharomyces cerevisiae
LONGLEY y col. (1968) observan la presencia de mono y diglicéridos, trigl.ic'él"ld0§,
dcidos grasos libres, esteroles, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilinosi-
tol, fosfatidilserina, lisofosfatidilcolina y dcido fosfatidico. Las proporciones de cada
uno de ellos son similares en la membrana protoplasmatica y las células enteras, pero
las membranas contienen algo maés de fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol
y fosfatidilserina. Su composicién en 4cidos grasos resulta practicamente idéntica.
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1.4.4. Lipidos de las mitocondrias.

Los hongos se encuentran entre los primeros organismos en los que se desmostré
la presencia de mitocondrias. Pese a ello apenas si se conoce la composicién de las
mitocondrias flingicas salvo por extrapolacién de los datos obtenidos de las mito-
condrias de los mamiferos donde los lipidos constituyen alrededor de un 30 % del
peso seco total.

La fraccién lipidica de las mismas se halla constituida por fosfolipi-
dos en un 90-95 %, especialmente lecitina y cefalinas; contiene ademés esteroles
(1-2 %), ubiquinona (0,5 %) y carotenoides.

En mitocondrias de levaduras, LESTER (1963) demostré que el 10 % de los fos-
folipidos esta representado por la cardiolipina y ANDERSON y col. (1964) observaron
la siguiente composicién fosfolipidica de las particulas submitocondriales de Clavi-
_ceps purpurea : fosfatidilinositol 28 %, fosfatidilcolina 27 %, fosfatidilserina 13 %,

‘ fosfatidiletanolamina 18 %, poliglicerol fosfatidos 7% y un 7 % de residuos.

StoNE y HEMMING (1968) ponen de manifiesto la presencia de diversos lipidos
neutros en las mitocondrias de Aspergillus fumigatus en concentraciones muy eleva-
das en términos de porcentajes del total de los mismos presentes en las células en-
teras. Observan que la ubiquinona mitocondrial representa el 77 % del contenido
total de la célula, los ésteres de alcoholes poliprenoides el 24 % los alcoholes poli-
prenoides libres el 77 %, el ergosterol libre el 61,3 % y los ésteres de ergosterol
el 54 %.

La composicién lipidica de Hemispora stellata y otros hongos afines es totalmente
desconocida, si se exceptiian los escasos datos aportados por SaLA (1969).

En la presente tesis se pretende efectuar un estudio de la misma, tanto en el as-
pecto cualitativo como cuantitativo y aclarar las posibles variaciones de los acidos
grasos que forman parte de cada una de las fracciones que se obtengan.

— 628 —

I1

MATERIAL Y METODOS

11.1. PRODUCTOS

I1.1.1. Reactivos.

Todos los productos quimicos utilizados en las diversas reacciones a que se
alude a lo largo de esta tesis fueron de calidad reactivo, suministrados por Merck,

Schuchardt y British Drug House. .
En la preparacién de los medios de cultivo se emplearon productos Oxoid, salvo

los componentes minerales suministrados por Probus.
Todas las disoluciones acuosas se efectuaron en agua desionizada (Desmine-
ralizador «Seta») o destilada en vidrio.

11.1.2. Soportes cromatogrdficos.

Todos los soportes cromatogréaficos empleados fueron suministrados por la
British Drug House, menos la silica gel que fue suministrada por Merck.

La silica gel empleada fue necesario lavarla con el fin de eliminar el material
orgénico que contenia, siguiendo la técnica descrita por HaRDY y MAcCKIE (1969),
para lo cual se empaqueté en una columna cromatogréfica y se lavé con una mezcla
de cloroformo-metanol (2/1). Los restos de cloroformo-metanol se eliminaron con
benceno y éste, a su vez, por calentamiento a 110° C.

11.1.3. Disolventes.

Los disolventes empleados en las extracciones y cromatografias fueron de cali-
dad Merck, redestilados en el laboratorio, con excepcién del éter etilico y el éter

de petréleo.

El éter etilico se deshidraté con alambre de sodio, preparado por extrusién en
una prensa, y se liberé de peréxidos por destilacién sobre polvo de hierro reducido.

El éter de petréleo (40-60° C), se preparé por destilacién fraccionada de gasoli-
na-éter (C. A. M. P. S. A.) utilizando una columna de Hempel, con una camisa de
vacio recubierta de bafio de mercurio, aislada externamente con amianto y rellena
de anillos de Rasching.
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II.14. Disolventes para espectrofotometria.

Los disolventes utilizados para los analisis espetrofotométricos fueron purifi-
cados en el laboratorio a partir de muestras comerciales relativamente puras.

El etanol fue purificado hirviendo a reflujo, durante seis horas, dos litros de
etanol absoluto (Alcoholera Espafiola), con 80 gramos de Na OH y 20 gramos de
granalla de zinc, y destilando a continuacién con columna de fraccionamiento.

El ciclohexano se purificé siguiendo una modificacién del método empleado
por B. VAN DER VEN y A. P. JoneE (1957), para la preparacién de éter de petréleo
espectrofotométricamente puro. Para ello se hirvié a reflujo, durante siete horas,

0'51

250 300
(mu)

Figura 1—Pureza espectrofotométrica del etanol. Referencia: agua.
(a) espectro del etanol antes de la purificacién.
(b) espectro del etanol purificado.
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una mezcla de (10/1/1) de ciclohexano, 4cido sulfirico concentrado y nitrico fuman-
te; se prepard el agente de nitracién con ayuda de un embudo de decantacién y se
lavé dos veces ciclohexano con un décimo de su volumen de agua destilada en un
embudo de decantacién y ocho veces con 1/10 de su volumen de una solucién de
KOH al 20 %. Luego se someti6 a una destilacién fraccionada utilizando una colum-
na de Vigreux; se agité a continuacién con carbén activado y el carbén se eliminé
por centrifugacién durante cinco minutos a 1.500 g. El ciclohexano se pasé luego,
primero por una columna de silica gel y después por otra de alémina; finalmente se
redestilé fraccionadamente con ayuda de una columna de Vigreux. El ciclohexano
asi obtenido tiene una absorbancia de 0,03 a 220 mjs.

L
1
A
0’54 a
- ‘\‘
\
)
- ‘\
200 250 300
A (mu)

Figura 2—Pureza espectrofotométrica del ciclohexano.

(a) espectro del ciclohexano Schuchardt, del que se partié.

(b) espectro del ciclohexano espectrofotométricamente puro, Merck.
(c) espectro del ciclohexano purificado.
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I1.1.5. Gases.

Para eliminar los disolventes organicos se empleé nitrégeno suministrado por
Oxigeno y Acetileno de Le6n. Para la cromatografia en fase gaseosa se usaron ni-
trégeno, hidrégeno y aire, de alto grado de pureza, suministrados por la Sociedad
Espafiola de Oxigeno.

I1.2. MATERIAL

I1.2.1. Material general.

Las pesadas de precisién se efectuaron en una balanza analitica «Sartorius»
mod. 2.400. Las pesadas mds groseras se efectuaron en un granatario «Ohaus».

La esterilizacién de pequefias cantidades de medio se llevaron a cabo en una
olla a presién «Laster» de 14 litros. Los medios y el material mas voluminosos se
esterilizaron en una autoclave «Averly» serie «Nova» n.° 5.

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga «Martin Christ» Universal
Junior I, modelo 33.000.

Para las incubaciones de los cultivos sélidos utilizados para la obtencién de
esporas, se empled una cédmara de incubacién provista de termostato y radiador de
calor negro «Tymesa» de 750 watios. Para la obtencién de micelio en medio liquido
se emple6 un agitador incubador «New-Brunswick», modelo G-25.

El almacenamiento de esporas y micelio en espera de ser liofilizados y del ex-
tracto seco liofilizado se efectué a —25° C en un congelador «Helios» modelo «He-
lifrost», donde se guardaron también los extractos lipidicos y los lipidos purificados
cuando el periodo de almacenamiento excedia de un dia. Para el almacenamiento
a plazo corto se empled un frigorifico «Odag».

Las siembras y recogidas de esporas y micelio se efectuaron en una camara de
siembra equipada con lamparas U. V. «Phillips» de 15 watios.

Las determinaciones colorimétricas se realizaron en un colorimetro
«Bauch & Lomb», modelo «Spectronic-20».

Los registros espectrofotoméiricos se llevaron a cabo en un espectrofotémetro
«Beckman», modelo DB, equipado con registrador «lin-log» y expansor de escala.

Las mediciones de vacio se efectuaron con un vacuémetro compresién «Cen-
tesima» Afora.

11.2.2. Cromatografias.

a) Columna—Las cromatografias en columna se efectuaron en columnas
«Afora» provistas de placa filtrante de vidrio y llave de teflén.

b) Limina fina—Las ldminas empleadas en la cromatografia en l4mina fina
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se prepararon con un aparato «Desaga». La cubeta en la que se desarrollaron era de
la misma marca.

¢) Papel.—Para las cromatografias en papel se utilizé papel de Watman n.° 1.
Se empled un tanque cromatografico «Shandon».

d) Gaseosa—Para la cromatografia en fase gaseosa se emple6 un cromatégrafo
de gases «Perkin-Elmer», modelo F-11, provisto de ionizador de llama y programa-
dor de temperaturas. Las columnas empleadas fueron de vidrio y como fase estacio-
naria se utilizé Dietilenglicol succinato al 10 % sobre soporte Cromosorb 80-100
mallas lavado al 4cido y tratado con hexametildisilazano.

11.2.3. Liofilizaciones.

Las liofilizaciones se efectuaron en un aparato «Quickfit» equipado con una
bomba de alto vacio «Edward» modelo, «<ED-35» y dos condensadores de acetona-

nieve carbénica.

11.2.4. Microsublimaciones

Las microsublimaciones realizadas para purificar los dcidos grasos se realizaron
siguiendo la técnica de STOFFEL y col. (1959), para lo cual se utilizé una bomba de
alto vacio «Edward», modelo «ED-35», un bafio termostatico «Braun», modelo
«Thermomix-II» y un vacuémeiro «Afora» «Centesima».

11.2.5. Microscopia.
Las observaciones microscépicas se realizaron con un microscopio «Ernst-
Leitz». Los recuentos de las esporas se efectuaron en una camara de «Neubauer».

11.2.6. Concentraciones de volumen.

Las concentraciones de grandes voliimenes se efectuaron en un Roto-vapor
«Biichi» equipado con bomba de vacio de paletas «Speedvac».

I1.3. PROCEDENCIA DE LA CEPA UTILIZADA

A lo largo de este trabajo se ha empleado una cepa de Hemispora stellata
(VUILLEMIN; sin. Sporendonema epizoum, CIFERRI y REDAELLI), suministrada por
el «Centraal-Bureau voor Schimmel-cultures» (Baarn-Holanda), tnica coleccién

en el mundo en que figura.

11.4. METODOS

11.4.1. Obtencién y almacenamiento del producto biolégico.
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11.4.1.1. Esterilizacién del material

El material de vidrio fue esterilizado al autoclave 15 minutos a 1 atmésfera

11.4.1.2. Medio de cultivo de salvado.

Para la obtencién de esporas se empleé un medio de cultivo constituido por sal-
vado de trigo y una disolucién de CINa, pobre en protefnas, excelente para la obten-
cién de esporas. Su composicién es la siguiente:

—salvado de trigo: 100 grs. (cribado para eliminar las particulas menores).

—solucién de CINa al 10 % 65 mls.

. Este medio de cultivo se preparé cribando el salvado a través de una tela met4.
lica de unas 40 mallas/cm?; adicionando por cada 100 grs. de salvado asi prepa-
rado, 66 mls. de una solucién al 10 % de CINa, y removiendo la mezcla a medida que
se adicionaba la solucién de CINa, para lograr una perfecta distribucién de la sal.

El medl'o de cultivo asi preparado se distribuyé en los erlenmeyer y frascos de Roux
en las siguientes cantidades:

135 grs.
—erlenmeyer de 2 litros 65-70 g:
—erlenmeyer de 1 litro 65-70 grs'

—frascos de Roux

Los recipientes se taparon luego con algodén hidréfilo y se esterilizaron en el
autoclave, durante 20 min., a dos atmésferas.

114.1.3. Medio liquido de Vaisey.

Para la pr.o.duccién de micelio a partir de conidios recogidos de medio de sal-
vado, se ha utilizado un medio lquido basado en el descrito por VAISEY (1954)

. . . ’
preparado con los siguientes reactivos en las proporciones que se indican:

—hidrolizado de caseina 10 grs.
—dextrosa 10 grs.
—sulfato de magnesio. 200 mgrs.
—sulfato ferroso 20 mgrs.
—fosfato bipotasico 1 grs.
—cloruro sédico 75 grs.

—agua desionizada hasta volumen total de 1 litro.

El medio de cultivo de Vaisey se distribuyé en fracciones de 100 mls. en erlen-
meyer de 500 mls. y se esteriliz6 en el autoclave 15 minutos a 1 atmésfera.
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11.4.1.4. Siembras.

Las siembras se efectuaron siempre en la cdmara estéril, sometida a la accién
de los rayos ultravioleta, salvo durante el trabajo.

a) En frascos de Roux y Erlenmeyer—Los frascos de Roux y Erlenmeyer se
sembraron con una suspensién de esporas conteniendo alrededor de 1 6 2 X 10°
con./ml. Se distribuyé homogéneamente en el salvado con la ayuda de una varilla
de vidrio, esterilizada a la llama, y agitando a mano. Los recipientes asi sembrados
se incubaron a 25° C.

b) En medio de Vaisey—Los erlenmeyer de una capacidad de 500 mls. con-
teniendo 100 mls. de medio de cultivo de Vaisey se sembraron con ayuda de pipe-
tas estériles, con 4 mls. de inéculo, de una suspensién de conidios de una concen-

tracién de 109 con./ml...

11.4.1.5. Recogida de esporas.

Las esporas producidas en los recipientes con medio de cultivo de salvado se
recogieron tras un periodo de incubacién de 3-5 dias a 25° C, en la cémara de
siembra. '

Para ello se agité el contenido de los recipientes con una suspensién de ClNa
estéril al 15-20 %, que se pasé de uno a otro frasco utilizando la minima cantidad
posible, con objeto de concentrar al maximo la suspensién de esporas para facilitar
la operacién y el posterior almacenamiento. Efectuado asi una primera extraccién
de todos los recipientes se repitié con nuevas cantidades de la disolucién de CINa
hasta que la solucién salina sélo tomaba tenue color marrén (2-3 extracciones), al
objeto de efectuar una extraccién eficaz. La recogida resulta més eficaz permi-
tiendo en la primera extraccién de cada recipiente, que la disolucién salina em-
pape durante unos minutos (3-5) el cultivo con agitacién intermitente.

Para garantizar la esterilidad al iniciar las extracciones se cambi6 el tapén
de algodén de los recipientes por un papel de aluminio que es de facil manejo y pue-
de ser esterilizado a la llama del mechero. El paso de las suspensiones de esporas
de unos recipientes a otros se efectué bajo la campana de un embudo estéril
con objeto de evitar contaminaciones.

De esta forma se obtiene una suspensién marrén (de color tanto mds intenso
cuénto mayor es la concentracién de esporas) que, ademés de esporas y fragmentos
de hifas, contiene cierta cantidad de salvado. Parte del salvado se eliminé de la sus-
pensién, por filtracién a través de varias capas de gasa hidréfila y pasé a través de
un cedazo de 0,012 mm. de luz. La suspensién parcialmente purificada se centrifugé,
el sedimento constituido por una pasta que contenia las esporas se resuspendié en
agua destilada estéril y se centrifugé de nuevo para eliminar el almidén que se depo-
sita en la superficie del sedimento. Esta operacién se repiti6 las veces necesarias para
obtener una pasta de color negruzco, constituida Ginicamente por esporas.
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La limpiza de las esporas se confirmé mediante el examen microscépico; cuan-
do la suspensién no resulté suficientemente pura se repitieron las centrifugaciones.
Las esporas asi obtenidas se almacenaron a —25° C hasta su liofilizacién.

11.4.1.6. Obtencién del micelio cultivado en profundidad.

Se sembraron como se describe en 11.4.1.4.b, erlenmeyers de 500 mls., con
100 mls. de medio de cultivo. Los erlenmeyers fueron incubados a 25° C y 230
agit./min., durante 48 horas. Al cabo de este tiempo se procedié a la recogida que
se efectué centrifugando el medio durante 5 minutos a 3.000 revoluciones/minuto.
El micelio sedimentado se conservé a —25° C hasta su liofilizacién.

11.4.2. Métodos analiticos.

I1.4.2.1. Liofilizacién y obtencién de extracto seco.

Las esporas y el micelio obtenido en forma de pasta se repartieron en los matra-
ces necesarios, con la ayuda de una espétula, formando una capa fina y uniforme;
se congelaron en nieve carbénica-acetona y se liofilizaron, utilizando también la
citada mezcla para enfriar los condensadores. El producto de la liofilizacién se pesé
y el peso asi obtenido es el considerado como extracto seco. El producto liofilizado
se almacend a —25° C hasta su extraccién.

Como preparacién para la extraccién con disolventes los extractos secos asi
obtenidos, de esporas y micelio, se trituraron en un mortero con alimina hasta la
obtencién de un polvo finisimo.

11.4.2.2. Método general de obtencidn de extractos lipidicos.

a) Extraccién con clorgformo-metanol (2/1).—El producto de la liofilizacién
se extrajo con una mezcla de cloroformo-metanol (2/1) (v/v), durante tres horas,
a la temperatura ambiente y en agitacién continua, con 10 mls. por cada gramo de
peso seco. Durante este tiempo se mantuvo protegido de la luz. Esta operacién se
repiti6 dos veces més.

b) Extraccién con metanol a reflujo—Después de la extraccién con cloroformo-
metanol (2/1) se extrajo el residuo con metanol en caliente (5 mls. por cada gramo
de peso seco original) durante dos horas. En todo momento se mantuvo el sistema
protegido de la luz. Esta operacién se repitié dos veces més.

c) Extraccién con acetona-etanol (1/1) (v/v) y ClH al 1 % .—El residuo seco,
previamente extraido con cloroformo-metanol y metanol en caliente, se extrajo de
nuevo con una mezcla de acetona-etanol (1/1) (v/v), acidificada con 1 % de 4cido
clorhidrico, mediante ebullicién a reflujo durante dos horas, con 10 mls. de disol-
vente por cada gramo de peso seco. Esta operacion se repitié dos veces més.
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11.4.2.3. Eliminacién de disolventes.

Los extractos voluminosos se concentraron en el Roto-vapor hasta alcan-
zar un volumen de 25-50 mls.; los restos de disolventes se eliminaron por evapora-
cién bajo corriente de nitrégeno y evacuacién final a vacio durante 1-2 horas.

Los extractos lipidicos brutos, asi obtenidos, se pesaron y fueron posteriormen-

te purificados antes de su fraccionamiento.

11.4.2.4. Purificacién del extracto lipidico.

La eliminacién del material no lipidico presenta en los extractos brutos obte-
nidos con cloroformo-metanol (2/1), metanol en caliente y acetona-etanol (1/1)
acidificado con 4cido clorhidrico (1 %), se realizé siguiendo el método de Folch.

Los extractos, desprovistos de los disolventes que se obtuvieron, se disolvieron
ahora en cloroformo-metanol (2/1) y se lavaron, por agitacién en un embudo de
separacién, con 0,2 voléimenes de una disolucién acuosa conteniendo:

—cloruro magnésico ........ SOOIt et 0,017 %
—<cloruro sédico ......... rrertesreesreeaeetesaaeseeneesaenenne . wee 0,29 %
——cloruro calcico ....covveeeene e 0,02 %
——lOTUTO POLASICO eeuruirirvrrireneirrerennst et v 0,37 %

Para acelerar y completar la separacién de las fases se pasaron las muestras
a tubos de centrifuga (de vidrio) de 100 mls. y se centrifugaron a 1.500 r. p. m. du-
rante 15 minutos. Se deseché la fase acuosa y la inferior, constituida por el material
soluble en cloroformo-metanol, se emulsioné de nuevo con un volumen de una mez-

cla de:

——cloroformo ...cceeeeeeeenne 3 voliimenes
48 voliimenes

47 voliimenes

—metanol ...cceeveeenes
—disolucién anterior ...

agitando otra vez intensamente en un embudo de separacién. Se centrifugé de nuevo
para separar las dos fases formadas, conservando la inferior que contiene el material
lipidico. Esta operacién se repitié varias veces, hasta que en la fase superior no se
aprecia color alguno (3-4 veces).

Las fases inferiores, que contenian el material lipidico purificado, se concen-
traron y los restos de disolventes se eliminaron en corriente de nitrgeno al abrigo
de la luz. Los extractos purificados se pesaron independientemente.

Para su posterior fraccionamiento se mezclaron, sin embargo, los extractos
obtenidos con cloroformo-metanol y metanol en caliente, a cuya suma se considera
como lipidos facilmente extractibles.
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11.4.2.5. Fraccionamiento con dcido silicico-celita del extracto lipidico purificado.

a) Preparacién de la columna.

Se depositaron sobre un mortero conteniendo una mezcla de cloroformo-meta-
nol (98/2) (v/v), acido silicico y celita mezclados en las proporciones 4-1; se homo-
geneizé la mezcla con objeto de lograr una distribucién perfecta del 4cido silicico
y la celita; la suspensién asi formada se vertié, con ayuda de nuevas cantidades de
la citada mezcla de cloroformo-metanol, sobre la columna cromatografica adecuada.
La relacién altura/didmetro se establecié, en todos los casos, en un valor 12.5.

El 4cido silicico fue calentado, antes de su empleo, durante 12 horas a una tem-
peratura de 110° C.

b) Colocacién de la muestra.

Los extractos a cromatografiar se disolvieron en la minima cantidad posible
de una mezcla de cloroformo-metanol (98/2) (v/v) y se depositaron cuidadosamen-
te sobre la superficie del lecho cromatografico, protegido por una capa de un centi-
metro de la mezcla de disolventes.

¢) Desarrollo de la cromatografia.

La columna se desarrollé con una serie eluotrépica constituida por las siguien-
tes mezclas de disolventes (cloroformo y metanol):

Fracién 1 clorofoymo 98 % metanol 2 %
2 cloroformo 97 % metanol 3 %
3 cloroformo 96 % metanol 4 %
Fraccién 4 cloroformo 95 % metanol 5 %
5
6

Fraccién
Fraccién

Fraccién 5 cloroformo 90 % metanol = 10 %
Fraccién 6 cloroformo 85 % metanol 15 %
Fraccién 7 cloroformo 80 % metanol 20 %
Fraccién 8 metanol 100 %

Durante todo el desarrollo de la cromatografia se protegieron de la luz tanto la
columna como las fracciones recogidas.

11.4.2.6. Fraccionamiento de los lipidos apolares en columna de silica gel.

Para el fraccionamiento de los lipidos apolares, obtenidos de la columna ante-
rior, se utilizé un método de cromatografia en columna de silica gel que se ajusta en
lo esencial al descrito por SmiTH y col. (1969).
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a) Preparacion de la columna.
Se prepararon columnas, con un cociente altura/didmetro 7, con silica

gel G lavada con mezclas de cloroformo-metanol en la proporcién 2/1 y activada
después por calentamiento durante 30 minutos a 110° C.

Para la preparacién de las columnas se homogeneizé en un mortero la cantidad

necesaria de silica gel G con unos mililitros de benceno, hasta formar una suspen-
sién homogénea, y se vertié, con ayuda de un embudo y més benceno, sobre la co-

lumna apropiada.

b) Colocacién de la muestra.
Las muestras a cromatografiar se disolvieron en 2-4 mls. de benceno y se depo-

sitaron con cuidado sobre el lecho cromatografico. Las columnas se cargaron con

100-125 mgrs. de lipidos neutros por cada 20 grs. de silica gel.
c) Desarrollo de la cromatografia.
La cromatografia se desarrollé con mezclas de benceno, éter, etanol y metanol,

recogiéndose 15 fracciones de acuerdo con el siguiente esquema:

Faccion Disolvente \Volumen
1 benceno 20 mls.
2 » 10 »
3 » 20
4 » 10 »
5 benceno/ éter/ etanol (80/19/1) 10 »
6 » » » » 40
7 » » » » 50 »
8 » » » » 40 »
9 » » » » 30 »

10 benceno/ éter/ etanol (30/67/3) 70  »
11 éter 40 »
12 » 30 »
13 metanol 10 »
14 » 40 »
15 » 10 »

Los voléimenes que figuran en el esquema fueron los empleados en columnas
con 20 gramos de silica gel. Cuando fue necesario usar cantidades distintas de so-
porte, se alteraron proporcionalmente las cantidades de disolventes.

El flujo se ajusté siempre a 1,6 mls./min., utilizando para ello, cuando fue ne-
cesario, sobrepresién con ayuda de nitrégeno. El mantenimiento de este flujo resulté
imprescindible para lograr resultados reproductibles.

