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HIDROCARBUROS Y ESTEROIDES EN Hemispora Stellata
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La amplia distribucién de los esteroides en la naturaleza, y su fundamental
importancia para la vida vegelal y animal, son hechos bien conocidos. Praclicamen-
te todos los hongos sintetizan esieroides en mayor o menor cuantia, dependiendo
ésta mds de la especie que de las condiciones ambientales,

El generalmente mds abundante de los esteroides fungicos, es sin duda el Er-
gosterol; siendo frecuente que se exprese en lérminos del mismo el contenido 1otal en
esleroides de los hongos. Es sabido, sin embargo, que en casi todos los hongos existen
mezclas mis o menos complejas de esleroides. Asi en Debaryomyces hanseni aunque
dominan ergosterol y estigmaslerol, se hallan presentes también olros esleroides en
menor cuantia (MERDINGER & DEVINE, 1965), y en Aspergillius fumigatus y Phyco-
myces blakesleanus se han hallado lanosterol, 24-metileno-lanostierol, 14 -dimetil
24-melilenelanosterol, y otros (GouLstoxn, Goap & Goobwin 1967), cuya presencia
habia sido ya predicha sobre bases biosintéticas (AKHTAR y col. 1966); BarToN y
col. (1966), etc.); en Melanospora lini, estigmast-7-enol y esligmasta-7,24 28.dienol
(Jackson y Frear 1968).

Menos estudiados que los esteroides estdn los hidrocarburos de los hongos, la
importancia de algunos de los cuales, sin embargo, no puede monospreciarse, dado
el caricler de precursores que poseen en la biosinlesis de los esteroides. Son muy
escasos los estudios al respeclo, pero los hongos parecen contener fundamentalmente
hidrocarburos saturados de configuracién normal y algunos no saturados (MER-
DINGER y DAVINE, 1965).
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En un estudio reciente sobre la composicién lipidica de H. Stellata (Lérez,
1973) se detectd, ademis de ergosterol, la presencia de otros esteroides no identifi-
cados en los lipidos facilmente extractibles de este hongo, y la de hidrocarburos en
los lipidos ligados.

El presente trabajo constiluye un intento de identificar y determinar cuantita-
tivamente los esteroides e hidrocarburos de este hongo.

METODOS

Los procedimientos utilizados para la obtencién y purificacién de esporas y
micelio de H. Stellata, la procedencia del Hongo, y su mantenimiento, y los sistemas
empleados para la extraccién de los lipidos, han sido publicados en otros articulos
(Burcos, SaLa y L6PEzZ, 1973; SaLa y Burcos, 1972; Sava y Burcos, 1973).

La sapenificacién de los lipidos se llevé a efecto hirviendo a reflujo durante
45 minutos con metanol y KOH al 60 %, 2/1 (V/V), en presencia de pirogalol
(0,25 %). El residuo insaponificable se extrajo con éler etilico libre de peréxidos,
se concentré en rotavapor, se liberé totalmente de disolvente bajo corriente de ni-
trégeno, y se fraccioné en columna de alimina (Brockman I1II), con mezclas de
éler de petréleo 30-60°/éter etilico, siguiendo el método descrito por Goap y
Goopwin (1966).

Se obtuvieron asi 5 fracciones: mimero 1, que contiene los hidrocarburos satu-
rados y parte de los no saturados; niimero 2 con el resto de hidrocarburos no sa-
turados; niimero 3, con los 4,4-dimetil-esteroides, nimero 4, que contiene los 4-
monometil-esteroides; y nimero 5, en la que se eluyen los 4 desmetil-esteroides.

Las fracciones 1 y 2 fueron cromatografiadas en lamina fina de alimina G tipo
E, o silicagel PF-254, usando como fase mévil hexano-éter etilico 99,75/0,25 (v/v)
segiin describen Kusiwana et al (1972). Las fracciones de hidrocarburos separadas,
fueron localizadas por fluorescencia bajo luz ultravioleta, o pulverizando una pe-
quefia zona a cada lado de la lamina con MnOK al 5 %, y obtenidas mediante ras-
pado de la alémina y micropercolacién de la misma con hexano.

La hidrogenacién de los hidrocarburos ne saturados se llevé a cabo a la presion
atmosférica durante 24 horas, a temperatura ambiente, disueltos en hexano-isopro-
panol (1/1 v/v), y utilizando platino como calalizador.

La reaccién de Liberman-Burchard se llevé a efecto signiendo la técnica de
MooRe y Bauman (1951), efectuando lecturas periddicas de la extincién a 460 nm.

Para la cromatografia en fase gaseosa se empled un cromatégrafo de gases
Perkin-Elmer mod. F-11 con detector de jonizacién de llama y columnas de vidrio
de 1,80 m de longitud y 0,3 mm de didmelro interior, con fase estacionaria de
SE-30 al 1 96, sobre Gas-Chrom. Q 100-120 mallas, Como gas portador se utilizd
nitrégeno, a un flujo de 120 ml/min.

El andlisis de hidrocarburos se llevé a cabo a temperatura programada de
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140/—210°C, con incremento de 4°C/min. El de esteroides se realizdé isolérmica-
mente a 211°C,

RESULTADOS

El residuo insaponificable de los lipidos fécilmente extractibles representa tan-
to en esporas como en micelio de 24 y 48 horas valores préximos al 24 % (25,7 %
esporas, 25,5 en micelio, de 24 horas y 23,3 % en el de 48 horas).

En la tabla | se recoge el resultado del fraccionamiento cromatogrifico del

mismo en columna de aliimina.

Hidrocarburos

En conjunto, las fracciones 1 y 2 en las que se eluyen todos los hidrocarburos
constituyen entre un 25 y un 35 % del total de insaponificables. La cromatogralia
en ldmina fina de alicuotlas de las dos fracciones, permitié separar en ambas cinco
manchas de Rf: 0,21, 0,46; 0,57; 0,80 y 0,98. Ninguna de ella mostré reaccién
positiva frente al reactive de dipiridilo (Analylical Methods Commitee 1959), ni
al de p-anisaldehido (METZ, 1961), ni espectro ultravioleta especifico.

El anilisis por cromatografia en fase gaseosa puso de manifiesto que la man-
cha de RI: 0,98 estaba constituida por hidrocarburos saturades, y que todas las
demas fracciones excepto la de Rf: 0,21, que fluorece bajo la luz ultravioleta y no
se comporta como hidrocarburo en la cromatografia de gases, conlenian-cierta canu-
dad de escualeno y otros hidrocarburos no saturados. Se decidié por ello mezclar
las fracciones 1 y 2 de la cromatografia en alimina, y proceder a separar por croma-

TABLA I

Composicion del residuo insnponificable de H. stellata fraccionado en columna de
aléimina, expresado en %

Fraccion Lipidos libres Lipidos ligados
Lsporas Sicelio 24 h hlicelio 38 h Esporas

1.2 Eter de petréleo 234 26,6 174 106
222 % E. L1,

—E. petréleo 74 10,0 84 5,7
326%E.EL

—E. petrileo 56 6,4 1.2 75
4212 % E. Et,

—E. petrdleo 10,02 7.0 56 115
5.225% E.Et.

—E. petréleo 331 323 353 138
6." Eter Etilico 20,2 162 16,7 7,1
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tografia en ldmina fina los hidrocarburos saturados (banda de Rf: 0,98) de los no
salurados (resto de las bandas).

TABLA 11

Hidrocarburos smiurados y ne saurados del residuo insaponificuble de los lipidos
ficilmente exiractibles de esporas y micelio de 24 y 48 horas, y de los lipidos ligados
de esporas; expresados en 7 del totnl de residuo insaponificoble.

L ipidos libres e satlurndos e H. no saturados e towal
Esporas 11,14 18,72 29,86
Micelio 24 horas 8,89 26,53 3542
Micelio 28 horas 5,67 19,42 25,1
Lipidos ligados de Esporas 0 2454 2454

Tanto en los lipidos facilmente extractibles, como en los ligados, dominan los
hidrocarburos no saturados, que representan el 63 % del total de los hidrocarburos
en los lipidos libres de las esporas, el 75 % en el micelio de 24 horas y el 77 % en
micelio de 48 horas, y el 100 % en los lipidos ligados de las esporas,

En la tabla 11 se expresa el % en peso respecto al total del residuo insaponifica-
ble, de los hidrocarburos saturados de los lipidos estudiados.

En la fraccién de hidrocarburos saturados, se halla presente toda la serie de
nitmero par de dlomos de C desde ¢l de 16 hasta el de 30, y ademis el Cy;, Con, Cas,
(Figs. 1 y 2). El componente mayorilario es el oclacosan (Cys) que representa el
23 % del lotal en el micelio de 24 horas y el 30 % en micelio de 48 horas. (Ta-
bla 111).