11.4.2.7. Cromatografias en columna de aliimina.

a) Preparacién de la columna.
Se pesé una determinada cantidad de aldmina y se verti6 en un mortero que
contenia éter de petréleo (40-60° C). Se afiadié la cantidad de agua necesaria para
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ajustar la actividad del absorbente al grado tres de Brockman y se homogeneizé
con objeto de lograr la perfecta distribucién del agua. La alimina asi preparada se
verti6 con mas éter de petréleo sobre la columna cromatografica adecuada.

b) Colocacién de la muestra.

Las muestras a cromatografiar se disolvieron en una pequefia cantidad de
éter de petréleo (40-60° C) y se depositaron cuidadosamente sobre la superficie del
lecho cromatogrifico, protegido por 1-2 cms. de éter de petréleo.

c) Desarrollo de la cromatografia.

Una vez depositada la muestra, se desarrollé con series eluotrépicas constitui-
das por mezclas de éter etilico, deshidratado y libre de perdxidos, y éter de petré-
leo (40-60° C).

Tanto en la colocacién de la muestra como durante el desarrollo de la croma-
tografia y la obtencién de fracciones, se puso especial cuidado en proteger el sistema
contra la luz con el objeto de evitar la destruccién de las sustancias fotolabiles cro-
matografiadas.

11.4.2.8. Cromatografia de absorcién en capa fina de silica gel G.

a) Preparacion de las capas.

Las placas de vidrio se lavaron con detergente y se aclararon primero con
agua del grifo y luego con agua desionizada; después de secas se almacenaron entre
hojas de papel de filtro.

Las capas finas se formaron con silica gel G para cromatografia en lamina fina,
10-40 |+ de didmetro, previamente sometida al procedimiento de lavado con disol-
ventes descritos en I1.1.2.; para ello se mezclaron, en un erlenmeyer de 500 mls.,
30 grs. de silica gel con 40 mls. de agua destilada; al cabo de 10-20 segundos se afia-
dieron 20 mls. mas de agua destilada; se formé asi una pasta que se agit6 enérgica-
mente durante 1 %, — 1 % minutos y se extendié rapidamente sobre las placas de
vidrio; el espesor de las capas usadas fue invariablementé de 250 micras.

Durante cinco minutos se mantuvieron al aire con el fin de evaporar parte del
agua y no dafiar la superficie de la capa durante su manipulacién. Luego se introdu-
jeron en una estufa a 110° C y se mantuvieron en ella durante 30 minutos; una vez
secas se guardaron, hasta su empleo, en un desecador sobre Cl,Ca.

b) Colocacién de la muestra.

Las muestras se depositaron sobre las capas finas mediante un capilar o pipeta
micrométrica, disueltas en los disolventes apropiados, procurando no dafiar las su-
perficies de las capas.

¢) Desarrollo de la cromatografia.

La cromatografia se desarrollé con las mezclas de disolventes que en cada caso
se indica, recubriendo la parte interna del tanque con una hoja de papel de filtro em-
papado en el disolvente, al objeto de acelerar el equilibrio.
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11.4.2.9. Cromatografia de particién en capa fina de silica gel.

Se usé para la caracterizacién de la ubiquinona.

a) Impregnacion de las placas.

Se prepararon las placas por el procedimiento descrito para las cromatografias
de absorcién; se introdujeron verticalmente, con el extremo que iba a colocarse la
muesira hacia abajo, en una bandeja que contenia 5 % de parafina liquida en éter
de petrdleo (60-80° C), sumergiendo el extremo inferior aproximadamente 1 cm. Se
incliné lentamente la placa con la ldmina de gel de silice hacia abajo, hasta que la
parafina llegase al extremo superior de la placa. Se retir6 la placa después invirtien-
do el proceso y se dejé secar a temperatura ambiente unos 60 segundos.

b) Colocacién de la muestra.

Se efectué disuelta en ciclohexano con la ayuda de un capilar.

¢) Desarrollo de la cromatografia.

Se utilizé como fase mévil una mezcla de acetona-agua (95/5) (v/v).

11.4.2.10. Reactivos empleados para el revelado en ldmina fina.

El revelado de las placas se efectué rocidndolas con reactivos generales capa-
ces de poner de manifiesto todos los lipidos y con reactivos especificos destinados
a visualizar determinados componentes.

A.—Reactivos generales.
1) Acido sulfiirico.—Se rociaron las placas con una disolucién de 4cido sulfiirico
al 50 % y se sometieron luego, durante 1/2-1 hora, a una temperatura de 100° C.

2) Rodamina 6G.—Disolucién al 0,005 % de rodamina 6G en agua. Los lipi-
dos se ponen inmediatamente de manifiesto al exponer las placas a la accién de los
rayos de la lampara U. V.

3) lodo.—Se pulverizaron las placas con una disolucién al 1 % de iodo en
cloroformo. Inicialmente toda la placa se tifie aunque con mayor intensidad en
las zonas donde se hallan las manchas de lipidos; la coloracién de fondo desaparece
pronto.

B.—Reactivos especificos.

1) Reactivo de ninhidrina—Para identificar la presencia de grupos amina, se
empled el reactivo de ninhidrina (WAGNER y col., 1961), constituido por una diso-
lucién de ninhidrina al 0,2 % en una mezcla de 95 mls. de butanol y 5 mls. de 4cido
acético al 10 %. Las placas impregnadas con este reactivo se calentaron a 110° C,
durante unos minutos, hasta la aparicién de un color rojo-violeta, demostrativo de
la presencia de grupos amina.

2) Reactivo de iodo-toduro potdsico.

Para la identificacién de grupos colina se empleé un reactivo constituido por
una disolucién de iodo al 0,3 % en ioduro potésico al 5 %. Después de rociar las
placas se mantiene a la temperatura ambiente durante unos minutos; aparece asi un
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color castafio sobre las manchas constituidas por fosfolipidos que contienen gru-
pos colina.

3) Reactivo de difenilamina.

La presencia de lipidos que contienen hidratos de carbono, fue inicialmente
detectada con el reactivo de difenilamina (DiscHE, 1929).

El reactivo se preparé mezclando 20 mls. de una disolucién alcohélica al 10 %
de difenilamina, 100 mls. de 4cido clorhidrico concentrado y 80 mls. de 4cido acético.
Las placas pulverizadas con este reactivo se introdujeron en una estufa a 105° C
durante 30 minutos; al cabo de este tiempo aparecen, donde existen glicolipidos,
manchas de color azul-grisdceo sobre fondo casi incoloro.

4) Reactivo periodato-Schiff.

Posteriormente y con el mismo objeto se empled el reactivo periodato-Schiff
(Stiaw, 1968) utilizando los siguientes reactivos:

a) disolucién acuosa de periodato sédico al 1 %.

b) diéxido de azufre, obtenido haciendo reaccionar 4cido sulfirico con bisul-
fato sédico, de acuerdo con la siguiente reaccién:

SO4H2 + SO3HN&————-SO4 HNa + SOZ + H2O

c) reactivo de ScHIFF: disolucién de clorhidrato de pararrosaanilina al 1 %
en agua; antes de usarlo se decolora por saturacién con diéxido de azufre, conectando
el recipiente que contiene la disolucién de pararrosaanilina con el reactor en que se
produce el SO: y dejando burbujear éste durante 30-40 minutos.

Las placas tras el desarrollo de la cromatografia se mantuvieron al aire durante
unos minutos, hasta que estuvieron secas; se pulverizaron luego con la disolucién
de periodato y se mantuvieron durante 5-10 minutos al medio ambiente; a continua-
cién se trataron con diéxido de azufre para eliminar el exceso de periodato sédico;
luego se pulverizaron, ligeramente, con el reactivo de Schiff.

Los glicolipidos se tifien rdpidamente de un color azulado, cuya intensidad
aumenta a medida que pasa el tiempo.

5) Leuco-azul de metileno.
Para el revelado de la ubiquinona se rociaron las placas con el reactivo de leuco-
azul de metileno, preparado anadiendo 1 ml. de 4cido sulférico a 250 mgrs. de
polvo de zinc, a 5 mls. de una disolucién al 0,02 % de azul de metileno en acetona.

Las quinonas se hacen inmediatamente evidentes como una mancha azul, pero

poco después se oscurece la placa.

6) Reactivo azul de molibdeno.

Para la identificacién de los ésteres fosféricos se siguié la variante de la técnica
de Zinzadze, descrita por DITTMER y LESTER (1964), utilizando los siguientes
reactivos:

642 —

—Disolucién 1, preparada disolviendo 40,11 grs. de MoO3 en un litro de 4cido
sulfirico 25N. Para disolver todo el MoOj es necesario calentar.

—Disolucién 11, preparada disolviendo 1,78 grs. de molibdeno en polvo en
500 mls. de la disolucién I, por calentamiento durante 15 minutos.

Para la preparacién del reactivo final se mezclaron un volumen de cada una
de las disoluciones citadas con dos voliimenes de agua. El reactivo es estable durante
meses a la temperatura ambiente.

Al pulverizar las placas, las manchas que contienen ésteres fosféricos adquieren
de inmediato un color azul sobre fondo no coloreado.

11.4.2.11. Reactivos empleados en la cromatografia en papel.

a) Deteccion de serina, etanolamina y aminoazicares.

Los cromatogramas se rociaron con el reactivo de ninhidrina (solucién al
0,2 % de ninhidrina en etanol) y se calentaron durante 15 minutos a 110° C. Las
sustancias conteniendo grupos amina dan coloraciones rojo-violdceo.

b) Deteccion de colina.

Se empled un método, descrito por CLARK (1966), basado en la formacién con
el fosfomolibdato una sal insoluble de la colina, de color azul y en la reduccién del
fosfomolibdato por el cloruro estannoso.

Una pequefia gota de la muestra a ensayar se deposité sobre una tira de papel
Watman n.° 1. Se introdujo luego en una disolucién de acido fosfomolibdico al
2 % durante un minuto. Pasado ese tiempo se lavé la tira, primero con n-butanol
durante cinco minutos y después otros cinco minutos con agua. Una vez lavado se
pasé lentamente a través de una solucién recientemente preparada de cloruro estan-
nosos al 04 % de CIH 3 N. La colina da manchas de color oscuro sobre fondo
azul claro.

c) Identificacion de aziicares.

Se usé para este fin el reactivo de anilina-acido-oxalato y el reactivo perioda-
to-bencidina.

1) Reactivo anilina-dcido-oxalato.

Se disolvieron 0,9 grs. de dcido oxalico en 200 mls. de agua; una vez disueltos
se afiadieron 1,8 mls. de anilina. Se pulverizé el cromatograma hasta humedecerlo
y se calenté a 100-105° C durante 5-15 minutos. La presencia de aziicares se revela
por la aparicién de manchas coloreadas.

2.—Reactivo periodato-bencidina.

—Disolucién de periodato sédico (0,5 % de periodato sédico en agua).

—Disolucién de bencinina (0,5 % de bencidina en una mezcla de etanol-icido
acético 4/1,v/v).

Los cromatogramas se pulverizaron con la disolucién de periodato y se deja-
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ron 5-10 minutos para que los hidratos de carbono lo consumieran. Se pulveriza-
ron luego con‘el reactivo de bencidina. El periodato de las zonas donde no hay azd-
cares reductores reacciona con la bencidina dando un olor azul. Las 4reas que lo con-
tienen aparecen como manchas claras sobre fondo azul.

11.4.2.12. Hidrélisis de los fosfolipidos, glicolipidos y esterol glicésidos, para la
caracterizacién de los componentes no lipidicos.

Se disolvieron las muestras en 2 mls. de etanol al 95 %, por calentamiento en
bafio de vapor. Se afiadieron 2 mls. de 4cido clohidrico 2 N y se sometieron a ebu-
llicién al bafio de vapor durante 1 hora; al cabo de este tiempo se enfriaron las mues-
tras y se extrajeron tres veces con 5 mls. de éter etilico libre de peréxidos. La frac-
cién soluble en 4cido se concentré a vacio hasta sequedad. De nuevo se afadieron
3 mls. de etanol al 95 % vy se eliminaron concentrando hasta sequedad al vacio;
esta operacién tuvo por objeto asegurar la total eliminacién del 4cido clorhidrico.

11.4.2.13. Saponificacion y obtencion de los dcidos grasos de los ésteres de los es-
teroles.

Para la obtencién y posterior anélisis de los acidos grasos de los ésteres de es-
teroles, se tomé la muestra que los contenia y se le afiadieron 1,5 mls. de una diso-
lucién de KOH 0,5 N en etanol al 95 %, conteniendo 0,25 % de pirogalol. Se hirivé
la muestra a reflujo durante 30 minutos, desplazando el oxigeno antes de comenzar
el calentamiento, con nitrégeno; se continué pasando nitrégeno a lo largo de toda
la saponificacién al objeto de evitar los procesos oxidativos. Terminada la saponifi-
cacién se anadieron 4,5 mls. de agua; se extrajo la mezcla tres veces con 3 mls. de
éter de petréleo y se separaron las dos fases por centrifugacién. La fase acuosa se
acidificé con CIH 2 N hasta rojo Congo y se extrajo tres veces con éter etilico libre
de peréxidos. La disolucién se concentré hasta un volumen final de 3 mls. y se
le afiadié el metanol necesario para metilar con diazometano, segiin el método des-
crito en 11.4.2.14., para los 4cidos grasos libres.

11.4.2.14. Formacién de ésteres metilicos de dcidos grasos libres.

Para la formacidén de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos libres se siguié
el procedimiento de metilacién con diazometano, descrito por SCILENK y GELLER-
MAN (1960), utilizando los siguientes reactivos:

—Reactivo de M. N. S. A., preparado disolviendo 2 milimoles de n-metil
n-nitroso paratoluen sulfonamida por miliequivalente de &acido graso a metilar
en 1 ml. de éter etilico libre de peréxidos.

—Disolucién de carbitol, preparada mezclando 0,7 mls. de carbitol con
0,7 mls. de éter y 1 ml. de KOH al 60 %.

—Elter etilico libre de peréxidos.
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—Eiter etilico-metanol (9/1).

Distribuidos los reactivos en los tubos apropiados del dispositivo de ScHLENK
y GELLERMAN, (véase figura 3), se hizo pasar por el sistema una corriente de nitré-
geno con un flujo de 6 mls./min. Se puso luego el reactivo de M. N. S. A. en con-

F <«
nitrégeno

reactivo
MNSA

éter

|

reactivo de
carbitol

agua con
hielo

Figura 3—Dispositivo empleado en la formacién de ésteres metilicos de dcidos grasos libres,
siguiendo el procedimiento de metilacién con diazometano, descrito por SCHLENK y GELLERVAN
(1960).
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tacto con el reactivo de carbitol, para que reaccionaran y se desprendiera diazome-
tano, que arrastrado por la corriente de nitrégeno satura el éter. Una vez que el
diazometano hubo saturado el éter se le hizo circular, arrastrado por el nitrégeno,
por un tubo en forma de W, sumergido en un recipiente que contenia mezcla de agua
y hielo, y finalmente burbujear en el tubo en que tiene lugar la metilacién, que con-
tiene de 5 a 30 mgrs. de 4cidos grasos disueltos en 3 mls. de la mezcla de éter-me-
tanol (9/1).

Al cabo de unos minutos la muestra a metilar adquiere un tono amarillento
por la presencia de un exceso de diazometano, indicando que el proceso de metila-
cién ha terminado y que la muestra se halla dispuesta para ser inyectada en el cro-
matdgrafo.

11.4.2.15. Transesterificacién y formacion de ésteres metilicos de los dcidos grasos
que forman glicéridos y fosfolipidos.

Para obtener los ésteres metilicos de los 4cidos grasos que forman parte de tri-
glicéridos y fosfolipidos se ha utlizado el método de SiEiATA y col. (1970) utilizan-
do los siguientes reactivos.

—reactivo transesterificador, preparado mezclando 1,5 mls. de metilato s6di-
co (CHz ONa) 0,5 N (preparado disolviendo 0,0575 grs. de Na en 5 mls. de meta-
nol), con 6 mls. de éter de petréleo y con 2,5 mls. de éter etilico libre de peréxidos.
Este reactivo forma una sola fase a la temperatura ambiente. Debido a su elevada
volatilidad se prepar6 en pequefias cantidades y se mantuvo en tubos con tapén
de teflén en un desecador a 2-4° C. '

—#éter de petréleo (40-60° C) y éter etilico libre de peréxidos.

Se tomé alrededor de 1 mgrs. de la muestra problema, se disolvié en 2 mls.
de éter de petréleo y se deposité en un tubito de 30 X 3 mms. El disolvente se eva-
poré bajo corriente de nitrégeno.

Con una microjeringa se afiadieron 25 tls. del reactivo transesterificador y se
tapé inmediatamente el tubo. El contenido se agité haciéndolo girar entre los dedos
para lograr una buena mezcla. La reaccién transcurre répidamente a la temperatu-
ra ambiente.

Dos minutos después se agregaron 25 pls. de éter de petréleo. Se tapé de nuevo
el tubo, se agité suavemente y se mantuvo dos minutos a la temperatura ambiente;
al cabo de este tiempo se procedié a la inyeccién en el cromatégrafo.

11.4.2.16. Microsublimacion.

Las microsublimaciones realizadas en esta tesis, para purificar los ésteres me-
tilicos de los 4cidos grasos, se efectuaron siguiendo la técnica de STOFFEL vy
col. (1959).

Las muestras que contenian los ésteres metilicos de los 4cidos grasos a puri-
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ficar se disolvieron en éter de petréleo (40-60° C), se depositaron en un tubo con boca
esmerilada y a continuacién se eliming, hasta sequedad, el disolvente bajo corriente
de nitrégeno.

En el interior del tubo se introdujo otro provisto de un sistema de refrigeracién
y entrada de vacio (véase figura 4). El conjunto se colocé en un bafio de aceite ter-
mostatado a 60 = 0,5° C y se conect6 a la bomba de alto vacio y al vacuémetro, con
el fin de controlar el vacio mantenido a lo largo de todo el proceso; el sistema se man-
tuvo a una presién de 0,2 mm. de mercurio y la microsublimacién se prolongé du-
rante 1 hora. Al cabo de este tiempo se sacé el tubo refrigerante y se lavaron sus pa-

>
REFRIGERACION

VACIO

I

Figura 4—Dispositivo utilizado en las microsublimaciones, realizadas siguiendo la técnica
de STOFFEL y col. (1959).
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redes con éter de petrdleo para arrastrar los dcidos grasos sublimados. De esta forma
se obtienen los 4cidos grasos purificados.

11.4.2.17. Determinacion cuantitativa de hidratos de carbono.

Las determinaciones de hidratos de carbono efectuadas a lo largo de este tra-
bajo se realizaron utilizando la reaccién de la antrona.

El reactivo de la antrona se preparé disolviendo 0,2 grs. de antrona en 100 mls.
de 4cido sulfdrico al 95 %. Este reactivo se utiliz6 durante la misma semana en que
fue preparado, conserviandolo durante ese tiempo en la nevera.

La técnica seguida consistié en tomar tres alicuotas de 3 mls. de solucién pro-
blema que se depositaron en sendos tubos de ensayo. Se prepararon blancos con
3 mls. de los disolventes en que se encontraban disueltas las muestras a analizar.
A cada tubo se le afiadieron 6 mls. de reactivo de antrona, agitando inmediata-
mente después. Se mantuvieron los tubos durante tres minutos en un bafio de agua
hirviendo, se dejaron enfriar y se midié su absorbancia a 620 mys.

El calculo de las cantidades de hidratos de carbono se verificé por referencia a
una gréfica patrén (véase figura 5), que se preparé con glucosa, por lo que los datos
cuantitativos de carbohidratos vienen expresados en términos de glucosa.

Para confirmar la bondad de los resultados se introdujeron ademés dos patro-
nes en cada serie de andlisis.

11.4.2.18. Determinacién cuantitativa de fésforo.

Las determinaciones de fésforo efectuadas a lo largo de este trabajo se realiza-
ron siguiendo el método Fiske-Subbarow modificado, descrito por CLARK (1966),
utilizando los siguientes reactivos:

—écido sulfdrico 10 N, preparado mezclando 27,8 mls. de 4cido sulfdrico
concentrado con 72,2 mls. de agua.

—disolucién acuosa de molibdato aménico al 2,5 %.

—reactivo reductor, preparado disolviendo 1,5 grs de SO3 HNa y 0,5 grs.
de p-metil amino fenol (elon) en 100 mls. de agua destilada. Se conservé en frasco
de topacio siendo estable asi, solamente 10 dias.

La técnica seguida fue ésta: se pusieron en sendos tubos de ensayo, tres alicuo-
tas de cada muestra, se evaporaron los disolventes y se afadié 0,5 mls. de 4cido
sulfirico 10 N a cada tubo. Se calentaron las mezclas en bafio de arena a 130-160° C
durante el tiempo suficiente para que se aclarasen las muestras. Se enfriaron los
tubos y se afiadieron lentamente 2 mls. de agua destilada. Se calentaron luego,
10 minutos en un bafio de agua hirviendo, para hidrolizar los pirofosfatos formados
durante la digestién. Se afiadié después 1 ml. de molibdato aménico al 2,5 % a
cada tubo y se agitaron éstos. A continuacién se afiadié 1 ml. de reactivo reductor
y agua hasta 10 mls.
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(620 mu)

D.O.

6'0 80 100
(ugv) Hidratos de Carbono (Glucosa)

20 40

Figura 5—Gréfica patrén para las determinaciones de hidratos de carbono utlizando la
reaccion de la antrona. Para la preparacién de la grafica patrén se empled glucosa.

Se mantuvieron los tubos 20 minutos a temperatura ambiente y se ley6 la absor-
bancia a 660 mys contra blanco. El blanco se preparé tratando con molibdato amé-
nico y reactivo reductor, igual que las muestras problemas hidrolizadas y diluidas,
0,5 mls. de acido sulfiirico 10 N y 2 mls. de agua destilada.

Se prepar6 una grafica patrén (véase figura 6) con cantidades diversas de fos-
fato monosédico, a la que se refirieron las lecturas. Para confirmar la veracidad de
los resultados se introdujeron dos patrones en cada serie de anélisis.

11.4.2.19. Determinacién de nitrégeno por neslerizacion.

Las determinaciones de nitrégeno se realizaron siguiendo el método de deter-
minacién de nitrégeno de Jornson (1941). Se usaron los siguientes reactivos:
—iécido sulfrico concentrado

—hidréxido sédico 4 N
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(660 mu)

D. 0.

100 200 300 400
F()Sforo (ugv)

. Figura 6.——Gré.f.i(2a patrén para las determinaciones de fésforo siguiendo el método de
Flske-Sul’)barow modificado. descrito por CLARK (1966). Para la preparacién de la grafica patrén
se empled fosfato monosédico.
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—reactivo de Nessler: (4 grs. de IK + 4 grs. de [bHg + 1,75 grs. de goma
arabiga -+ agua destilada hasta volumen de un litro). Se preparé disolviendo pri-
mero el IK en unos mililitros de agua destilada. Se afiadié y disolvi6 luego el IoHg
y finalmente se adicioné la goma ardbiga, que se disolvi6 a ebullicién.

—agua oxigenada 30 volimenes.

Se procedid asi:

Se pipetaron en el fondo de cada uno de tres tubos de ensayo, perfectamente
limpios, cantidades adecuadas de la disolucién problema. Se prepararon blancos
con los disolventes apropiados encada caso. Los disolventes se eliminaron bajo co-
rriente de nitrégeno. Las muestras se digirieron a la llama de un mechero de Biinsen
con 0,2 mls de 4cido sulftrico concentrado; se trataron a continuacién con 2-3 go-
tas de H202 de 30 voliimenes (o las gotas necesarias para que el digerido quedase
transparente e incoloro), se afiadieron 4,8 mls. de agua desionizada, se agitaron
y se afiadieron finalmente 3 mls. de Na OH 4 N y 2 mls. del reactivo de Nessler. El
contenido se homogeneizé perfectamente después de cada operacién y la absorban-
cia se midi6 a 450 milimicras.

El color amarillo que se desarrolla tras la adicién del reactivo de Nessler, es
estable durante no menos de un dia.

Los célculos de contenido en nitrégeno se efectuaron por referencia a una gra-
fica patrén (véase figura 7), que se preparé con cantidades diversas de fosfato amé-

nico.

11.4.2.20. Cromatografia en fase gaseosa de los ésteres metilicos de los dcidos grasos.

El estudio e identificacién de los 4cidos grasos se llevé a cabo, basandose en los
tiempos de retencién de los ésteres metilicos de los dcidos grasos analizados y su
comparacién con los tiempos de retencién de los ésteres metilicos patrén, cromato-
grafiados en las mismas condiciones de programa de temperatura, flujo de nitré-
geno y velocidad de la carta.

11.4.2.21. Condiciones empleadas en el desarrollo de las cromatografias.

Las condiciones de flujo de nitrégeno, velocidad de la carta, programa de tem-
peraturas, etc., empleadas, fueron las siguientes:

—flujo de nitrégeno: 35 mls./minuto

—flujo de aire: 300 mls./minuto.

—flujo de hidrégeno: 32 mls./minuto.

—velocidad de la carta: 5 mm./minuto.

—programa de temperatura: 50-180° C, con un incremento de 8° C/minuto.

11.4.2.22. Cdlculo de los porcentajes de los dcidos grasos identificados.

La determinacién cuantitativa se efectué basindose en el principio de que los
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Figura 7—Gréfica patrén para las determinaciones de mtrogeno por el método de Johnson.
Para la preparacién de la gréfica patrén se empleé fosfato aménico.

pesos de cada uno de los componentes separados en la mezcla son proporcionales a
las areas comprendidas dentro de los picos correspondientes en el registro grafico.
Cuando se trabajé con atenuaciones diferentes para algiin pico, se multiplicé el
area de su pico por el factor de atenuacién correspondiente.

1) Operaciones de comprobacién.

Periédicamente se analizaron muestras patrones con el fin de comprobar el
buen funcionamiento del aparato, para tener certeza de los anélisis efectuados.
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11.4.2.23. Cuantificacion de los diferentes componentes lipidicos.

El calculo de las cantidades representado por los diferentes componentes lipi-
dicos identificados, se llevé a cabo por diferentes métodos.

1.—Triglicéridos

El contenido en triglicéridos de esporas y micelio se calculé por pesada, ya que
este componente se aislé en estado puro en las cromatografias en columnas de silica
gel, tanto en las esporas como en el micelio.

2.—Ubiquinona.

La cantidad de ubiquinona se determiné en las fracciones obtenidas en las co-
lumnas de altmina y silica gel cuya polaridad y absorbancia en ciclohexano indi-
caban su presencia por el método de CRANE (CRANE, 1959) basandose en el Eazs
de la ubiquinona y ubiquinol; para ello se obtuvieron primero los espectros en eta-
nol; luego se afiadieron unos cristalitos de borohidruro potédsico y se reglstro de
nuevo el espectro. Para el calculo de contenido en Qg se utilizé un A E 1% 275 de
159 (CRANE, 1965).

3
—Acidos grasos libres

El contenido en acidos grasos libres de esporas y micelio de Hemispora stellata
se calculé, por titulacién con potasa alcohélica N/100 de alicuotas de las fracciones
que los contenian, obtenidos de las cromatografias en columna de silica gel utili-
zando para el clculo del peso, el peso molecular del acido graso promedio de acuer-
do con los datos obtenidos en la cromatografia en fase gaseosa, utilizando la si-
guiente férmula:

YP.a.g. X % a.g.
Peso molecular del 4cido graso promedio = donde
100

P. a. g. es igual al peso molecular de cada 4cido graso y % a.g. es el porcentaje en
peso que representa cada uno respecto del total de los dcidos grasos.

4.—Ergosterol

El ergosterol se calculé basindose en el espectro ultravioleta de las fracciones
pertinentes, utilizandoun E | '* 2 282 mps de 298 en etanol.

Para calculo del ergosterol esterificado se utilizé el mismo procedimiento;
cuando se dan cifras de ésteres de ergosterol se refieren al peso total de los ésteres

calculados, teniendo en cuenta el peso molecular del acido graso promedio.
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5.—Fosfolipidos.

Para la cuantificacién de cada fosfolipido se purificaron alicuotas de todas las
fracciones de las cromatografias en silica gel que los contenfan, por cromatografia
en limina fina. Una vez detectada su localizacién, se extrajeron de las l4minas por
raspado del gel y repetidas extracciones con metanol. Se determiné luego el nitré-
geno por neslerizacién segiin se describe en 11.4.2.19. y se efectud el correspondiente
célculo teniendo en cuenta el peso molecular del fosfolipido (para lo que se efectus,
como se describe para los 4cidos grasos libres, el calculo del peso molecular del
acido graso promedio) y la existencia de un solo 4tomo de nitrégeno por molécula.
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CAPITULO III
RESULTADOS
I1I.1 METODOS DE EXTRACCION

Se comparé la eficacia de varios métodos de extraccién, sobre 19,7 grs. de espo-
ras liofilizadas obtenidas a partir de 62,5 grs. de pasta hiimeda recogida segiin se
describe en 11.4.1.5.

III.1.1. Extraccion con cloroformo-metanol, metanol en caliente y acetona-eta-

nol-ClH.
a) Cloroformo-metanol.

Una alicuota del liofilizado, constituida por 5 grs., fue extraida tres veces con
cloroformo-metanol (2/1) (v/v), seglin se describe en 11.4.2.2. El extracto fue
liberado del material no lipidico y disolvente y pesado. Sobre un alicuota del mismo
se determiné fésforo y carbohidratos.

b) Metanol en caliente.

El residuo de la extraccién con cloroformo-metanol fue reextraido con 5 mls.
de metanol a la temperatura de ebullicién, en presencia de pirogalol, durante dos
horas. La operacién se repitié tres veces. El extracto purificado y liberado de disol-
vente fue pesado y en una alicuota del mismo se determiné el contenido en fésforo
e hidratos de carbono.

c) Acetona-etanol-ClH.

El residuo de las dos extracciones anteriores se extrajo de nuevo a temperatu-
ra de ebullicién con 10 mls. de acetona-etanol (1/1) (v/v) acidificado con CI*!
al 1 % durante una hora. La operacién se repiti6 tres veces. El extracto purificado
y liberado de disolventes fue pesado y sobre una alicuota se determiné fésforo e hi-
dratos de carbono.

III.1.1.1. Ubiquinona y lipidos neutros totales de los extractos combinados de cloro-
formo-metanol y metanol en caliente.

Los extractos cloroformo-metanol y metanol en caliente fueron mezclados y
cromatografiados en columna de 4cido silicico para la separacién de los lipidos apo-
lares, que fueron pesados y cromatografiados en columna de alimina para la puri-
ficacién parcial de la ubiquinona, que fue determinada luego por el método de
CrANE. En la tabla 1 se recogen los resultados.

I11.1.1.2. Ubiquinona vy lipidos neutros del extracto acetona-etanol-CLH.

El extracto acetona-etanol-Cl'i., fue sometido al mismo proceso analitico
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que los extractos cloroformo-metanol y metanol en caliente. 1.a tabla 1 figuran los
resultados obtenidos por este sistema de extraccién en tres etapas.

I1.1.2. Extraccién con cloroformo-metanol, metanol en caliente y trituracion con
aliimina.

A otra alicuota de liofilizado, constituida también por 5 grs., se le afiadieron
unos 15 mis. de la mezcla de cloroformo-metanol (2/1) (v/v) para formar una pasta
que fue triturada en un mortero, con 5 grs. de aldmina, durante 30 minutos. A partir
de esta operacidn se sigui6 el procedimiento antes descrito, sobre la mezcla de espo-
ras y alimina. Los resultados obtenidos figuran en la tabla 2.

I11.1.3. Extraccién con los disolventes del método Peck (1947 ).
a) Eter etilico-etanol.

Una nueva alicuota de liofilizado, constituida por 4,67 grs., fue extraida si-
guiendo una variante del método de “'eck, con 10 volimenes de una mezcla de éter
etilico-etanol (1/1) (v/v), a la temperatura ambiente durante una hora. L.a opera-
cién se repitié tres veces. El extracto obtenido se pes, tras liberarlo del material
no lipidico y los disolventes. Sobre una alicuota del mismo se determiné fésforo y
carbohidratos.

b) Cloraformo.

Siguiendo el método de eck, se extrajo el residuo de la extraccién anterior
con 10 voltimenes de cloroformo a 25° C durante una hora. Esta operacién se repitié
dos veces maés. El extracto obtenido fue liberado del material no lipidico y disolven-
te y se pes6. Sobre una alicuota del mismo se determiné su contenido en fésforo e hi-
dratos de carbono.

c) Eter etilico-etanol-ClH.

El residuo de las dos extracciones anteriores se extrajo de nuevo con 10 voliime-
nes de una mezcla de éter etilico-etanol (1/1) (v/v) y CIH. al 1 % a reflujo en ba-
fio a 50° C durante una hora. Esta operacién se repitié dos veces més. El extracto
obtenido fue liberado del material no lipidico y disolvente, se pesé y sobre una ali-
cuota del mismo se determinaron fésforo y carbohidratos.

111.1.3.1. Ubiquinona y lipidos neutros totales de los extractos éter etilico-etanol
y cloroformo.

Los extractos éter etilico-etanol y cloroformo fueron mezclados y sometidos al
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mismo andlisis que el efectuado con los extractos cloroformo-metanol y metanol
en caliente. En la tabla 3 figuran los resultados.

111.1.3.2. Ubiquinona y lipidos neutros totales del extracto éter etilico-etanol-ClH.

El extracto éter etilico-etanol-CIH fue sometido al mismo proceso de anilisis
que en el caso de los extractos anteriores. Los resultados obtenidos figuran en la

tabla 3.

111.1.4. Extracto insaponificable y efectos de la ebullicion con la acetona-etanol-CLH.

Al objeto de conocer en qué extensién son fidedignos los datos relativos al con-
tenido en ubiquinona, que en esta tesis se describen, se intenté:

.—Determinar el contenido total de ubiquinona de las esporas por digestion
de las mismas con potasa alcohélica, extraccién del insaponificable y determinacién
del contenido en Uq del extracto.

2.°—Averiguar la extensién del posible dafio causado por el tratamiento con
acetona-etanol-CIH. en las condiciones experimentales utilizadas en la técnica de
extraccién definitivamente empleada.

1I1.1.4.1. Extracto insaponificable.

5 grs. de esporas liofilizadas fueron hervidos a reflujo con 20 mls. de metanol
(conteniendo 0,25 % de pirogalol) y 10 mls. de KO! al 60 %, durante tres horas.
. Enla técnica habitualmente utilizada para este fin, la ebullicién se lleva a efecto
durante 45 minutos con 1 ml. de la disolucién de pirogalol en metanol y 0,5 mls. de
KOH al 60 %; las esporas de Hemispora stellata liofilizadas forman, en estas
condiciones, una pasta intratable y durante la ebullicién no se digieren ni cambian
en absoluto de aspecto, por lo que resulté imprescindible modificar la técnica en el
sentido citado.

Transcurrido este tiempo, se afiadieron 3 volimenes de agua y se extrajo el
insaponificable con éter etilico libre de peréxidos. El residuo (las esporas no habian
sido diferidas todavia) se trat6 de nuevo por el mismo procedimiento, sin que
se lograra la completa digestién del mismo.

La mezcla de los extractos insaponificables fue cromatografiada en altimina
y la ubiquinina determinada por las técnicas escritas. Los resultados obtenidos fi-
guran en la tabla 4.

111.1.3.2. Efectos de la ebullicién con acetona-etanol-CLH sobre la ubiquinona.

Una muestra de lipidos neutros conteniendo 250 pgrs. de Uq, fue hervida a re-
flujo con 10 mls. de acetona-etanol (1/1) (v/v) acidificada con CIH al 1 % durante
una hora. Se eliminé el disolvente en corriente de nitrégeno y evacuacién final a
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vacio y se obtuvo su espectro ultravioleta en etanol antes y después de la reduccién

con borohidruro.
La figura 8 muestra los espectros oxidado y reducido de la

muestra original y después de sometida al citado tratamiento.

A 0,5+

-~ oxi.
Tt red

220 340 220 330
\ A
(mpu) (mu)
a b

Figura 8.—Espectros ultravioletas de una muestra de ubiquinona, oxidada y reducida, antes
y después del tratamiento con acetona-etanol-ClH mediante ebullicién. Disolvente: etanol.

a) \uestra de ubiquinona sin someter a tratamiento.

b) Muestra de ubiquinona tratada con acetona-etanol-Cl'1.
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TABLA 1

Extraccion de esporas de Hemispora stellata (5 grs. de liofilizado) con cloroformo-
metanol, metanol en caliente y acetona-etanol-CIH

Extracto Extracto Hidratos ¢, jipidos Uq Y4 (ngr/gr
lipidico lipidico Fosforo de neutros (ngr) de peso
bruto puro carbonos seco)

% sobre mgr. % sobre pgr/gr de par/gr de

mgr.
Ppeso seco PUs0 SECO  PESO SECO  PEsO Seco
Cloroformo-
metanol 524 10,4 764 152 215,6 5614 659 79,7 159
Metanol en
caliente 256,5 51 739 14
Acetona-etanol-
CIH. 732 14,6 372 07 — — 98 33,5 6,7
TABLA 2

Extracciéon de esporas de Hemispora stellata (5 grs. de liofilizado) con cloroformo-
metanol y metanol en caliente y trituracién con aliimina.

Extracto Extracto Hidratos % lipidos Uaq Uq (pgr/gr
lipidico lipidico Fésforo de neutros ngr) de peso
puro puro carbono neutros (vg seco)
% sobre % sobre tgr/gr de pgr/gr de
mgr. peso seco M&T-peso seco peso seco  peso seco
Cloroformo-
Metanol 209,8 5,2 63,2 1,26
190 3175 66,7 64,5 129
Metanol en
caliente 531,6 10,6 27,3 0,54
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TABLA 3

Extraccién de esporas de Hemispora stellata (4,67 grs. de liofilizado) por el método
de Peck (éter etilico-étanol, cloroformo y éter etilico-etanol-CI1H.)

Extracto Extracto Fosforo Hidratos % lipidos Uq Ug (egr./gr
lipidico lipidico de neutros {(pgr) de peso
bruto puro carbono seco)
mer. 9% sobre mgr. Y sobre ner/er wer/gr
peso seco peso seco € peso de peso
seco seco
Eter
Etilico-Etanol 77,1 15 51,5 1,09
187 183 59,3 284 6
Cloroformo 30 0,6 128 0,20
Eter Etilico-
Etanol-C1H 397,7 8,5 21 0,4 . — 99 49,4 10,6
TABLA 4

Extracto insaponificable obtenido a partir de 5 grs. de esporas de Hemispora stellata.

Etapas Teimpo de ebullicion Insaponificable Uq (rgr) Uq (pgr/gr de peso
(horas (mgr) seco
1 3 109,1 5,69 1,13
2 3

[11.2. LIPIDOS FACILMENTE EXTRACTIBLES DE ES’ORAS

111.2.1. Extracto seco.

Siguiendo los métodos descritos en 11.4.1., se obtuvieron a partir de medio de
salvado humedecido 236 gramos de pasta de esporas, limpia de impurezas, a lo
largo de tres meses, que fueron almacenados a —25° C hasta su liofilizacién.

La liofilizacién se realizé en cuatro partidas. En la primera a partir de 110
gramos de pasta se obtuvieron 30 gramos de extracto seco (27,3 %); en la segunda
se liofilizaron 46 gramos que rindieron 17 de extracto seco (37 %); en la tercera
se obtuvieron 9 gramos de extracto seco a partir de 30 gramos de pasta (30 %) y en
la dltima se liofilizaron 50 gramos que rindieron 16,5 de extracto seco (33 %).
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111.2.2. E=xtracto lipidico bruto

Los 72,5 gramos de extracto seco obtenido de los 236 gramos de pasta
(30,8 %) fueron sometidos en tres fracciones al procedimiento de extraccién en
tres etapas: cloroformo-metanol (2/1) a la temperatura ambiente; metanol en ca-
liente y ebullicién en acetona-etanol acidificados seglin se describe en el capitulo
de Métodos, que resulté el més eficaz segiin se desprende de la seccién I11.1.

Los extractos obtenidos con metanol en caliente, dieron al ser concentrados
y enfriados un precipitado blanquecino que al ser sometido a anilisis revelé ser
CINa. Fue retirado por decantacién y lavado con pequefias cantidades de metanol
hasta que la sal quedé desprovista de color; el extracto asi obtenido se anadié al
sobrenadante de la decantacién.

En la tabla n.° 5 figuran los pesos de los extractos brutos asi obtenidos.

111.2.3. Extracto lipidico purificado.

El peso de los extractos lipidicos liberados de contaminantes hidrosolubles por
el método de Forcit (1957) segtin se describe en la metodologia general, figura en
la tabla n.° 6, junto con su contenido en fésforo, nitrégeno e hidratos de carbono.

111.2.4. Fraccionamiento del extracto lipidico obtenido con cloroformo/metanol
y metanol en caliente, en columna de dcido silicico.

El fraccionamiento de los extractos lipidicos obtenidos con cloroformo-meta-
nol y metanol en caliente, se realizé sobre columna de acido silicico-celita, siguiendo
la técnica de BRUNDISH y col (1965).

Se disolvieron 340 mgrs. del extracto lipidico purificado en tres mls. de una
mezcla de cloroformo-metanol (98/2) y se deposité sobre el lecho cromatografico
de una columna de 4acido silicico-celita de 18 cm./1,6 cm.

TABLA 5

Producto bruto de la extraceién por el método de Folch de esporas de Hemispora stellata

Partida n.° Esporas Cloroformo-metanol Metanol en caliente Acetona-Etanol-CIH
liofilizadas
(grs.)

Peso extraido %o sobre peso Peso extraido sobre peso Peso extrai-9% sobre pe-

(grs.) seco (grs.) seco do (grs.) SO seco
1 30 1,0934 3.6 3,5259 11,7 8,2 14,6
2 26 1,0502 4,03 2,0512 78
3 16 0,6066 3,7 1,9600 12,2
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TABLA 6

Extractos lipidicos purificados por el método de Folch de esporas de Hemispora stellata
y su contenido en fésforo, nitrégeno e hidratos de carbono.

% sobre peso Fosforo Nitrégeno Hidratos de
seco de lipidos wgr /mer. per/mer. carbono
purificados de extracto  de extracto L. puro p.gr./mguz de extracto L.
L. puro puro
Cloroformo metanol 1,5 6.8 9,5 8.4
(2D
Metanol en caliente 1.4 7,6 9,9 29,3

La cromatografia se desarrollé eluyendo sucesivamente con 300 mls. de cloro-
formo /metanol (98/2); 150 mls. de cloroformo/metanol (97/3); 150 mls. de
cloroformo /metanol (96/4); 100 mls. de cloroformo/metanol (95/5); 200 mls.
de cloroformo /metanol (90/10); 200 mls. de cloroformo /metanol (85/15); 200 mls.
de cloroformo/metanol (80/20) y 200 mls. de metanol.

Inicialmente se recogieron fracciones de 12 mls. de los que se fue eliminando
el disolvente en corriente de nitrégeno y registrado el peso. La fraccién eluida con
la primera mezcla de disolventes (cloroformo/metanol, 98/2) mostraba un pico
claro en el tubo 3 y una larga cola que se prolongaba hasta el tiltimo tubo. Las otras
mezclas disolventes no permitian apreciar picos claros.

Unos cuantos fuls. de cada una de las fracciones obtenidas se cromatografiaron
en lamina fina de silica gel G. Para el desarrollo de la cromatografia se utilizaron las
siguientes mezclas de disolventes:

Fracciones eluidas de la columna de &cido silicico con cloroformo/metanol,
éter de petréleo-éter etilico-acido acético (80/20/1) (v/v/v).

Fracciones eluidas de la columna de 4cido silicico con mezclas de cloroformo-
metanol (97/3), (96/4), (95/5), (90/10), (85/15), (80/20) y metanol, clorofor-
mo-metanol-agua (65/25/4) (v/v/v).

El revelado de las placas se efectué con 4cido sulfiirico al 50 %.

El anélisis de las placas demostré que todos los tubos que recogian fracciones
eluidas de la columna de 4cido silicico con idéntica mezcla de disolventes contenfan,
aunque en proporciones distintas, los mismos componenetes. Se consideré conve-
niente por tanto, agruparlos y tratar conjuntamente las fracciones obtenidas con
idénticos eluyentes.

En la tabla 7 figuran los pesos y porcentajes representados por cada una de
estas fracciones y en la n.° 8 su contenido en hidratos de carbono, fésforo y nitrégeno.

El anélisis de estos datos demostraba que:

La fraccién eluida con cloroformo-metanol (98/2) estaba constituida exclu-
sivamente por lipidos neutros; la eluida con cloroformo-metanol (97/3; 96/4
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y 95/5) contenfan hidratos de carbono y grupos nitrogenados, aunque éstos no
podian hallarse formando parte de fosfolipidos dada la ausencia de fésforo.

Las fracciones eluidas con mezclas de disolventes més polares contenian la
totalidad de los fosfolipidos. La presencia en ellas de hidratos de carbono, podia
interpretarse como indicio de la existencia de fosfolipidos conteniendo gliicidos o de
una mezcla de fosfolipidos y glicolipidos.

TABLA 7

Fracciones obtenidas en la cromatografia en acido silicico del extracto cloroformo-
metanol y metanol en caliente a partir de esporas de H. stellata.

Acido silicico: 18 grs.; Celita: 4,5 grs.; Flujo: 1,6 mls/min. Extracto lipidico: 340 mgrs.; Altura de la columna:
18 cms. Diiimetro de la columna: 1.6 cms.

Fraccion Disolvente Mis. I'eso (mgr) Cdel e

lipidico

I 98/2 Cloroformo-metanol 300 2074 68,6

1I 97/3 » » 150 9,7 3,2

I 96/ 4 » » 150 4.9 1,6

IY 95/5 » » 100 3,7 1,2

V 90/10 » » 200 18,7 6,1

VI 85/15 » » 200 79 2,6

VII 80/20 » » 200 10,6 3,5
VIII Metanol 200 36,4 12,04
Rendimiento 98,84

% lipidos apolares  68,6; % lipidos polares 30,2

TABLA 8

Contenido en fésforo, nitrégeno e hidratos de carbono en cada una de las diferentes
fracciones de la cromatografia en acido silico de los extractos cloroformo-metanol y
metanol en caliente de esporas de H. stellata.

Frucc.i()n Fosforo (pgr/ mgr Nitrogeno (rgr / mgr Hidratos de carbono &
= de extr. hipidico) de extr. lipidico) (.ugr/ mgr de extracto
lipidico)
I 0 0 0
I 0 6,4 13,3
m 0 4 4
v 0 5,5 17,5
A4 10,5 8,6 40,7
VI 33 12 5,1
VII 22,7 14,8 0
VIII 18,5 17 0

* Véase tabla n.° 7
& Expresado en términos de glucosa
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111.2.5. Fraccionamiento de los lipidos neutros eluidos de la columna de dcido
silicico con cloroformo-metanol (98/2)

Una alicuota de 159,3 mgrs. de la fraccién eluida con cloroformo-metanol
(98/2) se cromatografié en una columna de silica gel G, lavada con cloroformo-me-
tanol (2/1) siguiendo la técnica descrita en la metodologia general.

Se recogieron las fracciones que figuran en la tabla 9, donde también se dan
los pesos de los lipidos contenidos, que se obtuvieron tras eliminar el disolvente en
corriente de nitrégeno.

De acuerdo con Suitit y col. (1969) este sistema cromatografico permite sepa-
rar perfectamente los ésteres de esteroles que €l obtiene en la fraccién 3, triglicéridos
(en la 6), diglicéridos y esteroles (en la 8) y &4cidos grasos (en la 14). El simple
examen de los pesos registrados en la tabla 9 demostraba que el fraccionamiento no

TABLA 9

Fraccionamiento de los lipidos apolares de esporas de H. stellata en columna de silica gel

Silica gel: 20 grs.; Diametrode lacoluman: 1,6 cms.; Extracto lipidico cromatografiado: 159,3 mgr.; Altura: 18cms.;
Flujo: 1,6 mls/minuto.

Fraccion Disolvente Mis. Peso (mgr) T del extrac-
to lipidico

1 Benceno 20 43 3,1
2 » 10 3,2 23
3 » 20 5,2 3,1
4 » 10 0 0
5 Benceno/ éter E /etanol (80/19/1) 10 7.2 5,2
6 » » » » 40 48.5 35,4
7 » » » » 50 18,7 13,6
8 » » » » 4‘0 9’4‘ 6,8
9 » » » » 30 2,6 18
10 Benceno/ éter E/etanol (30/67/3) 70 83 59
11 Eter etilico 40 3,0 2,1
12 » » 30 1,7 12
13 Metanol 10 11,55 8,3
14 » 40 12,0 8,6
15 » 10 12 0.86

habia tenido lugar con tanta perfeccién como indica el autor del método, ya que se
recogieron cantidades de lipidos en todas las fracciones a excepcién de la 4.2

Al objeto de contrastar el comportamiento de la columna e identificar los lipi-
dos que componian cada fraccién eluida de la columna de silica gel G, se cromato-
grafiaron alicuotas de todos ellos, en ldmina fina de silica gel G, junto con marca-
dores: tripalmitina, ubiquinona, acidos estedrico y oleico, monoestearato de glicerol
y diglicéridos, utilizando para el desarrollo de los mismos éter de petréleo-éter

— 664 —

etilico-dcido acético (80/20/1) (v/v/v). El revelado se efectué con acido sulfirico
al 50 %. ! .a figura n.° 9 es la copia de una de las laminas asi reveladas.