La fraccién de hidrocarburos no saturados es mucho menos heterogénea. El
escualeno, que es en lodos los casos el mayoritario (68,5 % en esporas, 98,8 % en los
lipidos de la misma fase de crecimiento; 54,8 % en micelio de 24 horas y 30,6 % en
micelio de 48 horas), fue identificado sobre la base de su Rf en limina fina y su
liempo de retencién en la cromatografia de gases, idénticos al del patrén correspon-
diente. Los demas hidrocarburos no saturados se caraclerizaron sélo parcialmente;
se determin la longitud de la cadena carbenada por comparacién de los tiempos
de retencién de sus productos de hidrogenacién, con patrones de la misma serie.
Ni la cromalografia en ldmina fina, ni los intentos de cromatografia en columna si-
guiendo el método de Kusnwana (1972), permitieron purificar y separar cada uno
de los componentes para proceder a su hidrogenacién cuantitativa, que hubiera per-
mitido determinar su grado de insaturacién.

Ademis del escualeno, aparecen en proporciones variables (Tabla III) hidro-
carburos no salurados de 16, 18, 21 y 25 itomos de carbono, y trazas de otros no
identificados. (Figs. 3 y 4).
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Figura L.—Separacién ¢ identificacion de la fraccién de hidrocarburoes saturados de esporas, por
cromatografia en fase gaseosa.

Esteroides

Las fracciones 3, 4 y 5 de la cromatografia en columna de aliimina fueron cro-
matografiadas analiticamente en limina fina de silicagel, desarrolladas con éter
de petréleo, éter etilico, dcido acético 30/20/1 (v/v), junto con patrones de ergos-
terol lanosterol y farnesol. Los cromatogramas fueron examinados bajo la luz ul-
travioleta y revelados con reactivo de vainillina-sulfirico (MaTnEWs, 1963), cloruro
férrico y & -« dipiridilo, y reactivo de fenilhidrazina (Burton 1951) para grupos
ceto. No se observé mancha alguna positiva al reactivo de dipiridilo, ni al de la
{enilhidrazina. En las fracciones 3 y 4, se observé la presencia de una mancha fluo-
rescente no identificada, presente también en el patrén de lanosterol, y la de poli-
prenoles (Fig. 5). Esta iltima se confirmé por cromatografia bidimensional (WaL-
ToN y PEnNock, 1972).
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Figura 2—Croma spondiente 7 .
micelig dea2 1 hor::mﬂlﬂgrﬂmﬂ correspondiente a la separacién de los hidrocarburos saturados de
N TABLA 111 Figura 3—Cromatograma de los Hidrocarburos no saturados de esporas.
mposicion de la fraccién de hi . [
ceién de :::li'rr:z:al;u::s q’:h. H. stellata, esporas y miceliv E) reactivo de vainillina sulfiirico revelé en la fraccién n.® 3 una mancha de
color pardo y Rf algo inferior al de lanosterol. En la fraccién n.” 4 una mancha de
Esporas Micelio 24 h Micelia 48 b color azul violeta y RI igual al del farnesol, y otra de color pardo y Rf muy similar
Hidrocarburos - oo al del lanosterol. En la fraccién n.® 5 sélo aparece una mancha de color violeta
§ . sat, . ) . T - . :
s no sat . no sal. oscuro y Rf idéntico al de ergosterol patrén. (Fig. 5).
Cia 0.15 2,15 325
: - 5.1 258 7.07
C d
Con g;g — g;g 290 gﬁ 30.61 a) Dimetilesteroides
Cas 480 7.45 159 79 =
g 1.90 . s e . .
gzz %.80 — 1.18 o iﬁ% 2_f2 La cromatografia en fase gaseosa de la fraccién n.° 3 reveld la presencia de un
C:: 11_'33 - 651 = SBM — compuesto de tiempo de retencion ligeramente superior al de lanosterol patrén (que
Ez.’. 131»90 17.30 11.25 5.21 10.73 5.80 b sélo representa una pequefia parte del total de la fraccién; 1,6 % en micelio de 24
Cor % = 1037 = 1150 L horas; 1,2 % en el micelio de 48 horas y sélo indicios en las esporas), y otros dos
i ESEUﬂlanﬂ) ég.%? — 1155 — 1032 ™ picos casi imperceptibles y de tiempo de relencién 0,65 y 1,3 (relativo al colestano).
Escualeno _'_2 685 24;00 il 30.00 — Una alicuota de la fraccién completa fue precipitada con digitonina; liberados
Can 1020 - 11.30 — 1630 53_’_20 los esteroides del derivado digiténide, el analisis por cromalografia en fase gaseosa

dio los mismos resultados que la inyeccién directa de la muestra.
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Figura 4 —Cromatograma correspondiente a los hidrocarburos no saturados de micelio,