1—l.a fraccién n.° 1 de la cromatografia silica gel, eluida con 20 mls. de
benceno, se mostré homogénea; dio un Rf de 0,75.

2.—l.as fracciones 2 y 3, eluidas con 10 y 20 mls. de benceno respectivamente,
mostraron también en este sistema un comportamiento cromatogrifico homogéneo;
ambas dieron un Rf de 0,56, idéntico al de la tripalmitina.

Frente -»
1
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Figura 9.—Cromatografia en ldmina fina de las fracciones de los lipidos apolares de esporas
de H. stellata eluidas de la columna de silica gel.

Revelador: 4cido sulfiirico al 50 %.

Rf: mancha n.° 1..0,75; mancha n.° 2..0,56; mancha n.° 3..046; mancha n.° 4..0,34; man-
cha n.°5..0,17; mancha n.° 6..0,12; mancha n.° 7..0,06 y mancha n.° 8..0.
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3.—La fraccién n.° 5, eluida con benceno-éter etilico-etanol en las proporcio-
nes 80/19/1 (v/v/v), mostraba igualmente un comportamiento homogéneo y dio
un Rf de 0,46, idéntico al de la ubiquinona.

4.—1Las fracciones 6, 7 y 8, eluidas con 40,50 y 40 mls. respectivamente de una
mezcla de benceno-éter etilico-etanol en las proporciones 80/19/1 (v/v/ v), resul-
taron ser muy heterogéneas. Dieron cinco manchas, una de Rf 0,34 (idéntico al de
los 4cidos grasos marcadores) y otras cuatro de Rf 0,17, 0,12,0,06y 0.

Las de Rf 0,17, 0,12, 0,06 y 0, mostraban en las placas reveladas con 4cido sul-
firico un color rojizo de variable intensidad, especialmente manifiesto en la de Rf
0,17, tipico de los 3-hidroxiesteroides con doble enlace en posicién/\3.

111.2.6. Identificacion definitiva y cuantificacion de algunos componentes.

Reveladas las placas con rodamina 6G y examinadas bajo la luz ultravioleta,
se observaron las mismas manchas; las de Rf 0,34 mostraban una fluorescencia mu-
cho més intensa, caracteristicas de los acidos grasos libres, y como tal se considera-
ron, en virtud de este hecho y de su Rf.

Las fracciones de comportamiento homogéneas en las cromatografias en lsmina
fina fueron sometidas directamente a anlisis espectrofotométricos en etanol y ci-
clohexano.

La fraccién n.° 1 presentaba el espectro de la figura 10, con maximos a 262,
271,282 y 293 caracteristicos de los esteroides 5 : 7 dieno y considerando la posibi-
lidad de que se tratase de un esterol esterificado, su polaridad no corresponde a la
de un esterol libre, se saponificé una alicuota de la misma, se extrajo la fraccién in-
saponificable y se cristalizé cinco veces en metanol. Los cristales examinados al mi-
croscopio mostraban forma de agujas y se obtuvo su punto de fusién de 162° C. Se
identificé, pues, como éster de ergosterol.

Las fracciones n.° 2 y 3 mostraban un espectro ultravioleta inespecifico.

La fraccién n.° 5 presentaba los espectros de la figura 11, con un méximo a
272 mps en ciclohexano y 275 mys en etanol, caracteristico de la ubiquinona. Al ser
reducida con borohidruro el méximo disminuyé y se desplazé a 290 mys. Las cifras

de ubiquinona que figuran en la tabla 15 fueron calculadas basandose en los datos asf

obtenidos.

Las fracciones 6 a 15 se cromatografiaron en lamina fina preparativa, se ob-
servaron las placas a la luz ultravioleta y por raspado se obtuvieron de la lamina
de silica gel las zonas ocupadas por las manchas que se extrajeron con éter etilico
libre de peréxidos, obteniéndose asi los acidos grasos libres y las cuatro fracciones
de esteroles. Se eliminé el disolvente por corriente de nitrégeno y se registré el peso.

Las fracciones provisionalmente identificadas como esteroles, por su compor-
tamiento frente al 4cido sulfdrico, fueron analizadas espectrofotométricamente. Las
de Rf. 0,17 mostraban el mismo espectro que la de Rf 0,75 que aparece en la figura
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Figura 10.—Espectro ultravioleta de la fraccién n.° 1 (eluida con 20 mls. de benceno) obte-
nida por cromatografia en columna de silica gel de los licgidos apolares de esporas de H. stellata.
Disolvente: etanol; concentracién 0,14 mgs./mls.; E} . ;1 a 282 mys.
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(mu)

N Figura 11—Espectro ultravioleta de la fraccién n.° 5 (eluida con 10 mls. de benceno-éter
etilico-etanol en las proporciones 80/19/1) obtenida por cromatografia en columna de silica
gel, de los lipidos apolares de esporas de H. stellata. Disolvente: etanol.

oxd.: segtin fue extraido de la columna.
red.: reducido con unos cristales de borohidruro potdsico.
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10. Se cristalizé cinco veces en metanol y se obtuvo su punto de fusién que resulté

ser de 162° C. Se considerd, pues, como ergosterol.
T.as manchas 6, 7 y 8 cuyos espectros aparecen en la figura 12 no fueron ca-

racterizados.

250 300 340
A (mu)

Figura 12—Espectros ultravioletas de las manchas nims. 5, 6,7 y 8 (véase figura 9) perte-
necientes a las fracciones 6 a 15, obtenidas por cromatografia en columna de silica gel, de los
ltpidos apolares de esporas de H. stellata. Disolvente: etanol.
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111.2.7. Fraccionamiento de los lipidos eluidos de la columna de dcido silicico con
cloroformo-metanol (97 /3; 96 /4; 95/5) e identificacién de sus componentes.

FRENTE — J—O e
Las fracciones eluidas de la columna de 4cido silicico con cloroformo-metanol | ! O

(97/3; 96/4 y 95/5), que representan el 3,2 %, 1,6 % y el 1,2 % respectivamente |
del extracto lipidico de las esporas y que carecian de fésforo, contenian nitrégeno
y daban una reaccién fuertemente positiva a la antrona, fueron analizadas en croma-
tograffa en ldmina fina de silice gel G. Los cromatogramas se desarrollaron con clo- [
roformo-metanol-agua (65/25/4) (v/v/v) y se revelaron con acido sulfiirico al
50 %, demostrandose la presencia de tres manchas (véase figura 13); la n.° 2 de
la figura mostraha el color caracteristico de los 3-hidroxiesteroides con doble en- 2 O 0
lace en posicién A 5 (Reaccién de Liebermann-Burchard); las demas no presen- 0
taban coloraciones especificas.

Para la identificacién de la naturaleza de las mismas, se cromatografiaron del
mismo modo nuevas alicuotas en cuatro placas y se revelé una de ellas con el reac-
tivo especifico para grupos colina (reactivo 1 + IK), otra con el reactivo especifico 3 O
para grupos amina (reactivo de ninhidrina), otra con el reactivo especifico para és- !
teres fosféricos (reactivo azul de molibdeno), otra con el reactivo especifico para
glicolipidos (reactivo de difenilamina) y una cuarta con el reactivo de Schiff, espe- ‘
cifico también para glicolipidos (véase tabla n.° 10). '

(65-25-4)

La mancha n.° 1 de la figura 13, presente en las tres fracciones, no dié reaccién
alguna frente a ninguno de los reactivos especificos y se consideré como restos de {
lipidos neutros. |

La mancha n.° 2, también presente en las tres fracciones, 1.iebermann-Bur- :
chard positiva, dio, ademas, una reaccién fuertemente positiva frente a la difenila- !
mina y al reactivo de Schiff y débilmente positiva frente a la ninhidrina y no reac- ‘
cioné con los reactivos especificos para los ésteres fosféricos ni los grupos colina.

TABLA 10

Comportamiento frente a los distintos reactivos de las manchas obtenidas por cromatografia |
en lamina fina (véase figura 13) a partir de las fracciones lipidicas eluidas de la columna de
acido silicico con cloroformo-metanol (97/3; 96 /4 y 95/5).

CLOROFORMO - METANOL - AGUA

ORIGEN —> . . .
Mancha Rf Reactivo  Reacrivo  Reactivo  Reactivo  Reactivo  Reactivo  Identificacion
n.o a.sulfirico de difenila- azul de mo- de Schiff  de ninhi- de | + IK
50 % ina libdeno drina
(2] m n 1 a b c
1 0,99 + s - — - - Lipidos neutros
2 0,71 +* + = + + - Esterol glicésido ) i . L.
3 0,60 + F — + + = Glicosilglicérido Figura 13—Cromatografia en ldmina fina de las fracciones de los lipidos de esporas de

H. stellata eluidos de la columna de 4cido silicico con cloroformo-metanol (97/3; 96/4 y 95/5).
Revelador: cido sulfirico al 50 %.
(a)..(97/3); (b)..(96/4); (c).-(95/5).

. o : o .
* Mostraba el color caracteristico de los 3-hidroxiesteroides con doble enlace en posicién /" 5 (Reaccién Rf: mancha n.° 1.. 0,98; mancha n.° 2.. 0,71; mancha n.° 3... 0,57
de Lie bermann-Burchard).
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Su Rf era 0,71. La citada sustancia fue en este estado provisionalmente considerada
como un esterol glicésido, sin que pudiera claramente explicarse la razén de su
reaccion positiva frente a la ninhidrina. ‘ FRENTE ->
La mancha n.° 3, igualmente presente en las tres fracciones, resulté fuertemen- !

te positiva frente a la difenilamina y el reactivo de Schiff, ligeramente positiva ante
la ninhidrina y positiva frente al 4cido sulfdrico, pero no dio color especifico con
este reactivo. Su Rf era de 0,60, muy similar al sefialado por LErAGE (1964) para
los diglicosil diglicéridos aislados de diversos vegetales y al de los diglicosildigli-
céridos obtenidos por Stiaw (1968) a partir de Micoplasma laidlawis.

I11.2.8. Fraccionamiento de los lipidos eluidos de la columna de dcido silicico con

cloroformo-metanol {90/10; 85/15; 80/20) y metanol | Fracciones V, VI,
Vily VIII)

(65 -25-4)

Las fracciones eluidas de la columna de 4cido silicico con cloroformo-metanol ' O
en las proporciones (90/10; 85/15; 80/20) y metanol, que representan el 6,1 %, 2 0 O
2,6 %, 3,5 % y el 12,04 % respectivamente del extracto lipidico total de las esporas
de Hemispora stellata, todas las cuales contienen fésforo y nitrégeno y las fraccio-

TABLA 11

Comportamiento frente a los distintos reactivos de las manchas obtenidas por cromatografia
en lamina fina (véase figura 14) a partir de las fracciones lipidicas eluidas de la columna de
acido silicico con cloroformp-metanol (90/10; 85/15 y 80/20) y metanol.

CLOROFORMO — METANOL - AGUA

Mancha Rf Reactivo  Reactivo  Reactivo Reactivo  Reactivo  Reactivo Identificacién
n.° a. sulfurico de difenila- azul de mo- de Schiff  de ninhi- de | + IK
mina libdeno drina
1 0,71 * + + — + + = Esterol glicosido 5 O
2 0,60 + — + = + = Fosfatidiletanola- |
mina.
3 0,38 + — + — — + Fosfatidilcolina.
4 0,29 + — + — + - Lisofosfatidil-eta-
nolamina.
5 0,17 + = + — = Fosfatidilserina.

ORIGEN > . . ’ i

mes 90/10 y 85/15 ademads contienen hidratos de carbono, fueron sometidas a cro-
matografia analitica en 1dmina fina.

Una alicuota de cada fraccién se deposité en cinco placas de silica gel G; Figura 14—Cromatografia en limina fina de las fracciones de los lipidos de esporas de
las placas se desarrollaron con una mezcla de cloroformo-metanol y agua en las pro- H./stellata elui%os de la columna de &cidos silicico con cloroformo-metanol (90/10; 85/15 y
80/20) y metanol.
Revelador: 4cido sulfirico al 50 %./ 0y d) .
(2)..(90/10); (b)..(85/15); (c)..(80/20) y (d).. metanol.
* Mostraba el color caracteristico de los 3-hidroxiesteroides con doble enlace en posicién/\5 (Reaccién Rf: mancha n.° 1..0,71; mancha n.° 2..0,60; mancha n.° 3..0,38 mancha n.® 4..0,29- mancha
Liebermann-Burchard). n.°5..0,17.
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porciones 65/25/4 (v/v/v) y se revelaron con los mismos reactivos empleados en
la caracterizacién de los componentes de las fracciones anteriores (111.2.7.).

La figura 14 es una copia de una de las placas reveladas con acido sulfirico,
donde puede apreciarse la presencia de cinco manchas y la tabla n.° 11 un resumen
de su comportamiento frente a estos reactivos.

La mancha n.° 1, presente en las fracciones V y VI, dio al ser revelada la placa
con 4cido sulférico una coloracién caracteristica de los 3-hidroxiesteroides con
doble enlace en posicién A5 (reaccién de Liebermann-Burchard) y reaccién fuerte-
mente positiva frente a la difenilamina y al reactivo de Schiff y débilmente positiva
frente a la ninhidrina; no reaccioné en cambio con los reactivos especificos para los
ésteres fosféricos y grupos colina; su Rf de 0,71 presenta, pues, las mismas caracte-
risticas que la n.° 2 de las fracciones II, III y IV de la columna de 4cido silicico;
se identificé provisionalmente, por tanto, como un esterol glicésido.

La mancha n.° 2 de Rf 0,60, presente en las fracciones V, VI y VII, obtenidas
de la columna de 4cido silicico, dio reaccién positiva frente a la ninhidrina y al
reactivo de molibdeno y negativa frente al resto de los reactivos especificos. Su Rf
(0,58) fue idéntico al de una muestra patrén de fosfatidiletanolamina cromatogra-
fiada con ella.

La mancha n.° 3 de Rf 0,38, presente en la fraccién eluida con metanol, se mos-
tré positiva frente al reactivo de I + IK para grupos colina y al de azul de molibdeno,
y negativa frente al resto de los reactivos especificos. Desarrollada con una muestra
patrén de lecitina mostré idéntico Rf. Se identificé como lecitina.

La mancha n.° 4 de Rf. 0,29 resulté positiva frente al reactivo de ninhidrina
y al reactivo azul de molibdeno y negativa frente al reactivo especifico para grupos
colina y los especificos para glicolipidos. Se caracterizé provisionalmente como li-
sofosfatidiletanolamina.

La mancha n.° 5, presente también en la fraccién eluida con metanol, de Rf 0,17,
resulté positiva unicamente frente a la ninhidrina y al reactivo de molibdeno. Corrié
en la lamina de silica gel igual que la muestra patrén de fosfatidilserina. Se carac-
terizé provisionalmente como fosfatidilserina.

111.2.9. Confirmacion de la naturaleza de los distintos fosfolipidos, glicolipidos
y esterol glicésidos, provisionalmente identificados en limina fina.

La confirmacién de la identidad de los distintos fosfolipidos, glicolipidos y es-
terol glicésidos se realizé6 mediante la investigacién de sus productos de hidrélisis,
por cromatografia ascendente en papel de Whatman n.° 1.

Se purificaron, por cromatografia preparativa en lamina fina siguiendo la téc-
nica descrita en la cromatografia analitica, cada uno de los lipidos identificados y
provisionalmente caracterizados. Una vez aislados se hidrolizaron, siguiendo la
técnica descrita en 11.4.2.12., y se obtuvieron y estudiaron las fracciones solubles
en agua.
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a.—Glicolipidos y esterol glicsidos.

La fraccién hidrolizada soluble en agua, de ambos componentes, se concentrd
a sequedad a vacio, segiin se describe en 11.4.2.12., con el fin de eliminar los posi-
bles restos de 4cido clorhidrico.

Ambas muestras se cromatografiaron ascendentemente en papel de Whatman
n.° 1, utilizando como fase mévil, iso-propanol / 4cido acético/agua (3/1/1) (v/v/v)
junto con los siguientes patrones: glucosa, galactosa, manosa, y fructosa. Se pul-

verizaron los cromatogramas con el reactivo de anilina-oxalato y el de periodato-
bencidina. Las fracciones hidrolizadas de ambos glicolipidos dieron un Rf (0,29)
diferente al de los aziicares patrones.

Nuevas alicuotas se cromatografiaron junto a patrones de hidroxi aldehidos
de cadena més corta: glicolaldehido, gliceraldehido, eritrosa y ribosa y el disacarido
trehalosa. Los cromatogramas se pulverizaron de nuevo con los reactivos: anilina-
oxalato y periodato-bencidina. También en este segundo intento de identificacién,
las fracciones hidrolizadas de ambos glicolipidos dieron un Rf. distinto al de los gla-
cidos patrones. .

"Finalmente en un nuevo intento de identificacién de las fracciones hidrolizadas
de los glicolipidos y recordando que esta fraccién ademas de ser positiva a la antrona
lo era a la ninhidrina, se cromatografiaron junto con patrones de aziicares aminados:
glucosamina y galactosamina, con la misma fase mévil. Se revelaron los papeles
con los reactivos anteriores y las fracciones hidrolizadas mostraron un Rf similar
al de la glucosamina. Con el fin de confirmar su identidad, provisionalmente revela-
da por su similar polaridad en el desarrollo cromatografico, se rociaron nuevos cro-
matogramas con el reactivo de ninhidrina. Las muestras patr6én de los aziicares ami-
nados como las ensayadas, se mostraron positivas frente al mismo. Se identificé,
pues, como glucosamina.

Tanto en la fraccién glucidica de los glicolipidos como la glucona de los esterol
glicésidos quedé definitivamente identificada como glucosamina.

b.—Fosfolipidos.

Las fracciones hidrosolubles obtenidas por hidrélisis de los fosfolipidos provi-
sionalmente identificados en ldmina fina, se analizaron por distintos métodos:

1.—Lecitina.—Se depositd una gota en un papel de Whatman junto a una mues-
tra patrén de colina y se roci6 con el reactivo acido fosfomolibdico-cloruro estan-
noso. Ambas dieron una reaccién positiva, demostrando que el fosfolipido proble-
ma contenia colina, confirmando asi la identificacién provisional de la muestra como
lecitina, realizada en la cromatografia en lamina fina.

2.—Fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y lisofosfatidiletanolamina.—Las
fracciones hidrolizadas de estos tres fosfolipidos se cromatografiaron en papel de
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FRENTE -

(3-1-1)

ISO —PROPANOL — ACIDO ACETICO — AGUA

ORIGEN - . . . . .

Z

a b c d e

Figura 14a—Cromatografia ascendente en papel de Whatman n.° 1 del producto soluble
en agua de la hidrélisis 4cida de esterol glicésidos y glicosil diglicéridos de esporas de H. stellata
provisionalmente caracterizados en cromatografia en placa fina (véase figura 13 y tabla 10),
junto con patrones de glucosa, glucosamina y galactosamina.

Revelador: reactivo de anilina-oxalato.

(a).. muestra patrén de glucosa; (b).. muestra patrén de glucosamina; (c).. muestra patrén
de galactosamina (d).. fraccién soluble en agua de esterol glicésido; (e).. fraccion soluble
en agua de glicosil diglicerido.

Rf: mancha n.° 1..0,44; mancha n.° 2..0,39; mancha n.° 3..0,29.
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Whatman n.° 1, empleando como fase mévil una mezcla de butanpl/ dietilengli-
col/agua (4/1/1) (v/v/v), junto con patrones de serina y etanolamina. Los croma-
togramas (véase figura 15) se pulverizaron con ninhidrina. La base nitrogenada de
la fraccién hidrolizada procedente de la sustancia provisionalmente caracterizada
como serina dio un Rf (0,19) idéntico al de la serina. La procedente de los lipidos
provisionalmente caracterizados como fosfatidiletanolamina y lisofosfatidiletano-
lamina dieron un Rf (0,34), idéntico al de la muestra patrén de etanolamina. Se
confirmé asi la caracterizacién provisional de los fosfolipidos.

FRENTE >

(6-1-1)

- AGUA

BUTANOL — DIETILENGLICOL

ORIGEN > . - ’ . .

a b c d e

Figura 15—Cromatogratia en papel de Whatman n.° 1 de la fraccién soluble en agua, obteni-
da por hidrélisis dcida a partir de los fosfolipidos de esporas de H. stellata provisionalmente ca-
racterizados en cromatografia en placa fina (véase figura 14y tabla 11).

Revelador: reactivo de ninhidrina. )

(a)..muestra patrén de serina; (b).. etanolamina; (c).. fraccién soluble en agua de fosfati-
dilserina; (d).fraccién soluble en agua de fosfatidiletanolamina; (e).. fraccién soluble en agua
de lisofosfatidiletanolamina.

Rf: mancha n.° 1..0,34; mancha n.° 2..0,19.

— 677 —



111.2.10.—Acidos grasos de los lipidos identificados en esporas de Hemispora
stellata.

El anlisis de los acidos grasos contenidos en las distintas fracciones identifica-
das: 4cidos grasos libres, triglicéridos, esteroides y los fosfolipidos: lecitina, fosfa-
tidiletanolamina, fosfatidilserina y lisofosfatidiletanolamina, se realizé por croma-
tografia en fase gaseosa, para lo que se aislaron los distintos componentes lipidicos,
se metilaron sus 4cidos grasos y se microsublimaron por las técnicas descritas

en11.4.2.14, 15y 16.

I11.2.11. Obtencion y preparacién de las muestras para la metilacién.

Los ésteres de esteroles y los triglicéridos, aislados en estado de pureza en los
tubos 1, 2y 3 respectivamente de la cromatografia en columna de silica gel (véase
figura 9), no precisaron ninguna purificacién posterior. Los 4cidos grasos libres
presentes en los tubos 6, 7 y 8 de la misma columna tampoco fueron sometidos a
tratamiento previo alguno, dado que la iinica sustancia contaminante eran estero-
les libres, y tras la metilacién podian separarse de los ésteres metilicos de los acidos
grasos por microsublimacién.

Cada uno de los fosfolipidos fue purificado por cromatografia en lamina fina
preparativa, utilizando las mismas condiciones cromatograficas empleadas para su
identificacién (véase 111.2.8.).

Se distribuyeron en dos ldminas, para ello, sendas bandas de las fracciones ob-
tenidas de la columna de 4cido silicico, que contenian fosfolipidos y se desarrollaron
con cloroformo-metanol-agua (65/25/4) (v/v/v). Se revelé un extremo de la
misma con iodo y se rascé con una espatula la silica gel que contenia la zona co-
rrespondiente a las bandas detectadas. Las porciones de silica gel asi obtenidas se
extrajeron con metanol durante 15 minutos y se separé por centrifugacién la silica
gel del extracto lipidico.

Eliminado el disolvente bajo corriente de nitrégeno, se volvié a cromatografiar
una alicuota de cada fosfolipido en las mismas condiciones que las empleadas para
su separacién, revelandose las placas con 4cido sulfiirico al 50 % con el fin de con-
firmar el estado de pureza de cada uno de los fosfolipidos aislados.

I1.2.12. Formacién de los ésteres metilicos y andlisis de los dcidos grasos de los
distintos componentes lipidicos identificados en esporas de Hemispora
stellata.

1.—Acidos grasos libres.

Los 4cidos grasos libres se metilaron siguiendo el procedimiento con diazome-
tano, segiin la técnica de SclLENK y GELLERMAN (1960), descrita en 11.4.2.14. For-
mados los ésteres metilicos, se eliminaron las impurezas presentes, constituidas por
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esteroles (véase pagina 110), mediante una microsublimacién, siguiendo el método
de STOFFEL y col. (1959) descrito en 11.4.2.16.

En la figura 16 puede verse un cromatograma de los 4cidos grasos de esta
fraccién y en la tabla 12 el porcentaje que cada uno de ellos supone del total.

2.—Triglicéridos.

Para la formacién de los ésteres metilicos de los dcidos grasos de los triglicé-
ridos (eluidos de la columna de silica gel con benceno) se siguié un proceso

TABLA 12

Poreentaje de acidos grasos presentes en las fracciones acidos grasos libres, triglicéridos,
ésteres de esteroles de esporas de H. stellata.

Acidos grasos libres Triglicéridos Esteres de esteroles
C-8 — 0,01 1,2
C-10 —_ 0,02 0,17
C-12 0,18 0,03 5,65
C-14 0,59 0,02 3,46
C-16 25,60 16,80 32,12
C-16:1 0,93 0,02 14
C-16 : 2 1,16 0,30 14
C-18 1,78 1,20 753
C-18:1 23,85 19,70 11,77
C-18:2 45,20 54,80 24,48
C-18:3 0,51 4,20 —
No identificado — 11,3

de transesterificacién rdpido y sencillo, descrito por SHENATA y col. (1970), citado
en 11.4.2.15.