Somelida esta fraccién al test de Libermand-Buchard, dio (igual que el Lanos-
terol) una coloracién mixima medida a 460 mn. al cabo de 33 minutos; se presu-
me que se trate del 24-metileno-Lanosterol. Su espectro infrarrojo muestra ban-
das caracteristicas a 887,y 1.640 cm~! que tienden a confirmar este supuesto,

Monometil Esteroides

El andlisis por cromatografia en fase gaseosa de la fraccién n.* 4 dio como
resultado la presencia de un pico de tiempo de retencién semejante al del zimosterol
(1. ret. relativo al colesteno 3,52) y que es componente mayoritario en los lipidos
libres de esporas y micelio de 24 y 48 haras. También aparecen indicios de ergosle-
rol (producto de conlaminacién de la fraccién 5.2).

Tras la precipitacién con digitenina y el andlisis de los esteroides recuperados
se obtuvo un resultado idéntico al de la inyeccién directa de la muestra,

En los lipidos ligados de esporas aparece en esta fraccién un compuesto de
L. ret. 2,01; el espectro ultravioleta de la fraccion ofrece un méximo a 310 y
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Figura 5.—Cromatografia en ldmina fina de Silicagel G, de lzs fracciones de insaponificable de
H. stellate procedentes de la cromatografia en columna de alumina, Patrones: Ub = Ubiquinona,
E = Ergosterol, L = Lanosterol.

TABLA 1V

Tiempos de retencion relativos al colestono de los esteroides utilizados como patrones
y de los identificados en los lipidos de H. stellata

Compaeslo Ticmpo ret. rel, Identificado en
Colestanol 1 (pairdn) Espotas y micelio de 24
Ergosterol 2,64 v 48 horas
Zimosterol 3,25 Esporas
Lanosterol 304 —
Estigmasterol 2,73 —
Campesterol 3,323 —_

Sitosterol I e
24 Metileno-Lanosterol 4.5 Micelio de 24 y 48 horas
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Figura 6 —Cromatografin en fase gaseosa de d-desmetil esteroides de esporns de H. este.

Hata. 1 = Ergosterol, 2 = Zymosterol.

hombros a 320 y 354 nm. El compuesto responsable del pico en la cromatografia en
fase gaseosa y (el) del espectro ultravioleta no forman un complejo con la digitonina.

d-desmelil Esteroides

La fraccién n.° 5 de la cromatografia en columna de altimina, en la que apa-
recen los 4-desmetil esteroides, es cuantitativamente la mas importante de aquellas
que contienen esteroides. Fue analizada por cromalogralia en fase gaseosa direcla-
mente y tras la obtencién del derivado digitonido y poslerior recuperacién de los
esteroles. En ambos casos se obtuvieron dos picos de liempos de retencién 2,64
3,25, idénticos a los de ergosterol y zimosterol (Fig. 6). =
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En los lipidos libres de las esporas, el ergosterol representa el 52 % de la frac-
cién y el zymosterol el 48 %. En ¢l micelio, tanto de 24 horas como de 48 horas, y en
los lipidos ligados de las esporas aparece s6lo ergosterol que representa respecliva-
mente el 57,7 %, 50,7 %, y 27,7 % del total de la fraccién 5.2 de la cromatografia
de aldmina. La tabla V muestra la composicién en esteroides de los lipidos ficilmen-
te extractibles de las distintas fases de crecimiento de H. Stellata, y de los lipidos
ligados de las esporas.