En la figura 17 puede verse un cromatograma con los 4cidos grasos de esta
fraccion y en la tabla 12 el porcentaje representado por cada uno de los acidos grasos.

3.—FEsteres de esteroles.

Para analizar los 4cidos grasos de los éster de esteroles (obtenidos en el tubo
n.° 1 de la cromatografia en columna de silice gel), se saponificaron, se obtuvieron
los acidos grasos segin se describe en 11.4.2.13., y se metilaron con diazometano.

Se siguié este procedimiento (HORNSTEIN y col., 1967) y no el de transesteri-
ficacién rapida, porque en ensayos preliminares se mostré poco adecuado, para este
objeto, por las interferencias que en el desarrollo del cromatograma producian los
esteroles libres.

En la figura 18 puede verse un cromatograma de los acidos grasos de esta frac-
cibén y en la tabla 12 el porcentaje representado por cada uno de ellos.
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4.—Fosfolipidos.

Para la formacién de los ésteres metilicos de los dcidos grasos que forman parte
de lecitina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y lisofosfatidiletanolamina, se
siguié la técnica de transesterificacién rdpida, ya citada, seguida de microsubli-
macién.

En las figuras 19, 20, 21 y 22, pueden verse los cromatogramas obtenidos
aparte, de cada uno de los fosfolipidos y en la tabla 13 los porcentajes en que se en-
cuentran los distintos acidos grasos.

TABLA 13

Porcentaje de acidos grasos presentes en las fracciones lecitina, fosfatidiletanolamina,
lisofosfatidiletanolamina y fosfatidilserina de esporas de H. stellata.

Lecitina ) Fosfutidil. Lisofosfati- Fosfatidil serina
< diletanolamina Etanolamina
C-10 0,28 10,80 2,00 1,10
C-12 0,85 3,00 — 2,20
C-14 1,72 3,60 2,00 2,20
C-16 10,30 24,00 12,00 13,30
C16:1 3,42 0,40 0,40 —
C-16:2 — 2,10 — —
C-18 5,98 6,00 0,40 1,10
C-18:1 65,56 22,00 72,00 72,70
C-18:2 11,90 27,50 12,00 6,60
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111.2.13. Cromatografia en columna de alimina de la fraccién soluble en éter de

petréleo.

Una alicuota de 354,7 mgrs., obtenida mediante lavado con éter de petréleo
(20 mls., tres veces) del extracto lipidico bruto cloroformo-metanol y metanol a ebu-
llicién, se cromatografié en una columna de aliimina, activada previamente, pre-
parada segiin se describe en la metodologia general.

Se recogieron las fracciones que figuran en la tabla 14, donde también figuran
los pesos y aspectos de los lipidos contenidos, que se obtuvieron tras eliminar el di-
solvente mediante destilacién y resto final bajo corriente de nitrégeno.

Cada una de las fracciones obtenidas se sometié al anélisis espectrofotométrico.
Los espectros obtenidos son los de las figuras 23 y 24.

La fraccién del 2 % de éter etilico, mostraba un espectro (véase figura 23)
con méximos a 262, 271, 282 y 293 tipicos de los esteroides A5 : 7 dienos. Una
alicuota de esta fraccién se saponificé y la fraccién insaponificable extraida se cris-
talizé cinco veces en etanol. Se obtuvo su punto de fusién, que resulté ser de 162° C
y se examinaron los cristales al microscépio mostrando forma de agujas, por lo
que se identificé como éster de ergosterol.

TABLA 14

Cromatografia en columna de alimina de la fracciéon soluble en éter de petréleo obtenida
a partir del extracto lipidico bruto (cloroformo-metanol y metanol en caliente) de las
esporas de H. stellata.

pa

Alimina: 20 grs. (1 % de agua); Extracto lipidico cromatografiado: 354,7 mgrs.

Fraccién Mils. Peso (mgr) Aspecto
Eter de petréleo 200 8,8 Oleoso
2% E.E./E.de P. » 16,8 Oleoso
4 % » » 1274 Oleoso amarillento
6 % » » 32,2 Oleoso amarillento
8 % » » 28 Oleoso rojizo-amarillento
10 % » » 8.4 Céreo blanquecino
15 % » » 6,0 Céreo blanquecino
30 % » » 8,0 Oleoso blanquecino
Eter etilico » 3,7 Oleoso transparente

Las fracciones mas polares del 15 y 30 % de éter etilico, mostraban también
un espectro (véase figura 24) con méximos a 262, 271, 282 y 293, caracteristicos
de los esteroides A 5 : 7 dienos. Se cristalizaron cinco veces en metanol y se obtuvie-
ron sus puntos de fusién que resultaron ser de 162° C. Se consideraron, pues, como
ergosterol.

La fraccién del 4 % de éter etilico mostraba un espectro con un méaximo a
272 mps en ciclohexano y 275 mps en etanol, caracteristico de la ubiquinona. Se
redujo con borohidruro y el méximo disminuyé y se desplazé a 290 mps.

684 —

A (mu)

Figura 23.—Espectros ultravioletas (en etanol) de las fracciones obtenidas por cromatografia
en columna de aldmina de la fraccién lipidica obtenida por lavado con éter de petréleo del ex-
tracto bruto cloroformo-metanol y metanol a ebullicién de esporas de H. stellata.

Fraccién mls.

E. de P. 100

2% de E. E. 30

4% de E. E. 30

6% de E. E. 75

8% de E. E. 5
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Figura 24—Espectros ultravioletas (en etanol) de las fracciones obtenidas por cromato-

grafia en columna de alimina de la fraccién lipidica obtenida por lavado con éter de petréleo
del extracto bruto cloroformo-metanol y metanol a ebullicién de esporas de H. stellata.

Fraccién mls.
10% de E. E. 72,5
15% de E. E. 77
30% de E. E. 150
E. E. 30
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Las restantes fracciones eluidas de la columna de alimina, cuyos espectros
pueden verse en las figuras 23 y 24, no fueron caracterizadas.

(I11.2.13.1. Identificacion de la ubiquinona.

La fraccién del 4 % de éter etilico que contenia ubiquinona se cromatografié
en ldmina fina de silica gel (preparada segiin se describe en la metodologia gene-
ral) utilizando como disolventes una mezcla de éter de petréleo-éter etilico-dcido
acético (80/20/1) (v/v/v), con el fin de purificar la ubiquinona perfectamente vi-
sible. Una vez desarrollada la placa, se extrajo con éter etilico libre de peréxidos la
banda amarilla constituida por la ubiquinona.

Una alicuota de la ubiquinona, asi purificada, fue cromafiada en 1dmina fina
de silica gel impregnada en parafina liquida preparada segiin se describe en la meto-
dologia general, junto con patrones de Qus, Qs0 y Q25. El cromatograma se de-
sarrollé con una mezcla de acetona-agua (9/1) (v/v) y se revelé con el reactivo
leuco-azul de metileno, preparado segiin se describe en el capitulo de Métodos.

En la figura 25, puede verse una copia del cromatograma en el que la ubiquinona
de la fraccién 4 % de éter etilico posee un Rf igual al de la muestra patrén de Qus,
demostrando asi que es el finico Q homélogo presente.

En la figura 26 puede verse el espectro en etanol de la muestra de ubiquinona
purificada, oxidada y reducida con borohidruro, que sirvié para la cuantificacién de
la ubiquinona presente en los lipidos ficilmente extractibles de las esporas de Hemis-
pora stellata.

I11.2.14. Cuantificacion de los distintos componentes identificados.

Los ditintos componentes de la fraccién lipidos apolares y fosfolipidos identi-
ficados segiin se ha descrito, fueron cuantificados por los métodos que se detallan
en 11.4.2.23.

En las tablas 15 y 16 aparecen las tasas de los mismos en términos de pgrs./mgr.
de extracto lipidico, porcentaje respecto del peso seco y % que representan de la
fraccién de lipidos neutros y lipidos polares, segiin el grupo a que pertenezcan.

111.3. LIPIDOS FACILMENTE EXTRACTIBLES DEL MICELIO

111.3.1. Extracto seco.

Mediante siembras de esporas de Hemispora stellata en medio liquido de Vaisey
e incubacién posterior durante 48 horas, se obtuvieron 323,5 gramos de pasta de
micelio, que se almacenaron a —25° C hasta la obtencién de su extracto seco, si-
guiendo los métodos descritos en 11.4.1.6.
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Figura 25.—Cromatografia en ldmina fina de silica gel impregnada en vaselina de las mues- | ) A (mu )
tras de ubiquinona de esporas de H. stellata junto con muestras patrones de (s, Q5 ¥ Qso.
Revelador: reactivo leuco-azul de metileno.
(a)..Q50; (b).. Qus; (c).. Qa5; (d).. muestra de ubiquinona de esporas de H. stellata puri- Figura 26 —Espectro ultravioleta (en etanol) de la muestra de ubiquinona purificada, oxi-
ficada. | dada y reducida con borohidruro.
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TABLA 15

Lipidos identificados en la fraccién lipidos apolares de esporas de H. stellata y tasa de
los mismos en términos de lipidos totales, peso seco y lipidos apolares.

p.gr/mgr de extracto % sobre peso seco % sobre lipidos
lipidico apolares
Ubiquinona 0,4 0,0009 0,059
Ester de ergosterol 1,6 0,0024 0,16
Ergosterol 4.8 0,0109 0,7
Triglicéridos 30,7 0,068 4.4
Acidos grasos libres 280,5 0,62 40.6
TABLA 16

Fosfolipidos identificados en esporas de H. stellata y tasa de los mismos en términos de
lipidos totales, peso seco y lipidos polares.

p.gr/mgr de extracto % sobre peso seco 9o sobre las «fracciones
lipidico lipidas polares»
Lecitina 28,9 0,084 11,5
Fosfatidiletanolamina 24.5 0,07 9,8
Lisofosfatidiletanolamina 35,9 0,1 14,3
Fosfatidilserina 28 0,082 11,2

El proceso de liofilizacién de la pasta de micelio se realizé en diversas etapas
dado la cantidad de material obtenido.

En la primera a partir de 55 gramos de pasta de micelio se obtuvieron 10,1 gra-
mos de extracto seco (18,1 %). En la segunda partida se liofilizaron 55 gramos que
rindieron 10,5 gramos de extracto seco (19 %). En la tercera etapa se liofilizaron
47 gramos de los que se obtuvieron 8,8 gramos de extracto seco (18,7 %). En la
cuarta a partir de 72 gramos de pasta de micelio se obtuvieron 15 gramos de extrac-
to seco (20,8 %). En la quinta y sexta se liofilizaron 62 y 32,5 gramos de pasta de
micelio, que rindieron 13(20,9 %) y 6,3 (19,3 %) gramos respectivamente.

I11.3.2. Extracto lipidico bruto.

El extracto seco del micelio, 63,7 gramos obtenidos a partir de 323,5 de pasta
de micelio, fue sometido en dos fracciones al procedimiento de extraccién descrito

en [1.4.2.2.
En la tabla 17 figuran los pesos de los extractos lipidicos brutos obtenidos;

111.3.3. Extracto lipidico purificado.

El peso de los extractos lipidicos purificados por el método de ForcH (1957)
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TABLA 17

Producto bruto de la extraccién por el método de Folch de micelio de Hemispora stellata

) Micelio :
Partida n.¢ liofilizz;do Cloroformo-metanol Metanol en caliente Acetona-etanol-Cl1H
grs.

Peso extraido 90 sobre  Peso extraido % sobre  Peso extraido % sobre
(grs.) peso seco (grs.) peso seco (grs.) peso seco

1 30 3,6400 12,2 1,3970 4.6 3,1628 10,5

2 33 3,6827 11,1 2,1613 6,5
TABLA 18

Extractos lipidicos purificados por el método de Folch de micelio H. stellata Yy su con-
tenido en fosforo, nitrégeno e hidratos de carbono.

Fosforo Nitrogeno chi;if:ode
%-'sf)bre peso seco per. /mgr. rer. /mer. rer. /mer. de
de lipidos purificados de E. L. de E. L. exltfa(.:to lig idico
puro puro pump
Cloroformo me-
tanol (2/1) 28 1,38 4.5 8,7
Metanol en ca- ’
liente. 0,8 7 9,4 18

figura en la tabla 18, 451 como su contenido en fésforo, nitrégeno e hidratos de car-
bono.

II1.3.4. Fraccionamiento del extracto lipidico obtenido con cloroformo-metanol
y metanol en caliente, de micelio H. stellata, en columna de dcido silicico.

El fraccionamiento de los extractos lipidicos obtenidos con cloroformo-metanol
y metanol en caliente, se realizé en columna de 4cido silicico-celita, siguiendo la téc-
nica descrita en 11.4.2.5.

En este caso también inicialmente se recogieron fracciones de 10 mls. y se so
metieron al anélisis por cromatografia en lamina fina empleando las mismas condi-
ciones que en el fraccionamiento del extracto lipidico de las esporas, pero el analisis
de las placas demostré que los tubos contenian las mismas sustancias dentro de cada
fraccién cloroformo-metanol, por lo que se consideré de nuevo conveniente agru-
parlos y estudiar conjuntamente las fracciones.

En la tabla 19 figura el contenido en fésforo, nitrégeno e hidratos de carbono
de cada una de las fracciones obtenidas.
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TABLA 19

Contenido en fosforo, nitrégeno e hidratos de carbono en cada una de las diferentes

fracciones de la cromatografia en acido silicico de los extractos cloroformo-metanol y
metanol en caliente de micelio de H. stellata.

Fraccion Fosforo (Mur /mgr Nitrogeno (fer /mgr Hidratos de carbono &
* de extr. lipidico) de extr. lipidico) & ijgr / mgr de extracto
lipidico)
I 0 0 0
II 0 12,9 34,2
111 8,65 13,5 49,9
v 2 6 28,2
Y 79 11,8 11,8
VI 8,7 8,7 7,1
VII 15,6 11 8,5
VIII 19,9 13,5 0
TABLA 20

Fracciones obtenidas en la cromatografia en acido silicico del extracto cloroformo-me-
tanol y metanol en caliente a partir de micelio de H. stellata.

se cromatografié en columna silica gel G, siguiendo la técnica descrita en I1. 4.2.6.
Los resultados del desarrollo de la cromatografia, asi como las condiciones fi-
guran en la tabla 21.
Al igual que en el fraccionamiento de los lipidos neutros de las esporas, en
este caso también se recogieron lipidos en todas las fracciones a excepcién de la 4.2
Al objeto de contrastar el comportamiento de la columna e identificar los lipi-
dos que componian cada fraccién eluida de la columna de silica gel, una alicuota
de cada fraccién se cromatografié en lamina fina de silica gel y patrones. El revelado

TABLA 21

Fraccionamiento de los lipidos apolares de micelio de H. stallata en columna de silica gel.

Silica gel: 20 grs.: Diametro de la columna: 1,6 cms.; Extracto lipidico cromatografiado: 220 mers.;
Altura: 18 cms.; flujo 1,6 ml/min.

Acido silicico: 18 grs.; Celita 4,5 grs.; Flujo 1,5 mls/min. Extracto lipidico: 2,2872 grs.; Altura de la co-
lumna 19 cms. Diametro de la columna: 1,6 cms.

Fraccion Disolvente Mls. Peso (mgr) o del extracto
lipidico
I 98/2 Cloroformo-metanol 300 1.837,7 82,3
II 97/3 » » 150 65,5 2,84
11 96/4 » » 150 18,8 0,81
v 95/5 » » 100 35,8 1,6
\Y% 90/10 » » 200 64,9 2,8
VI 85/15 » » 200 130 5,6
VII 80/20 » » 200 24.9 1,08
VIII Metanol 200 55,4 2.4
Rendimiento 99,43 %

%% lipidos apolares 82,3; % lipidos polares 17,13 %

En la tabla 20 figuran las condiciones cromatograficas empleadas, asi como los
porcentajes representados por cada una de las fracciones obtenidas.

111.3.5 Fraccionamiento de los lipidos neutros eluidos de la columna de silica gel
con cloroformo-metanol (98/2)

Una alicuota de 220 mgrs. de la fraccién eluida con cloroformo-metanol (98/2)

* Véase tabla 20.
& expresado anteriormente de glucosa.
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Fraccion Disolvente Mis, Peso (mgr) % del extracto
lipidico
1 Benceno 20 6,2 2,9
2 » 10 8,2 3,8
3 » 20 13 0,61
4 » 10 0 0
5 Benceno/ éter E /etanol (80/19/1) 10 14.4 6,7
6 » » » » 40 55,1 26,1
7 » » = » » 50 40 18,7
8 » » » » 40 25,2 11,8
9 » » » » 30 6,6 3,1
10 Benceno/éter E/etanol (30/67/3) 70 8,9 4,1
11 Eter etilico 40 8 3,7
12 » » 30 2 0.9
13 Metanol 10 23 1,08
14 . 40 28,2 132
15 » 10 6 2,8

se efectu6 con dcido sulfiirico al 50 %. La figura 27 es una copia de una de las la-
minas asi reveladas.

a) La fraccién n.° 1 de la cromatografia en silica gel, se mostré homogénea,
dio un Rf de 0,80.

b) Las fracciones 2 y 3 mostraron un comportamiento homogéneo, ambas die-
ron un Rf de 0,58, igual al de la tripalmitina.

c¢) La fraccién n.° 5 eluida de la columna de silica gel, mostraba igualmente
un comportamiento homogéneo y dio un Rf de 0,48, idéntico al de ubiquinona.

d) Las restantes fracciones dieron diversas manchas de Rf. la mancha n.° 4
presente en las fracciones 6, 7 y 8 dio un Rf de 0,37, idéntico al de los 4cidos gra-
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sos. Las restantes manchas de Rf 0,18, 0,13, 0,06 y 0, respectivamente mostraron en
las placas reveladas con sulfirico un color rojizo de variable intensidad, especialmen-
te manifiesto en la de Rf 0,18, tipico de los tres hidroxiesteroides con doble enlace

en posicién 5.

111.3.6. Identificacion definitiva y cuantificacion de algunos componentes.

Reveladas las placas con rodamina 6G y examinadas bajo la luz ultravioleta se

FRENTE -»
—

O

(80 -20-1)

E. de Petroleo — E. Etilico — Acetico

ORIGEN > .

0o

0>

()00

5 .
6 Q (=4
7

0

00

(-]

o

0

0000000 0be

——

Fracciones -1

2 3 4

5 6 7 8 9 1mw0on 12 13 14

15

Figura 27—Cromatografia en 1dmina fina de las fracciones de los lipidos apolares de micelio
de H. stellata eluidas de la columna de silica gel.

Revelador: acido sulftirico al 50 %.

Rf: mancha n.° 1..0,80; mancha n.° 2..0,58; mancha n.° 3..0,48; mancha n.° 4..0,37; mancha
n.? 5.. 0,18; mancha n.° 6..0,13; mancha n.° 7..0,06 y mancha n.° 8..0.
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observaron las mismas manchas; las de Rf 0,37 mostraban una fluorescencia mas
intensa, tipica de los 4cidos grasos libres y como tal se consideraron.

Las fracciones de comportamiento homogéneo, en cromatografia en 1dmina fina,
fueron sometidas directamente a andlisis espectrofotométrico en etanol y ciclo-

hexano.
La fraccién n.° 1 presentaba el espectro de la figura 27, con maximos a 262,

14

0’59

L} v v v

¥
300 340
A {mu)

] Figura 27a—Espectro ultravioleta de la fraccién n.° 1 (eluida con 20 mls. de benceno) obte-
nida por cromatografia en columna de silica gel. de los lipidos apolares de micelio de H. stellata.
Disolvente: etanol; concentracién mgs./ml. E } Z% a 282 mits.
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etilico-etanol en las proporciones 80/19/1) obtenida por cromatografia en columna de silica
oxd.: seglin fue extraido de la columna.

gel. de los lipidos apolares de micelio de H. stellata. Disolvente: etanol.

red.: reducido con unos cristales de borohidruro potésico.

por ésteres de ergosterol.

271, 282 y 293 caracteristicos de los esteroides 5 : 7 dieno. En virtud de los datos
que se citan en la seccién de esporas, se identificé como constituida primordialmente

Las fracciones 2 y 3 mostraban espectros ultravioletas inespecificos.
La fraccién n.° 5 presentaba el espectro de la figura 28, con un maximo a 275 nies

14
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|
Y T

250

N (mu)

Figura 28—Espectro ultravioleta de la fraccién n.° 5 (eluida con 10 mls de benceno-éter
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en etanol, caracteristico de la ubiquinona. Al ser reducida con borohidruro el ma-

ximo disminuyé y se desplazé a 290 mys. Las cifras de ubiquinona que figuran en la

tabla 25 fueron calculadas basandose en los datos asi obtenidos.

Los espectros de las restantes fracciones estén en la figura 29.

300
N (mu)

Figura 29—Espectros ultravioletas de las manchas nims. 5, 6, 7 y 8 (véase figura 27) perte-
necientes a las fracciones 6 a 15, obtenidas por cromatograffa en columna de silica gel, de los
lipidos apolares de micelio de H. stellata. Dsiolvente: etanol.
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H1.3.7. Cromatografia de los lipidos neutros del micelio de Hemispora stellata,
eluidos de la columna de dcido silicico con cloroformo-metanol (98/2 )s
en columna de alimina.

Una alicuota de 255,8 mgrs. de la fraccién eluida de cloroformo-metanol
(98/2) se cromatografié en una columna de aldimina, segiin se describe en la metodo-
logia general. Se recogieron las fracciones que figuran en la tabla 22, donde también
se dan los pesos y aspectos de los lipidos contenidos, que se obtuvieron tras eliminar
el disolvente por destilacién y corriente de nitrégeno.

Cada una de las fracciones obtenidas se sometié al anélisis espectrofotométrico.
Los espectros obtenidos son los de las figuras 29 y 30.

Las fracciones del 2 y 4 % de éter etilico, mostraban un especiro (véase figu-

ra 29) con méximos a 262, 271, 282 y 293 caracteristicos de los esteroides 5 : 7 die-
nos. Se identificé como éster de ergosterol.

La fraccién del 6 % de éter etilico presentaba un espectro (véase figura 29)
con un méximo a 272 mps en ciclohexano y 275 mps en etanol, caracteristico de la

ubiquinona. Se redujo con borohidruro y el méximo disminuyé y se desplazé a
290 mys.

Las fracciones de 15 y 30 % de éter etilico, més polares que la ubiquinona, mos-
traron un espectro con maximos a 262, 271, 282 y 293, caracteristicos de los esteroi-
des 5 : 7 dieno. Se consideraron, pues, como constituidos fundamentalmente como
ergosterol.

Las restantes fracciones eluidas de la columna de altimina cuyos espectros pue-
den verse en las figuras 29 y 30 no fueron caracterizados.

TABLA 22

Cromatografia en columna de alimnina de los lipidos apolares de micelio de Hemispora
stellata

Alimina: 20 grs. (1 % de agua); Extracto lipidico cromatografiado: 255,8 mgrs.

fraccion Mis. PPeso (mgr) Aspecto

Eter de petréleo 200 2,2 Céreo incoloro.
2% E.E./E.deP, 200 6.3 Céreo

4 % » » 44 Oleoso amarillento
6 % » » 35,7 Oleoso amarillento
8 % » » ]_1,2 Oleoso

10 % » » 13,5 Céreo blanquecino
15 % » » 23,6 Céreo blanquecino
30 % » » 37,7 Céreo blanquecino
Eter etilico » 48,3 Céreo amarillento

14

05+

T T
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250

Figura 29a—Espectros ultravioletas (en ctanol) de las fracciones obtenidas por cromatogra-
fia en columna de aldmina de los lipidos apolares del micelio de H. stellata.
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Fraccién mls.
E. de ©. 21
2% de E. E. 27
4% de E. E. 36
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[11.3.7.1. Identificacion de la ubiquinona.

La fraccién del 6 % de éter etilico que contenia ubiquinona se cromatografié
en ldmina fina de silica gel, empleando las mismas condiciones que en el caso de las
esporas (véase [11.2.13.1.) con el fin de purificarlas.

Una alicuota de la ubiquinona purificada se cromatografié en ldmina de silica
gel impregnada en parafina liquida, preparada siguiendo la técnica descrita en
11.4.2.9. Para el desarrollo de la cromatografia se empleé una mezcla de aceto-
na-agua (9/1) (v/v) y se revel6 la placa con el reactivo leuco-azul de metileno, pre-
parado segiin se describe en 11.4.2.10.(B.5.).

Los cromatogramas obtenidos fueron idénticos a los ya descritos para las es-
poras, demostrando sé6lo la presencia de Q5.

111.3.8. Fraccionamiento de los lipidos eluidos de la columna de dcido silicico con
cloroformo-metanol (97 /3; 96 /4.y 95/5) e identificacidn de sus componentes

Las fracciones eluidas de la columna de 4cido silicico con cloroformo-metanol
(97/3; 96/4 y 95/5), que representan el 2,84 %, 0,81 % y el 1,6 %, respectiva-
mente del extracto lipidico del micelio y que carecian de fésforo, contenian nitrégeno
e hidratos de carbono, fueron analizadas en cromatografia en 14mina fina de silica
gel G. Los cromatogramas se desarrollaron con cloroformo-metanol-agua (65/25/4)
(v/v/v) y se revelaron con &cido sulftirico al 50 %, demostrandose la presencia de
tres manchas (véase figura 31). La mancha n.° 2 de la figura mostraba el color ca-
racterfstico de los 3- hidroxiesteroides con doble enlace en posicién/A5 (reaccién de
Liebermann-Burchard).

Para la identificacién de la naturaleza de las mismas se emple6 el mismo sistemna
y reactivo usados con las mismas fracciones de las esporas (véase 111.2.7.).

La mancha de la figura n.° 31, presente en las tres fracciones, no dio reaccién
alguna frente a los reactivos especificos y se identificé como restos de lipidos neutros.

TABLA 22a

Comportamiento frente a los distintos reactivos de las manchas obtenidas por cromatografia
en lamina fina (véase figura 31) a partir de las fracciones lipidicas eluidas de la columna de
acido silicico con cloroformo-metanol (97/3: 96 /4 y 95/5).

A (m M)
Mancha Rf Reactivo  Reactivo  Reactivo  Reactivo  Reactivo ~ Reactivo Identificacion
Figura 30.—Espectros ultravioletas (en etanol) de las fracciones obtenidas por cromatografia n.° a. ?llfllf”ir‘ﬁ° m“%::&] azul de ded‘:ic]]?“ff de ninhi- de I + IK
en columna de aléimina de los lipidos apolares del micelio de H. stellata. ke ° ne e
Fraccién mls. 1 0,98 + - - — — - Lipidos neutros

8% de E. E. 18 2 0,70 * + + - i + — Esterol glicésido
10% de E. E. 36 s 3 0,59 + — + — + — Fosfatidiletanol-
15¢ de E. E. 270 1 amina
30% de E. E. ... ; 270
Ea E. 90 * Mostraba el color caracteristico de los 3-hidroxiesteroides con doble enlace en posicio'm\s (Reaccion

Liebermann-Burchard).
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Figura 31:—Cromat0grafia en ldmina fina de las fracciones de los lipidos del micelio de
H. stellata eluidos de la columna de 4cido silicico con cloroformo-metanol (97/3; 96/4.y 95/5).

Revelador: dcido sulfirico al 50 %.

(a)..(97/3); (b)..(96/4); (c)..(95/5).

Rf: mamcha 1.° 1..0,98; mancha n.° 2..0,66; mancha n.° 3..0,55.
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La mancha n.° 2, también presente en las tres fracciones, dio una reaccién
fuertemente positiva frente a la difenilamina y al reactivo de Schiff y débilmente po-
sitiva frente a la ninhidrina y no reaccioné con los reactivos especificos para los és-
teres fosféricos, ni los grupos colona. Su Rf es de 0,70. La citada sustancia fue
en este estado provisionalmente considerada como un esterol glicésido.

La mancha n.° 3, de Rf 0,59, presente en la fraccién III y IV se mostré positiva
frente a los reactivos de ninhidrina y azul de molibdeno y negativa frente al resto
de los reactivos especificos. Su Rf fue similar al de una muestra patrén de fosfatidi-
letanolamina, por lo que se caracterizé provisionalmente como fosfatidiletanolamina.

111.3.9. Fraccionamiento de los lipidos eluidos de la columna de dcido silicico
con cloroformo-metanol (90/10; 85/15; 80/20) y metanol (fracciones
V,VL VIIy VIII).

Las fracciones eluidas de la columna de 4cido silicico con cloroformo-metanol
en las proporciones (90/10; 85/15 y 80/20) y metanol, todas las cuales contienen
fésforo y nitrégeno y las fracciones (90/10, 85/15 y 80/20) que contienen ademds
hidratos de carbono, fueron sometidas a cromatografia analitica en lamina fina.

Se depositaron alicuotas de cada fraccién en cinco placas de silica gel G; las
placas se desarrollaron con una mezcla de cloroformo-metanol y agua en las propor-
ciones 65/25/4 (v/v/v) y se revelaron con los mismos reactivos empleados en la
caracterizacién de las mismas fracciones de las esporas (véase 111.2.8). En la figura
n.° 32 es una copia de una de las placas reveladas con écido sulftrico, donde puede
apreciarse la presencia de cinco manchas.

La mancha n.° 1, presente en las fracciones V, VI y VII, dio al ser revelada la
placa con 4cido sulfirico, una coloracién caracteristica de los 3-hidroxiesteroides
con doble enlace con posicién 5 (reaccién de Liebermann-Burchard), reaccién fuer-
temente positiva frente a la difenilamina y al reactivo de Schiff y débilmente positiva
frente a la ninhidrina y no reaccioné con los reactivos especificos de los ésteres fos-
féricos y grupos colina; su Rf fue de 0,69; presentaba, pues, las mismas caracteristi-
cas que la n.° 2 de las fracciones 11, 111 y IV, se identificé provisionalmente como un
esterol glicésido.

La mancha n.° 2 de Rf 0,59 presente en las fracciones V, VI y VII, dio reaccién
positiva frente a la ninhidrina y al reactivo azul de molibdeno y negativa frente al
resto de reactivos especificos. Su Rf es idéntico al de una muesira patrén de fosfa-
tidiletanolamina cromatografiada con ella.

La mancha n.° 3 presente en las fracciones VII y VIII, de Rf 0,38, se mostré
positiva frente al reactivo de I + IK para grupos colina y al de azul de molibdeno
y negativa frente al resto de reactivos especificos. Su Rf fue similar a las muestras
patrones de lecitina, por lo que se caracterizé.

— 703 —



FRENTE~>

(65-25-4)

CLOROFORMO - METANOL — AGUA
W

ORIGEN» . . . .

a b c d

Figura 32—Cromatografia en ldmina fina de las fracciones de los lipidos del micelio de
H. stellata cluidos de la columna de &cido silicico con cloroformo-metanol (90/10 85/15
y 80/20) y metanol.

Revelador: 4cido sulfarico al 50 %.

(a) <. (90/10); (b)..(85/15); (c)..(80/20); (d).. metanol.

Rf: Mancha n.° 1..0,69; mancha n.° 2..0,59; mancha n.° 3..0,38 mancha n.° 4..0,28 y man-
cha n.°5..0,15.
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La mancha n.° 4 presente en las fracciones VII y VIII, de Rf 0,28, resulté posi-
tiva frente al reactivo de ninhidrina y el reactivo azul de molibdeno, y negativa frente
al resto de los reactivos especificos. Se caracteriz6 provisionalmente como lisofosfa-
tidiletanolamina.

La mancha n.° 5 presente en la fraccién eluida con metanol, de Rf 0,15, resulté
ser positiva frente a los mismos reactivos que la mancha n.° 4 y negativa frente al
resto de reactivos especificos. Su Rf fue similar al de una muestra patrén de fosfati-
dilserina, caracterizdndose provisionalmente como fosfatidilserina.

I11.3.10. Confirmacion de la naturaleza de los distintos fosfolipidos y esterol glico-
sidos provisionalmente identificados en lamina fina.

La confirmacién de la identidad de los distintos fosfolipidos y esterol glicésidos
se realizé mediante la investigacién de sus productos de hidrélisis, por cromatogra-
fia ascendente en papel de Whatman n.° 1, igual que las fracciones homélogas proce-
dentes de las esporas.

Cuando fue necesario se purificaron previamente las fracciones por cromatogra-
fia en ldmina fina preparativa. Al igual que las esporas se confirmé la identidad de
los diversos fosfolipidos y se precisé que la glucona de los esteroles glicésidos era
glucosamina.

II1.3.11. Acidos grasos de los lipidos identificados en micelio de Hemispora stellata.

El analisis de los dcidos grasos contenidos en las distintas fracciones identifica-
das: 4dcidos grasos libres, triglicéridos, esteroides y los fosfolipidos: lecitina, fosfa-
tidilserina, fosfatidiletanolamina y lisofosfatidil-etanolamina, se realizé por croma-
tografia en fase gaseosa, para lo que se aislaron los distintos componentes lipi-
dicos, se metilaron sus 4cidos grasos y se microsublimaron, por las técnicas descri-

tas en 11.4.2.14, 15y 16.

111.3.11.1. Obtencidn y preparacion de las muestras para la metilacién.

Los esteroides y triglicéridos aislados sin contaminacién por otros componentes
lipidicos, en los tubos 1, 2 y 3 respectivamente de la cromatografia en columna sili-
ca gel, no precisaron ninguna purificacién posterior. Los 4cidos grasos libres presen-
tes en los tubos 6, 7 y 8 de la misma cromatografia tampoco fueron sometidos a tra-
tamiento previo alguno, como en el caso de las esporas.

Los fosfolipidos se purificaron por cromatografia en lamina fina preparativa,
al igual que en las muestras procedentes de las esporas y se confirmé su pureza por
idénticos procedimientos.

Los ésteres metilicos se prepararon también del mismo modo que en las corres-
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TABLA 23
Porcentaje de acidos grasos, presentes en las fracciones acidos grasos libres, triglicéridos, «
ésteres de esteroles de micelio de H. stellata.
Acidos grasos libres Triglicéridos Esteres de esteroles ';

c8 — — 147

C-10 — — 0,17 =

C-12 — — 1,33 N

C-14 0,51 0,42 1,07

C-16 178 18,20 10,80

C-16: 1 0,85 0,25 0,98

C-16: 2 0,04 0,30 0,88

C-18 3,52 2,30 5,82

C-18:1 11,53 10,10 14,82

C-18:2 65,12 68,20 61,11 MICELIO
Esteres metilicos de
A.Grasos LIBRES
50-180°C  B°C/min

TABLA 24
Porcentaje de acidos grasos presentes en las fracciones lecitina. fosfatidiletanolamina,
lisofosfatidiletanolamina y fosfatidilserina de micelio de H. stellata.
Lecitina Fosfatidil Lisofosfatidiletanola-  Fosfatidilserina J \ A J

Etanolamina mina

C-8 0,22 — —_ —
C-10 4,81 — 0,97 4,80
C-12 5,73 - 1,50 5,30
C-14 5,19 — 4,00 5,25
C-16 6,41 21,30 7,70 9,50
C-16:1 3,81 141 1,08 2,55
C-16:2 — 141 —_ —_
C-18 4,96 7,95 4,85 2,30
C-18:1 64,98 35,40 35,00 62,00 !
C-18:2 3,44 33,30 ’ 44,50 7,60

pondientes fracciones de las esporas. En las figuras 33 a 39 puede verse los cromato-
gramas correspondientes a las distintas fracciones lipidicas y en las tablas 23 y 24
el porcentaje que cada uno de ellos supone del total. _—
Esteres metilicos de

A.Grasos de TRIGLICERIDOS

I11.3.12. Cuantificacion de los distintos componentes identificados en el micelio N th  crie

de Hemispora stellata.

Los distintos componentes de la fraccién lipidos apolares y fosfolipidos, iden-
tificados segiin se ha descrito, fueron cuantificados por los métodos que se detallan
en 11.4.2.23.

En las tablas 25 y 26 aparecen las tasas de los mismos en términos de pngrs./mgr.
de extracto lipidico, porcentaje respecto del peso seco y % que representan de la
fraccién de lipidos neutros y lipidos polares, segiin el grupo a que pertenezcan. 5 "

14
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MICELIO
Esteres metilicos de
A. Grasos de E. de ESTEROLES
50 — 180°C 8°C/ min.

MICELIO
Esteres metilicos de
A. Grasos de FOSFATIDILETANOLAMINA
50— 180°C 8°C/ min

16

— 708 —

MICELIO
Esteres metilicos de
A. Grasos de LECITINA

50 —180°C 8°C/ min.
o
5}
e
3]

MICELIO
Esteres metilicos de
A.Grasos de FOSFATIDILSERINA
50—180°C 8°C/min

Cc 10

c 12
C 14
C 16

C 16:1
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MICELIO
Esteres metilicos de
A. Grasos de LISOFOSFATIDILE TANOLAMINA

50-180°C _ 8°C/min

c 18.2

L]
o

TABLA 25

Lipidos identificados en la fraccién lipidos apolares de micelio de H. stellata y tasa de
los mismos ¢n términos de lipidos totales, peso seco y lipidos apolares.

pgr/mer de extracto %0 sobre peso seco % sobre lipidos

lipidico apolires
Ubiquinona 2.9 0,01 0,36
Ester de ergosterol 6,1 0,022 0,74
Ergosterol 38,5 0,13 4,6
Triglicéridos 43,1 0,15 5,2
Acidos grasos libres 288,05 1,04 349
TABLA 26

Fosfolipidos identificados en micelio de H. stellata y tasa de los mismos en términos de
lipidos totales, peso scco y lipidos polares.

It gr / mgr de % sobre peso seco T sobre la «frac-
extracto lipidico cion lipidos
polares»
Lecitina 14 0,05 10,7
Fosfatidiletanolamina 13,5 0,048 10,3
Lisofosfatidiletanolamina 6,4 0,02 4,9
Fosfatidilserina 5,8 0,0209 44
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[I1.4. LIPIDOS LIGADOS DE ESPORAS

I11.4.1. Fraccionamiento del extracto lipidico obtenido con acetona-etanol-ClH, en
columna de dcido silicico.

El fraccionamiento del exiracto lipidico obtenido con acetona-etanol-ClH, se
realizé sobre una columna de 4cido silicico-celita, siguiendo las técnicas ya citadas.

Se disolvieron 80 mgrs. del extracto lipidico purificado en 2 mls. de cloroformo-
metanol (98/2) y se deposité sobre el lecho cromatografico de una columna de 4cido
silicico-celita de 18/1,6 cms.

La cromatografia se desarrollé con mezclas de cloroformo-metanol y metanol
(véase 11.4.2.5.¢c). Se recogieron las fracciones globales de cada una de las fraccio-
nes obtenidas. Se determiné el contenido en fésforo, nitrégeno e hidratos de carbono
de cada una de las fracciones, pero no se registré en ningin caso la presencia de estos
componentes. '

Unos rls. de cada una de las fracciones obtenidas se cromatografiaron en lamina
fina de silica gel, empleando como fase mévil los siguientes disolventes:

TABLA 25a

Extracto lipidico obtenido con acetona-etanol-ClH, a partir de esporas de H. stellata
(previamente extraidas con cloroformo-metanol y metanol en caliente).

Esporas liofilizadas Extracto lipidico bruto  Extracto lipidico purificado % sobre peso seco
(grs.) (grs.) (mgrs.)
56 8,2 417 0,74
TABLA 26 a

Fracciones obtenidas en la cromatografia en acido silicico del extracto acetona-etanol-
CIH a partir de esporas de H. stellata.

Acido silicico: 18 grs.; Celita: 4,5 grs.; Flujo: 1,9 mls./min. Extracto lipidico cromatografiado: 80 mgrs.

Fraccion Disolvente Mis. Peso (mgr) 9 del extracto
lipidico
1 98/2 Cloroformo-metanol 150 55,7 69,6
II 97/3 » » 75 4.3 5,6
I 96/4 » » 75 4,9 6,1
v 95/5 » » 50 1,1 1,3
A\ 90/10 » » 100 23 2,8
VI 85/15 » » 100 2,2 2,7
VII 80/20 » » 100 54 6,7
VIII Metanol 100 18 2,2
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la fraccién eluida con cloroformo-metanol (98/2) se desarrollé con una mezcla
de éter de petréleo-éter etilico-dcido acético (80/20/1).

las restantes fracciones se desarrollaron con una mezcla de cloroformo-meta-
nol-agua (65/25/4). El revelado de las placas se efectué con acido sulftirico
al 50 %.

El analisis de las placas demostré que la totalidad de las fracciones estaban
constituidas por lipidos apolares. En la tabla 26 a figuran los pesos de cada una de las
fracciones obtenidas.

I11.4.2. Fraccionamiento en columna de silica gel

Una alicuota de 55,7 mg se cromatografié en una columna de silica gel G, si-
guiendo la técnica descrita en la metodologia general. Se recogieron las fracciones
que figuran en la tabla 27, donde también se dan los pesos de los lipidos contenidos
tras eliminar el disolvente en corriente de nitrégeno.

Al objeto de contrastar el comportamiento de la columna e identificar los lipi-
dos que componian cada fraccién eluida de la columna de silica gel G se cromato-
grafiaron alicuotas de todos ellos, en lamina fina de silica gel G, junto con marcado-
res: hidrocarburos, tripalmitina, ubiquinona, 4cido oleico y estedrico, monoestearato
de glicerol y diglicérido, utilizando para el desarrollo de los mismos éter de petré-
leo-éter etilico-dcido acético (80/20/1). El revelado se efectué con acido sulfiirico
al 50 %. La figura 40 es una copia de una de las ldminas reveladas.

Las fracciones niims. 1 y 2 de la cromatografia en silica gel, se mostraron ho-
mogéneas, dieron un Rf 0,84, idéntico al de una muestra patrén de hidrocarburos.

La fraccién n.° 3 mostré dos manchas. La menos polar dio un Rf similar al de
las manchas niims. 1 y 2, e idéntico a la vez al de la muestra patrén de hidrocarburos.
La mancha de mayor polaridad mostré un Rf 0,66.

La fraccién n.° 4 se mostré homogénea, dio un Rf de 0,66.

La fraccién n.° 5 mostraba igualmente un comportamiento homogéneo y dio
un Rf idéntico al de la ubiquinona.

Las fracciones nims. 6 y 7 resultaron ser muy heterogéneas. Dieron tres man-
chas, una de Rf 0,17 y dos mas de Rf 0,12 y 0 idénticas a las de diglicérido y mono-
estearato de glicerol.

La fraccién n.® 8 mostré dos manchas de Rf 0, 0,12v y 0, similares a las muestras
patrones de mono y diglicéridos.

Las restantes fracciones mostraban una sola mancha en el origen igual que el
patrén de monoestearato de glicerol.

La totalidad de las fracciones se sometieron al anilisis espectrofotométrico en
etanol y solamente la fraccién n.® 5 mosird un espectro especifico (el caracteristico
de la ubiquinona). Se redujo con borohidruro y se calculé el contenido en ubiquinona.
Las cifras de ubiquinona que figuran en la tabla 28 se calcularon con los datos asi
obtenidos.
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TABLA 27

Fraccionamiento en columna de silica gel de los lipidos ligados de esporas de H. stellata.

Silica gel: 10 grs; Extracto lipidico cromatografiado: 55,5 mgrs; Flujo 1,6 mls./min.

Fraccion Disolvente MIs. Peso (mgr) %o del extracto

lipidico
1 Benceno 10 3,1 6,9
2 » 5 3,5 7,8
3 » 10 3,7 8,2
4 » 5 0,1 0,2
5 Benceno/E. E./etanol (80/19/1) 5 4,8 10,7
6 » » » 20 12,7 28,4

7 » » » 25 6,3 14,00
8 » » » 20 1,4 3,1
9 » » » 15 1,0 2,2
10 Benceno/E. E./etanol (30/67/3) 35 2,5 5,9
11 Eter etilico 20 1,2 2,6
12 » » 15 0,8 1.8
13 Metanol 5 0,6 13
14 » 20 0,8 1,8
15 » 5 1,2 2,6

TABLA 28

Contenido en ubiquinona de los lipidos ligados de esporas de H. stellata.

|ter /mgr de extracto lipidico T sobre peso seco % sobre la «fraccién liidos
polares»
Ubiquinona 0,85 0,0006 0,016

111.4.2.1. Naturaleza de la mancha de Rf 0,66.

Una alicuota del extracto total de lipidos ligados fue sometida a cromatografia
preparativa en laminas de silica gel, siguiendo el mismo procedimiento utilizado en
la cromatografia analitica. Por raspado y extraccién con éter de petréleo se obtuvo
la sustancia responsable de la mancha de Rf 0,66, que fue sometida a ebullicién a re-
flujo en presencia de KOH y extraccién con éter siguiendo la técnica descrita en
11.4.2.13., para la obtencién de los 4cidos grasos de los ésteres de los esteroles. El
extracto fue sometido a cromatografia analitica por el sistema generalmente utilizado
en esta tesis para los lipidos apolares. Se obtuvo al revelar con 4cido sulfirico una
sola mancha con el mismo Rf 0,34, que muestran patrones de acidos grasos.

111.4.3. Acidos grasos del extracto acetona-etanol-CILH

Una alicuota del extracto acetona-etanol-CIH, libre de sustancias no lipidicas,
se saponificé, siguiendo la técnica descrita en 11.4.2.13 y se obtuvieron los 4cidos
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TABLAS 29 y 33

Acidos grasos identificados y porcentaje de los mismos presentes en los lipidos ligados
de esporas y micelio de H. stellata.

Porcentaje de acidos grasos de los Porcentaje de acidos grasos de
lipidos ligados de esporas. los lipidos ligados de micelio.
C-8 0,30 1,5
C-10 1,55 75
C-12 0,19 1,9
FRENTE> C-14 18 0,8
C-14:1 0,019 0,62
C-14:2 0,019 1,2
C-15 0,06 —
C-16 10,00 16,5
C-16: 1 1,28 1,2
OO ! C-16: 2 051 0,15
C-17 0,51 3,78
C-18 12,1 2,3
Cl18:1 65,7 35,9
C-18:2 4,6 5,6

C-18:3 0,57 198
O Q 2 No identificado 3.7

(80-20-1)

c18:1

4 o (o} ESPORAS

Esteres metilicos de

so CD O los A Grasos de los

LIPIDOS LIGADOS

E. de Petroleo — E. Etilico — Acetico

. < Q0
ORIGEN-> .. . Q0 ooooe%0

FRACCIONES»>1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 12 1314 15

C 18:2

Figura 40.—Cromatografia en ldmina fina de silica gel de las fracciones de lipidos ligados

de esporas de H. stellata, eluidas de la columna de silica gel G. "
Revelador: dcido sulfiirico al 50 %.
Rf: mancha n.° 1..0,84; mancha n.° 2..0,66.; mancha n.° 3..0,47; mancha n.° 4..0,17; man-

cha n.° 5..0,12; mancha n.° 6..0.
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grasos totales presentes, que se metilaron por el procedimiento del diazometano y se
sometieron al andlisis por cromatografia gaseosa. En la tabla 29 figuran los porcen-
tajes que representan cada uno de los 4cidos grasos y en la figura 41 puede verse una
copia del cromatograma obtenido.

II1.5. LIPIDOS LIGADOS DE MICELIO

IIL.5.1. Fraccionamiento del extracto lipidico obtenido con acetona-etanol-CLH en
columna de dcido silicico.

El fraccionamiento del extracto lipidico obtenido con acetona-etanol-CIH, se
realizé sobre una columna de 4cido silicico-celita siguiendo la técnica descrita en
11.4.2.5.

Se utilizé para ello una alicuota de 303 mgrs. del extracto lipidico purificado
disuelta en dos mls. de cloroformo-metanol (98/2).

Se recogieron, al igual que en la cromatografia correspondiente a las esporas,
s6lo fracciones globales de cada una de las mezclas de los disolventes empleados. En
la tabla 30 figuran los pesos de cada una de las fracciones obtenidas. En ninguna de
las fracciones obtenidas se registré la presencia de fésforo, nitrégeno o hidratos de
carbono.

Una alicuota de cada una de las fracciones obtenidas, se cromatografié en 14-
mina fina de silica gel G empleando como fase mévil éter de petréleo-éter etilico-
acido acético (80/20/1) (v/v/v) en la fraccién obtenida con cloroformo-meta-

TABLA 29a

Extracto lipidico obtenido con acetona-ctanol-ClH, a partir de micelio de H. stellata
(previamente extraido con cloroformo-metanol y metanol en caliente).

Micelio liofilizado Extracto lipidico bruto Extracto lipidico % sobre peso seco
(grs.) (grs.) purificado (mgrs.)
30 3,16 303,7 1,01
TABLA 32

Contenido en ubiquinona y crgosterol de los lipidos ligados de micelio de H. stellata.

pgr/mgr de extracto T sobre peso seco % sobre la «fraccion
lipidico lipidos polares»
Ubiquinona 5,1 0,0057 0,57
Ergosterol 0,65 0,00065 0,06
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TABLA 30

Fracciones obtenidas en la cromatografia ¢n acido silicico del extracto acetona-ctanol-
CIH a partir de micelio de H. stellata.

Acido silicico: 18 grs.; Celita: 4,5 grs.; Flujo: 1,9 mls/min. Extracto lipidico: 303,7 mgrs.; Altura de la co-
lumna: 18 cms. Diametro de la columna: 1,6 cms.