TABLAY
Esteroides de H. stellata expresados en & de residuo insaponificable.
(Fracciones 3." 4.y 5.%) s

Lipidos libres L. ligados

Componente Esporas Micelio 24 b Micclho 48 h Lsporas
2-Metileno
Lanosterol ? Indicins 0,102 0,086 —
4-Metil-Zymosterol 2565 1,427 2,027 —_
No identificado (¢4} ~— — — 3,703
Ergosterol 17,16 16,54 17,74 3,823
Zymosterol 15,48 indicios —_— —_

DISCUSION

Hidrocarburos se han detectados en gran cantidad de microorganismos. MER-
pINGER y DEVINE (1965) encuentran en D. Hanseni solo alcanos, jdentificando 11,
de 16 a 39 atomos de carbono; Bmp et al. (1971) hallan también sélo alcanos en
M. capsulatus, de 20 a 30 Alomos de carbono. En H. cutirrubum, (Kusnwaua et al.
1972) se ha detectado ademés de escualeno, dihidro, tetrahidro y dehidroescualeno.
La fraccién hidrocarburos de H. stellata difiere bastante de la de estos otros micro-
organismos; la mayor parte de los mismos posee un niimero par de dtomos de car-
bono, y ninguno tiene mas de 30C. Cuantilalivamente dominan los no saturados
aunque hay més miembros de la serie de los alcanos. Resulta en cierta medida sor-
prendente dado ¢l elevado contenido en escualeno, la ausencia de productos con un
grado de saluracién intermedio.

Los componentes mayorilarios de la fraccién esteroides de H. stellata son er-
gosterol y zimosterol en las esporas; con la germinacién desaparece el zimosterol.
El analisis por cromatografia en fase gaseosa de la fraccién 4-monometil esteroides
de los lipidos ligados indica la posible existencia de un esieroide no identificado en
proporciones similares a aquellas en las que se encuentra el ergosterol; aunque tal
sustancia no forma un digiténido, no puede ni mucho menos descartarse su natu-
raleza esleroidica, dado su comportamiento en los distintos sistemas, cromatogréfi-

cos utjlizados.
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A la luz de los resultados obtenidos en ecstudios previos, es probable que se
trate de un produclo de descomposicién parcial del ergosterol (BUrGos et al. 1973)
La identificacién del 24-metilenolanosterol ofrece especial interés dado que
se cree que el melilo en posicién 24 del ergosterol, deriva por transmetilacién de la
denosilmetionina (ALEXANDER y SwENKk 1958), inmediatamente después de la cicla-
cién del escualeno para formar lanosterol. AKTAR, et al. 1966) (Barvox et al 1966).

RESUMEN

Se estudian los hidrocarburos y esteroides de los lipidos libres de esporas y
micelio y de los lipides ligados de esporas de H. stellata,

Tanto en los lipidos facilmente extractibles como en los ligados dominan los
hidrocarburos no saturados, y de ellos el principal componente es el escualeno.
En la fraccién de los hidrocarburos saturados se halla presente toda la serie de
nimero par de dlomos de carbono; desde el Cis hasta el Cy,.

El principal constituyente esteroidico de H. stellata es el ergosterol. También
aparece zimoslerol en cantidad considerable en las esporas, Otros esteroides delec-
tados en menor cuantia son el 4-metilzimosterol, presenle lanlo en esporas como en
micelio, y el 24-metileno-lanosterol, sélo en micelio de 24 y 48 horas.

RESUME

On étudie les hydrocarbures et les siéraides des lipides exempts de spores et de
mycélium, et des lipides liés i des spores de H. steflata.

Les hydrocarbures non saturés prédominent dans les lipides facilement extrac-
tibles aussi bien que dans les lipides liés, le squaléne étant leur principal composant.
Dans la fraction des hydrocarbures saturés se irouve toute la série de nombres pairs
d"atomes de Carbone: depuis le Cy4 jusqu’au Cyp.

Le principal constituant stéroidique de H. stellata est lergostérol. Il y a aussi
une grande quantité de zymostérol dans les spores. D’autres stéroides délectés en
quantités plus petiles sont: le 4-méthylzymostérol, qui se trouve dans les spores aussi
bien que dans le mycélium, et le méthylénolanostérol, qui se trouve seulement dans
du mycélium de 24 a 28 heures d’Age.

SUMMARY

A study has been carried out on hydrocarbons and steroids contained into
spore —and mycellium— free lipids and into lipids ligated to . stella spores,

-Non-salurated hydrocarbons, whose main component is squalene, prevail on
easily extractible lipids as well as on ligated lipids. A complete series of pais numbers
of carbon atoms, from Cig to Cyy, has been found to be present in the {raction of
saturaled hydrocarbons.
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The main steroid component of H. stellata is ergosterol. Zymosterol is also
present in a considerable quantity in H. stellata spores. Other steroids which have
been detected are: 4-methylzymosterol, present in spores as well as in mycellium,
and 24-methylenolanosterol, present only in mycellium of 24 10 48 h old.
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