Fruccion Disolvente Mls. Peso (mgr) 7o del extracto
lipidico

I 98/2 Cloroformo-metanol 300 211,7 69,8
II 97/3 » 150 8.2 2,7
I 96/ 4 » 150 12,0 39
v 95/5 » 100 11,6 3.8
vV 90/10 » 200 12,0 3,9
VI 85/15 » 200 10,5 34
VII 80/20 » 200 9,0 2,9
VIII Metanol 200 19,5 6,1

nol (98/2) y cloroformo-metanol-agua- (65/25/4) para las restantes fracciones. El
analisis de las placas reveladas con 4cido sulfirico al 50 %, demostré que la totali-
dad de las fracciones estaban constituidas por lipidos apolares.

111.5.2. Fraccionamiento en columna de silica gel G

105,5 mgrs. se fraccionaron por cromatografia en columna de silica gel G, si-

guiendo las técnicas ya descritas. Se recogieron las fracciones que figuran en la

TABLA 31

Fraccionamiento en columna de silica gel de los lipidos ligados de micelio de H. stellata.

Silica gel: 10 grs.; Extracto lipidico cromatografiado: 55,5 mgrs.: Flujo: 1,6 mls. /min.

Fraccion Disolvente Mis. Peso % del extracto

(mgr) lipidico

1 B 10 2,4 2,1
2 enC;?nO 5 7.2 8,2
3 » 10 14,6 16,8
4 » 5 04 0,4
5 Benceno/E. E./etanol (80/19/1) 5 0,8 0,9
6 » » » 20 21,0 24,2
7 » » » 25 20,0 23,0
8 » » » 20 7,0 8,0
9 » » » 15 18 2,0

10 Benceno/E. E./etanol (30/67/3) 35 05 0,57
11 Eter etilico 20 2,1 2.4
12 » » 15 0,7 0,8
13 Metanol 5 1,6 1,8
14 » 20 6,3 7,2
15 » 5 0,2 0,2
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tabla 31 donde también se dan los pesos de los lipidos contenidos, tras eliminar el
disolvente en corriente de nitrégeno.

Alicuotas de todas ellas se cromatografiaron en ldmina fina de silica gel G, junto
con los marcadores citados en la correspondiente seccién de esporas utilizando las
mismas técnicas. La figura 42 es una copia de la ldmina revelada con SO4H: al
50 %.

El niimero de manchas detectadas y sus Rf resultaron similares a los ya descri-
tos para las esporas. También aqui se sometieron todas las fracciones al anilisis,

Frente -»
SO O
| oo o

o S0

<O
s Q ©
e OO

E. de Petroleo — E. Etilico - Acetico

. ,7ODOOQOOG)00

Origen » . 4 .

Frdcciones > 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12131415

Figura 42.—Cromatografia en l4mina fina de silica gel de las fracciones de lipidos ligados
de micelio de H. stellata, eluidas de la columna de silica gel G.

Revelador: dcido sulfiirico al 50 %.

Rf: mancha n.° 1..0,83; mancha n.° 2..0,67; mancha n.° 3..046; mancha n.° 4..0,25; man-
cha n.°5..0,17; mancha n.° 6..0,12 y mancha n.° 7..0.
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espectrofotométrico en etanol. Las fracciones 3, 4 y 5 mostraron un méximo a
275 mys., tipico de la pbiquinona. Se redujo con borohidruro y el maximo se trasla-
dé a 290 mys. Las cifras de ubiquinona que figuran en la tabla 32 se calcularon con
los datos asi‘obtenidos.

Las fracciones 6 y 7 mostraron los espectros que figuran en la pagina 201 con
méximos a 262, 271, 282 y 293 mys, tipicos de los esteroides 5:7 dieno. Los espectros
asi obtenidos corresponden a las manchas 4 y 5, ya que las restantes fracciones no

"

05 1

240 340
A (m M)

Figura 43.—Espectros ultravioletas de las manchas nims. 4 y 5 (véase figura 42) perten’ec.ien-
tes a las fracciones 5y 6, obtenidas por cromatografia en columna de silica gel G, de los lipidos
ligados de micelio de H. stellata. Disolvente: etanol.
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mostraron ninguna absorcién y porque las manchas en la ldmina fina mostraron
una coloracién tipica de los esteroides 3-hidroxi con doble enlace en posicién ./ 5.

MICELIO

Esteres metiticos de
los A Grasos de los
LIPIDOS LIGADOS

II1.5.3. Acidos grasos del extracto dcetona-etanol-CIH

Una alicuota del extracto acetona-etanol-ClH libre de sustancias no lipidicas,
se saponificé siguiendo la técnica descrita en 11.4.2.13. y se obtuvieron los acidos
grasos presentes en el extracto. Se metilaron por el procedimiento del diazometano
(véase 11.4.2.14.) y se sometieron al analisis por cromatografia en fase gaseosa. En
la tabla 33 figuran los porcentajes que representan cada uno de los 4cidos grasos y en
la figura 44 puede verse una copia del cromatograma.
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CAPITULO IV

DISCUSION
j V.1. Extracciones.
IV.1.1. Necesidad de la seleccién de un método adecuado de extraccion.

El estudio de la composicién lipidica de los microorganismos ofrece (especial-
mente los hongos) la dificultad inicial que representa la extraccién y que presumi-
blemente alcanza su cota més alta en las esporas. No es por ello extrafio que, con
frecuencia, distintos grupos de investigadores utilicen métodos de extraccién diferen-
tes, lo que de algiin modo demuestra que ninguno de ellos es perfecto; ciertas varia-
ciones en el contenido lipidico que para determinados microorganismos citan los di-
versos autores, son precisamente reflejo del empleo de técnicas distintas de extrac-
cién (véase por ejemplo PECK, 1947).

La técnica de extraccién debe ser elegida de manera que cumpla dos requisitos
fundamentales: 1.° extraer la mayor cantidad de lipidos posible y 2.° hacerlo de una
manera suave que asegure que los lipidos no se alteren durante el proceso. Los dos
citados requisitos son en cierto modo contradictorios; las técnicas mas eficaces de
extraccién: ebullicién en acetona o etanol-éter acidificados son, sin duda, excesi-
vamente dréasticas y capaces de alterar considerablemente el estado «nativo» de los
lipidos; por el contrario, las extracciones con éter, mezclas de éter-etanol (no acidi-
ficado), etc., a la temperatura ambiente obtienen sin duda fracciones lipidicas menos
modificadas, pero dejan gran cantidad de lipidos sin extraer.

Para obtener el mayor nimero de datos posible relativos a la composicién li-
pidica de un hongo, se suele recurrir por ello a méiodos de extraccién por etapas.
En la primera se utilizan exclusivamente disolventes organicos y en la segunda se
acidifican éstos, generalmente, con dcido clorhidrico. La primera extraccién suele ir
precedida de una deshidratacién por liofilizacién o por ebullicién con acetona (lo
que indudablemente entrafia un mayor riesgo de alteracién).

Para la primera extraccién se utiliza con frecuencia éter (HARTMAN y col.,
1960) o éter-etanol (HARTMAN y col., 1962; Peck, 1947). Uno de los procedimien-
tos més frecuentemente utilizados, recomendado por PEck (1947), consiste en una
extraccién en tres etapas: la primera con etanol-éter a 25° C, la segunda con cloro-
formo a la misma temperatura y la tercera con etanol-éter acidificado con CIH (1 %)
a 50° C. Al producto de las dos primeras extracciones se le considera como «lipidos
libres» o «facilmente extractibles» y al de la tercera como «lipidos ligados».

En el estudio de los lipidos bacterianos y de los tejidos animales es frecuente que
la extraccion de los lipidos se lleve a efecto con mezclas de cloroformo-metanol a la
temperatura ambiente (PARK y BERGER, 1967; WuITE y Cox, 1967; AMEs, 1968;
Forcn, 1957); la obtencién de los lipidos ligados de las células bacterianas se logra
generalmente por tratamiento con acetona-etanol-ClH.
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Si lo que aqui se pretendiera fuese estudiar exclusivamente los 4cidos grasos
de H. stellata y sus variaciones sin referencia alguna a los compuestos de que forman
parte, como es frecuente en un buen nimero de estudios, hubiera sido recomendable
la saponificacién previa a la extraccion, o la extraccién tras la hidrélisis acida, o por
una técnica mas o menos similar a la de PECK, y posterior saponificacién.

Pretendiendo, como en este estudio, un conocimiento mds profundo de la compo-
sicién lipidica, resulta imprescindible una cuidadosa eleccién del método de ex-
traccion.

A tal efecto se comparé la eficacia de varios métodos de extraccién entre los
que se incluyé una variante del método de PECk; la modificacién introducida en
éste estaba destinada a obviar el inconveniente que frente a la posibilidad de una
lipolisis enzimética representa mantener los tejidos durante cinco dias a la tempe-
ratura ambiente. Como indicador del grado de extraccién no sélo se utilizé el peso
de los lipidos totales obtenido, sino también la ubiquinona, como indice de la ex-
traccién de lipidos apolares y el contenido en fésforo e hidratos de carbono de los
extractos.

IV.1.2. Comparacién de la eficacia de los distintos métodos de extraccion.

El analisis de los resultados que figuran en las tablas 1, 2, 3 y 4, demuestra:

1.2 Que el contenido en ubiquinona del extracto insaponificable no puede uti-
lizarse como patrén de referencia en el estudio de la eficacia de la extraccién de ubi-
quinona y otros lipidos apolares. Las peculiares condiciones reunidas por las esporas
de Hemispora stellata obligan a una digestién muy prolongada en condiciones muy
poco satisfactorias. Es posible que a pesar de no estar atin al final totalmente digerida
la muestra, se haya obtenido todo el extracto insaponificable (la segunda etapa de la
saponificacién liberé todavia cantidades apreciables de lipidos, pero conside-
rablemente inferiores a las liberadas por la primera), pero en tal caso, el prolongado
contacto con la disolucién alcalina debe haber llevado consigo, a pesar de presencia
del pirogalol, una considerable destruccién de la ubiquinona.

2.° Que la extraccién por el método en tres etapas finalmente seguido, supera
considerablemente al método de PECK, tanto en lo que se refiere al rendimiento li-
pidico total como al de la eficacia de la extraccién de la ubiquinona y lipidos simi-
lares.

Las dos primeras etapas destinadas en ambos métodos a la extraccién de «lipi-
dos libres» o no muy fuertemente ligados, extraen en el proceder finalmente adop-
tado, cantidades 2,5 veces superiores a las obtenidas por el método de PEcK. El me-
nor rendimiento del método de PECK en términos de Ugq, parece deberse a ineficacia
de la extraccién mas que a la destruccién de la citada sustancia durante el proceso.
Las diferencias observadas entre lo extraido por ambos procedimientos de extrac-
cién de los «lipidos libres» parecen referirse fundamentalmente a la fraccién lipidos
apolares, a juzgar por las cifras de fésforo (187 ngr/gr. de peso seco extraido, en el
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método de PECK y 215 pr/gr. de peso seco en la técnica finalmente utilizada); las
cifras de glicidos en los extractos lipidicos sefialan igualmente diferencias muy
considerables, en favor del método utilizado, en la extraccién de glicolipidos.

2.° Que la trituracién con alémina no mejora en absoluto los rendimiento, ni
en términos de extracto lipidico total, ni en el de fosfolipidos, lipidos apolares o gli-
colipidos.

1V.1.3. Validez de los datos de UQ total

La figura 8 demuestra que el tratamiento con acetona-etanol-ClH, en las con-
diciones utilizadas para la tercera etapa del método de extraccién empleado a lo lar-
go de esta tesis, no destruye de un modo apreciable la ubiquinona y que los datos re-
lativos al contenido total de esporas y micelio en esta sustancia son por tanto fide-
dignos.

IV.2. Contenido lipidico.

El contenido lipidico total de las esporas representa el 3,6 % del peso seco, un
poco més alto pero del mismo orden que la que Sumi (1928) da para Aspergillus
oryzae y considerablemente mas elevada que la que HARTMAN y col. (1962) obtie-
nen en Phytomyces chartarum. La mayor parte alrededor del 80 %, son lipidos «f-
cilmente extractibles».

Sufre un ligero aumento tras la germinacién, ascendiendo en el micelio de
48 horas a un 4,6 %. Hemispora stellata entra en este sentido dentro del relativa-
mente restringido grupo, de hongos que apenas acumulan lipidos en su micelio.
También en el micelio, la mayor parte de los lipidos (un 72 %) deben considerarse
«facilmente extractibles» y sélo un 28 % parece hallarse fuertemente ligado; enten-
demos, sin embargo, que asi como los datos relativos al contenido en lipidos facil-
mente extractibles son fidedignos, los que se refieren a lipidos ligados deben inter-
pretarse con cautela; el tratamiento con CIH ha producido un cierto grado de hidré-
lisis a consecuencia de lo cual deben haberse pérdido numerosas porciones hidro-
solubles.

Las cifras dadas de lipidos totales contrastan con las que SaLA (1969) cita para
el mismo hongo; la razén de esta discrepancia radica sin duda en la metodologia se-
guida; buena parte de lo que SaLA contabiliza como lipidos es material de otra natu-
raleza arrastrado por los disolventes orgénicos, ya que no utiliza procedimiento al-
guno de purificacién del extracto bruto; que ésta es la razén de la discrepancia,
queda confirmado por el total acuerdo de sus cifras con las aqui citadas para el ex-
tracto lipidico no purificado.

IV.3. Lipidos facilmente extractibles.

De las cifras relativas al peso extraido por cada uno de los disolventes y al con-
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tenido en fésforo, nitrégeno e hidratos de carbono podia deducirse ya, que el incre-
mento en el contenido lipidico tras la germinacién tiene lugar a expensas de los lipi-
dos apolares. Esta observacién es corroborada por los datos que figuran en las ta-
blas 7 y 20, donde puede verse que, tanto en las esporas como en el micelio, la mayor
parte de los lipidos facilmente extractibles son lipidos apolares y que en las esporas
estos representan el 68,6 % y en el micelio el 82,3 %.

1V.3.1. Lipidos apolares

En la fraccién lipidos apolares se han identificado ubiquinona, ergosterol
libre, ergosterol esterificado, triglicéridos y acidos grasos libres y se han detectado
la presencia de otros esteroles no esterificados; no se detectan en cambio, mono ni
diglicéridos.

Las cifras que se dan en las tablas 15 y 25 revelan que los componentes cuanti-
ficados no dan cuenta mas que de alrededor del 50 % del total de lipidos apolares;
la razén fundamental de que el balance no sea perfecto radica en los esteroles no iden-
ficados que cuantitativamente parecen constituir el componente mayoritario, como
refleja el estudio de las tablas 9 y 21 y de las figuras 9 y 27. En la cromatografia en
columna de silica gel los esteroles libres dominan a partir de la fraccién n.° 6 (in-
clusive), es decir en el 85,5 % del total de los lipidos apolares de las esporas recu-
perados de la columna y en el 86 % de los del micelio. Habida cuenta que estas frac-
ciones no contienen otros contaminantes de los esteroles que los acidos grasos libres,
que éstos representan el 40,6 % de los lipidos apolares en las esporas y el 34,9 %
en el micelio, se deduce que los esteroles libres deben constituir el 44,9 % de los
lipidos apolares en las esporas y el 51,1 % en el micelio.

Para el cémputo de esteroles totales aiin debe afiadirse a esta cifra la que repre-
sentan sus ésteres. La fraccién n.° 1 de la columna de silica gel representa en las es-
poras el 3,1 % del total de lipidos apolares recuperados; teniendo en cuenta que los
ésteres de ergosterol, tinico elemento cuantificado en ella, no llegan a representar un
0,2 %, se deduce que en forma de éster hay otros esteroles que representan alrededor
de un 3 % de lipidos apolares. En el micelio la citada fraccién n.° 1 representa el
2,9 % del total de lipidos neutros recuperados y los ésteres de ergosterol el 0,73 %,
luego los lipidos acompafiantes suman un 2,2 % y dada la incapacidad del doble
sistema cromatogréfico empleado de resolver la mezcla, parece legitimo deducir que
también se trata de ésteres de esteroles, aunque resulta en cierta medida sorprendente
la ausencia de una confirmacién espectral de su presencia.

No parece legitimo por ello tomar estas cifras sino como meramente especula-
tivas y la proporcién relativa entre esteroles libres y esterificados sélo puede esta-
blecerse con garantias en el caso del ergosterol.
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IV.3.1.1. Ergosterol

El ergosterol libre representa en las esporas el 81 % y en el micelio el 91 %
del ergosterol total. En cualquier caso el ergosterol libre y el esterificado sufren en
el micelio un considerable aumento con respecto a las esporas, que supera en mucho
al sufrido por el total de los lipidos apolares. El porcentaje que el éster representa, se
multiplica por un factor de 3,7 y el ergosterol libre por un factor de 8.

1V.3.1.2. Ubiquinona.

Ni en las esporas ni en el micelio se ha identificado m4s que una quinona lipo-
soluble: ubiquinona identificada como Q. Este resultado confirma plenamente los
datos aportados por Burcos y Sara (1970) y colocan a Hemispora stellata dentro
del amplio grupo de hongos provistos de una sola quinona liposoluble y al restrin-
gido que forman aquellas especies en la que ésta es Qus, al que pertenece también
la especie Agaricus campestris (ERICKSON y col. 1960).

Este lipido que tan importante papel juega en el transporte de electrones, sélo
es parcialmente extraido con. cloroformo-metanol y metanol en caliente (61 % del
total en las esporas y 59 % en el micelio) lo que indica que alrededor de un 40 %
debe hallarse ligado a estructuras complejas. Resulta hasta cierto punto sorprendente
la constancia de este porcentaje en esporas y micelio, pues si bien es cierto que la re-
lacién entre lipidos ligados y lipidos libres es también constante en ambas fases de
crecimiento, los ligados no suponen més que un 20 % de los lipidos totales.

Al pasar de la fase de espora a la de micelio se produce un notable incremento
en el contenido en Q45; en términos de extracto seco de 17,2 pgr./gr. a 139 pgr/gr.
Nuestros datos también confirman en este sentido los resultados aportados por
Burcos y Sara (1970), aunque las cifras citadas por ellos no representan més que
un 60 % del que aqui se da. La razén de esta discrepancia radica sin duda en que el
método de extraccién utilizado sélo lograba obtener la fraccién «lipidos libres»,
como se deduce de la tabla n.° 1y de que la proporcién que guardan sus cifras y las
aqui dadas sea idéntica a la quinona libre/quinona total.

El incremento de la tasa de UQ no puede ser reflejo de un acimulo global de
lipidos en el micelio, ya que tanto en términos de porcentaje sobre los lipidos facil-
mente extractibles como en el de % de liquidos totales (menos exacto) se multiplica
por un factor de 7,1. Es muy posible que esta sintesis o actimulo selectivo de UQ sea
consecuencia del papel funcional que tiene y refleje el incremento en la actividad me-
tabélica, que sin duda sufre el microorganismo tras la germinacién.

La tasa de ubiquinona (en términos de peso seco) en las esporas no puede com-
pararse con las que aparecen en la bibliografia referida a otros hongos, ya que se
refieren exclusivamente al micelio; la del micelio es superior a las citadas por
LAVATE y BENTLEY (1964) para Aspergillus niger, Mucor abundans y Penicillium
chrysogenum y del orden de las halladas en Peniccillium brevicompactum.

— 725 —



1V.3.1.3. Triglicéridos

Los triglicéridos constituyen los tnicos glicéridos encontrados tanto en esporas
como en micelio. Representan un 3 % del total de lipidos ficilmente extractibles
(4,4 % de los lipidos apolares) en los primeros y un 4,3 % de los lipidos totales
(5,2 % de los lipidos apolares) en el segundo. Estas cifras son extremadamente ba-
jas para lo que es habitual en los hongos (véase, por ejemplo, COCHRANE, 1958;
HARTMAN y col., 1962; etc.). La no deteccién de mono o diglicéridos es en cierta me-
dida sorprendente, pero garantiza la ausencia de una actividad lipolitica acusada

durante el almacenamiento.

1V.3.1.4. Acidos grasos libres

Los 4cidos grasos libres representan el porcentaje més alto de los lipidos apola-
res cuantificados: en las esporas el 40,6 % y en el micelio el 34,9 %. Sin embargo
no sufren alteracién alguna en su porcentaje sobre el total de los lipidos facilmente
extractibles, tanto en las esporas como en el micelio, representan en ambos el 28 %
del total, cifra similar, aunque algo superior, a las obtenidas por HARTMAN y col.
(1962) en el micelio de Phytomyces chartarum (20 %) y Sporidesmium bakeri
(25 %) y muy distinta del 88 % citado por RaveEux (1948) para otros hongos.

1V.3.2. Lipidos polares

El cémputo de los lipidos polares (entendiendo como tales cuanto no es eluido
por el 2 % de cloroformo en metanol de la columna de 4cido silicico) representa en
las esporas el 30,2 % del total de lipidos facilmente extractibles y el 17,13 % en el
micelio, y expresado en términos de peso seco el 0,91 % en las esporas y el 0,63 %
en el micelio. Es evidente, por tanto, un notable descenso del porcentaje en lipidos
polares tras la germinacién, por cuya justificacién no basta con apelar al acﬁmulf)
de lipidos neutros durante la formacién del micelio; hay que buscarla en una veloci-
dad de sintesis relativamente més lenta que la generalidad del material orgdnico
constitutivo del micelio o en el superior contenido estructural de la espora, pues
generalmente es admitido que son éstos los lipidos que fundamentalmente participan
en la constitucién de las estructuras celulares.

Los lipidos polares de la espora estdn constituidos por glicosildiglicéridos, es-
terol glicésidos, lecitina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y lisofosfatidiletano-
lamina y en el micelio por esterol glicésidos, lecitina, fosfatidiletanolamina, fosfati-
dilserina y lisofosfatidiletanolamina; tanto en las esporas como en el micelio se ob-
tiene, ademds, un residuo de lipidos apolares que en los primeros representan un
16 % de la fraccién y en el segundo el 20 %.
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1V.3.2.1. Fosfolipidos

Los fosfolipidos representan en conjunto en esporas y micelio el 11,73 % vy el
3,9 %, respectivamente, de los lipidos fécilmente extractibles, y en términos de peso
seco el 0,34 % y el 0,14 %. Sufren, pues, en el paso de esporas a micelio el mismo
cambio experimentado por la totalidad de los lipidos polares de los que constituyen
el 46,8 % en las esporas y el 30,3 % en el micelio; considerando a los fosfolipidos
como el tipo de lipidos primordialmente implicados en las estructuras membranosas,
parece légico, a la luz de lo ya expuesto al tratar el conjunto de los lipidos polares,
este particular descenso de los fosfolipidos en el transito de esporas a micelio.

Los porcentajes del extracto lipidico total representado por el conjunto de los
fosfolipidos en las esporas, caen dentro de los limites habituales en los hongos
(CocHRANE, 1958), pero no asi los del micelio que deben considerarse extremada-
mente bajos.

En el aspecto cualitativo debe considerarse normal la presencia de fosfatidile-
tanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilcolina, que se encuentran practicamente en
todos los hongos (ELLMAN y MITCHEL, 1954; BENTLEY y col., 1964; Jack, 1966;
etc.), pero en la bibliografia se hallan muy pocas citas (MaTcHES y col., 1964;
KATES y col., 1961, 1962) de la presencia en este tipo de microorganismos, de liso-
fosfatidiletanolamina, frecuente en cambio en los tejidos animales, algo menos en
los vegetales superiores (PrRUTHI y BaTn1a, 1970; BaTHIA y col. 1970; etc.) y escasas
veces hallada en las bacterias (MATCHES y col., 1964; KATES y col., 1961, 1962).

Dos grupos pueden hacerse con los fosfolipidos de Hemispora stellata:

El primero estd constituido por lecitina y fosfatidiletanolamina, que apenas
cambian en términos de porcentaje de peso seco al pasar de una a otra fase de creci-
miento (lecitina 0,084 % en esporas y 0,05 % en micelio; fosfatidiletanolamina
0,07 % y 0,048 %); en términos de lipidos totales (ficilmente extractibles) pasan
de 28,9 a 14 mgr./gr. (lecitina) y de 24,5 a 13,5 mgr./gr. (fosfatidiletanolamina),
descenso que es del mismo orden que el experimentado por el conjunto de los lipidos
polares.

El segundo estd formado por la lisofosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina
que manifiestan un notable descenso tras la germinacién tanto en términos de peso
seco (lisofosfatidiletanolamina 0,1 % del extracto seco de esporas y 0,023 % en mi-
celio; fosfatidilserina 0,082 % en esporas y 0,0209 % en micelio), como en térmi-
nos de lipidos facilmente extractibles, en los que ambos descienden en el micelio
a 1/5-1/6 del valor alcanzado en las esporas.

1V.3.2.2. Glicolipidos.

La presencia de un glicosilglicerido en las esporas de Hemispora stellata, re-
presenta una de las aportaciones més interesantes de este trabajo por dos razones:

a) En la bibliograffa, no se encuentra una sola cita de la presencia de un gli-
cosilglicérido en un hongo (N. SHAW comunicacién personal).
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b) Es uno de los pocos glicosilglicéridos en cuya composicién interviene un
aziicar aminado. Sélo hay otros dos casos descritos hasta el presente (ISHIZUKA y
YAMAKABA, 1969; PUIZAKERLEY y col., 1972) y en ambos se trata también de
glucosamina.

No pueden darse cifras precisas del mismo por carecerse de un sistema fidedigno
de cuantificacién, hasta que no se conozca suficientemente bien su estructura. Ba-
sandose en el peso de las fracciones extraidas de las laminas finas, tras la cromato-
grafia de diversas alicuotas, puede calcularse que se aproximan a un 5,55 % de los
lipidos polares y un 0,037 % de peso seco.

Por el momento se desconoce el sentido que pueda tener la presencia de glico-
lipidos en las esporas y su ausencia en el micelio. Debe tenerse en cuenta que aunque
se han sugerido dos papeles para ellos:

1) Sustitucién de los fosfolipidos en su papel estructural (SHaw v col. 1968;
WiLKINSON, 1968).

2) Transferencia de residuos de aziicares a través de la membrana durante la
biosintesis de los polisacaridos (DisTLER y ROSEMAN, 1964), su papel atin no estd
aclarado.

Como se desconoce si el hongo aqui estudiado sintetiza algtn polisacarido, no
es posible ninguna especulacién en torno a la segunda funcién sugerida para los
glicosilglicéridos. Si su papel fuera estructural no seria aqui sustitutivo de los fosfo-
lipidos, sino més bien complementario, puesto que fosfolipidos y glicolipidos
coexisten en la espora y los fosfolipidos en mayor cuantia que en el micelio.

Su presencia en las esporas y su ausencia en el micelio podria, de otro lado, ser
consistente con el desempefio de un papel de precursor de otras sustancias que con-
tengan glucosamina.

En Staphilococus aureus ha podido observarse un aumento en el contenido en
fosfolipidos y glicolipidos (FERMAN y col., 1967), con el incremento del grado de
aerébiosis. Es evidente que las variaciones aqui observadas no pueden atribuirse a
esta causa, pues el micelio fue crecido en condiciones de franca aerébiosis y a juzgar
por las variaciones experimentadas por la ubiquinona, no hay un descenso sino un
incremento de los componentes de cadena respiratoria.

1V.3.2.3. Esterol, glicisidos

La presencia de esterol glicésidos, tanto en esporas como en micelio, es otro de
los resultados més destacables en el anilisis de los lipidos de Hemispora stellata.
Su presencia, frecuente en hojas y semillas de vegetales superiores es excepcional
en el mundo de los microorganismos.

Por las mismas razones que se apuntan en la discusién de los glicolipidos, no
se dan cifras precisas de contenido en esterol glicésidos, pero sobre la base del peso
de las fracciones extraidas de las ldminas finas tras la cromatografia de diversas
alicuotas, puede calcularse que se aproxima en las esporas al 31,5 % de la fraccién
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«lipidos polares» y al 0,213 % del peso seco y en el micelio al 50 % de los «lipidos
polares» y al 0,23 % del peso seco.

Se desconoce por el momento cul es el esterol o los esteroles que constituyen
la «aglucona» del glicésido, pero la falta del espectro U.V., caracteristico de los
esteroides A\ 5 : 7 dieno descarta al ergosterol y sus derivados.

IV.3.3. Acidos grasos.

IV.3.3.1. Caracteristicas generales

Al igual que en muchos otros hongos (Jack, 1966; HARTMAN y col., 1960,
1962; StoNE y HEMMING, 1968), entre los acidos grasos de H. stellata dominan neta-
mente los no saturados, que representan en conjunto alrededor de los 2/3 del total
de los 4cidos grasos, tanto en esporas como en micelio. Con excepcién de los ésteres
de esteroles y fosfatidiletanolamina de las esporas, donde representan el 38,2 %
y 52 % respectivamente, en todas las demas fracciones estudiadas superan el 70 %.

Los lipidos de H. stellata no contienen acidos grasos de mas de 18 dtomos de
carbono, pero si cantidades apreciables de 4cidos de menos de 14 4tomos de carbono,
que sélo faltan en las fracciones 4cidos grasos libres vy triglicéridos y en la fosfatidi-
letanolamina del micelio. Estos 4cidos grasos poco frecuentes en los lipidos fangicos
son especialmente abundantes en la lecitina y fosfatifilserina del micelio (10,54
y 10,1 % del total, respectivamente) y en fosfatidiletanolamina y éster de esteroles
de esporas (13,8 y 7,02 % respectivamente).

No se detectan 4cidos grasos de un ntimero impar de dtomos de carbono, que
aunque en porcentajes reducidos, se han hallado en algunos otros hongos (HARTMAN
y col., 1960, 1962; StonE y HEMMING, 1968) y que son relativamente abundantes en
las bacterias; tampoco se han encontrado hidroxiacidos ni 4cidos grasos de cadena
ramificada, que tan abundantes son en algunas bacterias llegando a constituir por
ejemplo el 40 % del total de acidos grasos en Sarcina lutea (HusToN y ALBRO, 1964)
y el 100 % de los que forman parte de los fosfolipidos de Bacillus megaterium
(ScanpeLra y KoMBERG, 1969).

Las diferencias cualitativas més importantes sufridas por los 4cidos grasos, pro-
ducidas al pasar las esporas a micelio son la desaparicién de C-12 y C-18 : 3 de la
fraccién de 4cidos grasos libres y C-10, C-12 y C-14 de la fosfatidiletanolamina;
C-8, C-10, C-12 y C-18 : 3 de los triglicériclos v del C-8 de la lecitina; la aparicién
de C-8 en la lecitina; C-12 en la lisofosfatidiletanolamina y C-16 : 1 en la fosfatidil-
serina y sobre todo la desaparicién de un &cido graso no identificado de mis de
18 4tomos de carbono de la fraccién éster de esteroles que supone hasta el 11,3 %
de los dcidos grasos de esta fraccién en las esporas.

En ninguno de los fosfolipidos se observa la presencia de C-18 : 3. En los lipi-
dos neutros este dcido graso desaparece en el micelio y disminuye el % de C-16 : 2,
pero en cambio aumenta considerablemente el C-18 : 2 de tal modo que el porcentaje
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de 4cidos grasos no saturados aumenta sobre todo en los 4cidos grasos libres y éster
de esteroles.

1V.3.3.2. Lipidos apolares.

Despreciando las diferencias en pesos moleculares de C-16 : 1,C-16 : 2,C-18 : 1,
C-18: 2y C-18: 3, con lo que apenas se comenten errores dada la escasa proporcién
de los dos primeros en todos los casos y la pequefia diferencia de peso molecular entre
los tres tltimos, se puede calcular que la relacién dobles enlaces en los dcidos grasos
libres de esporas/dobles enlaces en 4cidos grasos libres de micelios de 119/142
y que esta relacién es en los triglicéridos igual a 142/146, lo que dado el predominio
de los 4cidos grasos no saturados en ambas fases de crecimineto, supone un aumento
de alrededor de un 20 % en el niimero de dobles enlaces por mol.

La desaparicién del C-18 : 3 de los lipidos apolares al pasar a la fase de micelio,
estd en desacuerdo con lo que sucede en otros hongos como el P. chartarum (HARTMAN
y col., 1962) en cuyas esporas no se encuentra y en cuyo micelio es en % de moles
hasta del orden del 4 %. También contrasta la distribucién de este dcido graso en
las dos fracciones mayoritarias de los lipidos apolares: en las esporas de H. stellata
es unas nueve veces mas abundante en los triglicéridos que en los dcidos grasos li-
bres. En P. chartarum parece abundar més en los triglicéridos. Del mismo modo, en
tanto el C-18: 3 falta en todos los fosfolipidos de H. stellata (esporas y micelio)
en P. chartarum, S. dendriticum y C. radicicola, es relativamente abundante, re-
presentando porcentajes molares que oscilan entre el 2 % y el 17 %.

Resulta dificil interpretar estos hechos, en un estudio que no se orienté al escla-
recimiento de las rutas metabélicas de los dcidos grasos en el microorganismo estu-
diado, sino al conocimiento de su composicién lipidica, sobre todo teniendo en cuenta
lo poco que se sabe sobre las caracteristicas especificas de la biosintesis de los lipidos
en los hongos, si se compara con el conocimiento que de estas rutas metabélicas
se tienen en otras formas vivas, pero parece destacable el hecho de que el incremento
en C-18: 2, que se observa en los lipidos apolares, sea groseramente paralelo al
descenso en C-18 : 1, lo que resulta consistente con los estudios de Broch y col.
(1962) sobre la procedencia del acido linolénico en las levaduras. La franca aerébio-
sis en que el micelio de H. stellata se ha obtenido facilitaria este proceso que aparen-
temente es siempre un proceso oxidativo.

La fraccién éster de esterol, al pasar de la fase de esporas a la de micelio, au-
menta muy considerablemente en el porcentaje del total de los 4cidos grasos constitui-
dos por los no saturados, cualquiera sea la naturaleza del é4cido no identificado.
Este incremento en el grado de insaturacién se debe fundamentalmente al extraor-
dinario incremento sufrido por C-18 : 1y C-18 : 2.

Por el momento se carece de todo género de datos relativo a la naturaleza del
4cido graso no identificado y resulta imposible especular sobre su funcién en los és-
teres de esteroles de las esporas y la razén de su desaparicién en el micelio.
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1V.3.3.3. Fosfolipidos.

En la composicién de ninguno de los fosfolipidos intervienen acidos grasos de
més de dos dobles enlaces, ni siquiera en las esporas donde el C-18 : 3 constituye
una fraccién considerable de sus 4cidos grasos.

Hay también escasez relativa (en relacién con los lipidos neutros) del porcen-
taje de los lipidos totales constituido por C-18 : 2. Ambos hechos concordarian con
un papel funcional (como participantes en la constitucién de las membranas) de los
fosfolipidos dadas las perturbaciones que en el ordenamiento de una bicapa lipidica
(Fox, 1972) introducen los dobles enlaces.

Aunque el porcentaje del total de los dcidos grasos constituidos por los no satu-
rados sea en los fosfolipidos (con la excepcién de la lisofosfatidiletanolamina de las
esporas) tan alto o atin més que en los lipidos neutros, el nimero de dobles enlaces
por 100 moles de 4cido graso es (calculdndolo con las mismas licencias que fueron
expuestas al tratar de los lipidos neutros) inferior; esporas: lecitina 92,8; fosfati-
diletanolamina 81,6; lisofosfatidiletanolamina 96,4 y fosfatidilserina 85,9; mice-
lio: lecitina 75,5; fosfatidiletanolamina 116,2; lisofosfatidiletanolamina 125,8 y fos-
fatidilserina 79,7.

En contra de lo que sucede en los lipidos neutros, el porcentaje del total de
4cidos grasos constituido por los no saturados desciende en todos los fosfolipidos
del micelio si se exceptia a la fosfatidiletanolamina cuyo contenido en &cidos
oleico y linoleico es muy bajo en las esporas.

La diferencia en la composicién en dcidos grasos de los distintos fosfolipidos
justifica la no admisién de un pool comiin de dcidos grasos como SCANDELLA y
KoMBERG (1969) proponen para el B. megaterium Sin embargo, dada la naturaleza
del estudio realizado y los escasos datos de que se disponen sobre la biosintesis de
los fosfolipidos en esta especie y otras préximas, estaria fuera de lugar cualquier otro
intento de interpretacién de los datos aqui recogidos.

IV.4. Lipidos ligados.

Los lipidos ligados constituyen un porcentaje alto del total de los lipidos de
H. stellata, alrededor del 20 %. Representan en el micelio el 1,01 % del peso seco
y en las esporas el 0,74 %.

El estudio de sus componentes ofrece s6lo un valor limitado, dadas las acciones
del CIH sobre los mismos.

Los componentes aislados han sido hidrocarburos, ubiquinona, esteroles, mo-
noglicéridos y diglicéridos, mas un componente de Rf 0,66 que por hidrélisis alca-
lina se transforma en 4cido graso y que parece indudable, a la luz de los experimentos
descritos en 111.4.2.1., se trata del éster etilico de los dcidos grasos libres y de los
que puedan haberse liberado por la hidrélisis 4cida a partir de triglicéridos, digli-
céridos, fosfolipidos etc.
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El calculo de mono y diglicéridos presentes no tiene sentido, por cuanto en una
proporcién incontrolada pueden proceder de la hidrélisis de fosfolipidos y trigli-
céridos.

La ubiquinona debe participar, de algiin modo, en cierta extensién en la cons-
titucién de estructuras lipoproteicas, por cuénto una proporcién considerable de
la misma (el 29,5 % del total de ubiquinona en las esporas y el 37 % en el micelio)
no puede ser extraida sin hidrélisis previa.

La ausencia de hidrocarburos de la fraccién de lipidos facilmente extractibles
y su presencia en los lipidos ligados es en cierta medida sorprendente, dado que no
pueden proceder de la descarboxilacién de los 4dcidos grasos, tedricamente muy di-
ficil en las circunstancias concurrentes en la técnica de extraccién de los lipidos li-
gados; experimentalmente hemos comprobado ademés que no ocurre con muestras
patrén de diversos dcidos grasos. A menos que sea un artefacto de otra naturaleza
producido por la técnica experimental y puesto que no se halla entre los lipidos
libres, hay que admitir que la totalidad de los mismos se encuentra formando com-
plejos no liposolubles.

A diferencia de los dcidos grasos presentes en las fracciones de los lipidos fa-
cilmente extractibles, en los 4cidos grasos de los lipidos ligados, tanto de esporas
como de micelio, hay dcidos grasos de nimero impar de 4tomos de carbono (C-15
y C-17 en las esporas y C-17 en el micelio), 4cidos grasos insaturados de un niimero
inferior a 16 dtomos de carbono (C-14 : 1y C-14 : 2). Es de sefialar también la pre-
sencia de un 4cido graso no identificado en la fraccién de lipidos ligados del micelio,
que representa el 3,7 %.

El C-18 : 1 representa en las esporas el 65 % de los 4cidos grasos de esta frac-
cién, mientras que en el micelio desciende hasta un 35 %. El C-18 : 3, presente en
esporas y micelio, representa en las primeras el 0,57 % y en cambio en el micelio
supone hasta un 20 % del total de los dcidos grasos de esta fraccién.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

L)

El contenido lipidico de las esporas y micelio de 48 horas, cultivado en profun-
didad, de H. stellata representa el 3,6 % y el 4,6 % del peso seco respectivamente.
Tras el proceso de germinacién sufre, pues, un ligero aumento, multiplicindose por
un factor de 1,2 la tasa de lipidos.

2)

La mayor parte, alrededor del 80 %, de los lipidos de las esporas, son «lipidos
facilmente extractibles»; el 20 % restante se encuentra en forma ligada. En el mice-
lio el 72 % son lipidos facilmente extractibles y sélo el 28 % debe considerarse como

lipidos ligados.
3)
La mayor parte de los lipidos facilmente extractibles, en las esporas el 68,6 %

y en el micelio el 82,3 %, son lipidos apolares. El incremento en el contenido lipi-
dico, tras la germinaci6n, tiene, pues, lugar a expensas de los lipidos apolares.

4)
La fraccién lipidos apolares contiene, tanto en las esporas como en el micelio,

ubiquinona, ergosterol libre, ergosterol esterificado, triglicéridos, 4cidos grasos li-
bres y otros esteroles no identificados.

5)

Tanto el ergosterol libre como el esterificado aumentan considerablemente tras
la germinacién, multiplicdndose el porcentaje representado en las esporas por el er-
gosterol libre por 8 y el que representa el ergosterol esterificado por 3,7, al pasar

a micelio.
Sélo existe en H. stellata un homélogo de la ubiquinona, identificado como

Q.5, que sufre un notable incremento al pasar de esporas a micelio; en términos de
peso seco se multiplica por un facto de 8,1.

6)

Los triglicéridos son los tinicos glicéridos encontrados en los lipidos facilmente
extractibles, tanto de esporas como de micelio. Sufren un ligero aumento tras la ger-
minacién (en las esporas representan el 4,4 % de los lipidos apolares y en el mice-

lio el 5,2 %).
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Los 4cidos grasos libres constituyen el componente mayoritario de los lipidos
apolares, en una y otra fase de crecimiento.

7

Al pasar de esporas a micelio disminuye la proporcién de lipidos fécilmente
extractibles representado por los lipidos polares (30,2 % en las esporas y 17,13 %
en el micelio).

8)

Los lipidos polares de las esporas estén constituidos por glicosilglicéridos, este-
rol glicésidos, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y lisofosfati-
diletanolamina. El micelio contiene los mismos liquidos polares que las esporas a
excepcion de los glicosilglicéridos que faltan en esta fase de crecimiento.

9)

En conjunto los fosfolipidos sufren un descenso porcentual relativo al total de
lipidos facilmente extractibles, similar al experimentado por la totalidad de los lipi-
dos polares tras la germinacién. El porcentaje del total de lipidos facilmente extracti-
bles representado por los fosfolipidos en el micelio es excepcionalmente bajo.
H. stellata es uno de los pocos hongos en que se ha detectado la presencia de lisofos-
fatidiletanolamina.

10)

En tanto que la lecitina y la fosfatidiletanolamina apenas varfan, en términos
de porcentaje de peso seco, tras la germinacién, la fosfatidilserina y lisofosfatidil-
etanolamina manifiestan un notable descenso hasta 1/5-1/6 del valor alcanzado en
las esporas.

11)

Esta es la primera vez que se encuentra un glicosilglicérido en un hongo; el
glicosilglicérido de las esporas de H. stellata contiene glucosamina, lo que constituye
también un caso excepcional; hasta ahora sélo se han descrito muy recientemente, dos
glicosilglicéridos en cuya molécula participe un azdcar aminado.

12)

La presencia de un esterolglicésido, tanto en las esporas como en el micelio
de H. stellata, constituye también un resultado excepcional; pocas o ninguna vez
han sido detectados en el mundo de los microorganismos.

13)

Entre los 4cidos grasos de H. stellata, tanto en esporas como en micelio domi-
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nan netamente los no saturados, que representan en conjunto alrededor de los 2/3
del total de los 4cidos grasos. H. stellata no contiene 4cidos de mas de 18 atomos
de carbono, pero si cantidades apreciables de dcidos grasos de menos de 14 itomos
de carbono poco frecuentes en los lipidos fungicos; los lipidos facilmente extracti-
bles de H. stellata carecen de icidos grasos de niimero impar de dtomos de carbono,
de hidroxiacidos grasos y de dcidos grasos de cadena ramificada.

14)

Las diferencias cualitativas mas importantes sufridas por los 4cidos grasos,
tras la germinacién, son la desaparicién de C-12 y C-18 : 3 de la fraccién de acidos
grasos libres; C-10, C-12 y C-14 de la fosfatidiletanolamina; C-8, C-10, C-12 y
C-18 : 3 de los triglicéridos y la aparicién de C-12 en la lisofosfatidiletanolamina,
C-16 : 1 en la fosfatidilserina y C-8 en la lecitina y sobre todo la desaparicién de
un acido graso no identificado de la fraccién ésteres de esteroles, que supone hasta
el 11,3 % en las esporas. En ningtin fosfolipido se observa C-18 : 3.

15)

En el aspecto cuantitativo se observa que en los lipidos apolares, al pasar de la
fase de esporas a la de micelio hay un aumento considerable de C-18 : 2, mientras
que en todos los fosfolipidos, a excepcién de la fosfatidiletanolamina, desciende el
porcentaje del total de 4cidos grasos constituido por los no saturados.

16)

En la fraccién lipidos ligados se han identificado hidrocarburos, ubiquinona
y esteroles. En la de las esporas falta el ergosterol. La ubiquinona ligada constituye
el 29,5 % del total en las esporas y el 37 % en el micelio. El ergosterol de los lipidos
ligados del micelio representa solamente el 1 % del total presente en el micelio de
H. stellata.

Aunque en el sistema analitico utilizado se han detectado también monogli-
céridos y diglicéridos, no ha podido demostrarse que se trate de componentes au-
ténticos de la fraccién lipidica y no del resultado de la hidrélisis de triglicéridos
o fostolipidos.

No se han encontrado en los lipidos ligados dcidos grasos libres, pero si una
sustancia no detectada en los lipidos facilmente extractibles, que por hidrélisis al-
calina los libera y que se ha considerado como el producto de su metilacién durante
el proceso de extraccién.

En los 4cidos grasos de los lipidos ligados dominan los no saturados tanto en
esporas como en micelio. Se han detectado en ambas fases de crecimiento 4cidos
grasos de niimero impar de dtomos de carbono (C-15 y C-17) en las esporas y C-17
en el micelio). También se han detectado en ambos casos, 4cidos grasos no saturados
de menos de 16 4tomos de carbono (C-14.: 1y C-14.: 2).
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RESUMEN

Se han estudiado los componentes lipidicos y las variaciones de éstos en
esporas y micelio de 48 horas de H. stellata, obtenidos por crecimiento en medio de
salvado y de Vaisey respectivamente.

Las esporas contienen un 2,9 % de lipidos facilmente extractibles y un 0,74 %
de lipidos ligados. El micelio contiene un 3,6 % de lipidos facilmente extractibles
y el 1,01 % de lipidos ligados.

Los componentes identificados en la fraccién apolar de los lipidos facilmente
extractibles de esporas y micelio estd compuesta por esteroles libres y esterificados,
triglicéridos, acidos grasos libres y Qus, siendo los dcidos grasos libres los com-
ponentes mas abundantes. La fraccién polar de los lipidos facilmente extractibles,
tanto en esporas como en el micelio, estd compuesta por esterol glicésidos, fosfa-
tidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilcolina y lisofosfatidiletanolamina. Gli-
cosilglicéridos se encontraron también en la fraccién polar de las esporas.

Hidrocarburos, ubiquinona y esteroles se identificaron en los lipidos ligados
de esporas y micelio de H. stellata.

Se han investigado también los diferentes 4cidos grasos y su variacién du-
rante el proceso de germinacién, que forman parte de los distintos componentes
lipidicos identificados, siendo los 4cidos oleico, linoleico, estearico y palmitico los
representantes mayoritarios.

RESUME

On a étudié les composants lipidiques et leurs variations dans des spores et
dans du mycélium de 48 heures de H. stellata, obtenus par accroissement dans du
milieu de son et de Vaisay, respectivement.

Les spores contiennent un 2,9 % de lipides facilement extractibles et un 74 %
de lipides liés. Le mycélium contient un 3,6 % de lipides facilement extractibles
et 1,01 % de lipides liés.

Les composants identifiés dans la fraction apolaire des lipides facilement
extractibles des spores et du mycélium sont composés de stérols libres et stérifiés,
triglycérides, acides gras libres et Qus; les acides gras libres sont les composants
les plus abondants. La fraction polaire des lipides facilement extractibles dans des
spores ainsi que dans le mycélium est composée de stérols-glycosides, de la phospha-
tidiléthanolamine, phosphatidilsérine, phosphatidilcholine et lisophosphatidiléthano
lamine. On trouva aussi des glycosilglycérides dans la fraction polaire des spores.

On a identifié des hydrocarbures, de I'ubiquinone, et des stérols dans les
lipides liés des spores et du mycélium de H. stellata.
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On a étudié aussi les différents acides gras et leurs variations pendant le
procés de germination, lesquels forment partie des divers composants lipidiques
identifiés; les acides oléique, linoléique, stéarique et palmitique sont les plus
abondants.

SUMMARY

A study has been carried out on the lipidic compunds and their variations in
spores an d in H. stellata mycellium, 48 hours old, obtained by growing in bran
medium and Vaisay medium, respectively.

The spores contain 2.9 % of easily extractible lipids and 0.74 % of bound lipids.
The mycellium contains 3.6 % of easily extractible lipids and 1.01 % of bound
lipids.

The compunds identified in the apolar fraction of the lipids, easily extractible
from the spores and from the mycellium are composed of free and sterified lipids,
triglycerides, free aliphatic acids and Qus; the free aliphatic acids are the most
abundant compounds.

The polar fraction of easily extractible lipidsin spores as well as in the
micellium is composed of sterol-glycosides, phosphatidilethano lamine, phosphati-
dilserin; phohsphatidilcholine and lisophosphatidilethanolamine. Some glycosilgly-
cides were also found in the polar fraction of spores.

Some hydrocarbons, ubiquinone and sterols were identified in the bound lipids
from spores and from mycellium of H. stellata.

A study has also been carried out on the various aliphatic acids and their
variations during the germinating process which form part of the different lipidic
compounds identified. The main representative are oleic, linoléic, stearic and
palmitic acids.
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