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INTRODUCCION

El contenido de carbohidratos de los tejidos vivos se
encuentra principalmente en la forma de polisaciridos
(Horton y Wolfrom, 1963a).

Los polisacdridos son polimeros de elevado peso mo-
lecular formados a partir de n monosaciridos por elimina-
ci6én de n-1 moléculas de agua. Cada enlace glicosidico en-
tre dos monosaciridos implica la eliminacién de una molé-
cula de agua entre el grupo hidroxilo de la forma hemia-
cetal de un monosacirido (4tomo de carbono reductor), y el
grupo hidroxilo de cualquier otro 4dtomo de carbono del se-
gundo monosacirido (Bailey, 1965).

Los monosaciridos responden a la f6érmula empirica
(CHZO)n’ y estin constituidos por cadenas de 4tomos de
carbono de longitud variable (n = 3), clasificdndose segln
el nGmero de estos &tomos en la molécula en triosas, tetro
sas, pentosas, etc, siendo el azGcar de mayor nGimero de
carbonos aislado de fuentes naturales una octosa (D-glice
ro-D-manooctulosa) (Percival, 1963).

La mayoria de los monosaciridos no estin ramifica-
dos y pueden definirse como cadenas rectas de polihidro-
xialdehidos (aldosag o cetonas (cetosas); las aldosas tie-
nen el grupo carbonilo en el dtomo de carbono uno (C-1) y
las cetosas en el C-2, estando hidroxilados los restantes
4tomos de carbono.

Esterequimicamente todos los azlicares se pueden re-
lacionar con el D- 6 L-gliceraldehido, haciendo referencia
estos simbolos a la posicidn relativa del grupo hidroxilo



unido al 4tomo de carbono segundo asimétrico. En los azfi-
cares es la configuracién del dtomo de carbono asimétrico
con numeracidn mis alta la que define la serie configuracio
nal a la cual pertenece un azficar determinado. Las formas
D- son las mis frecuentes en la naturaleza (Percival, 1963).

Aunque los azficares han sido considerados durante
mucho tiempo compuestos de cadena abierta, es dudoso que
alguna vez existan libres y sin sustituir en este estado,
excepto en cantidades traza en solucién. Asi, los azficares
que poseen cadenas de 5 6§ mis dtomos de carbono pueden for-
mar anillos estables de seis miembros (anillo de piranosa)
o de cinco (anillo de furanosa). Estos son hemiacetales
ciclicos que poseen un itomo de carbono asimétrico adicig
nal en el C-1 (C-2 en cetosas), pudiendo por tanto exis-
tir en dos formas is6meras denominadas o y (3 (Percival,
1963) .

La hexosa mis abundante en los polisacdridos es la
D-glucosa, pero también son frecuentes la D-manosa, D-
fructosa y D-galactosa; la L-galactosa se encuentra sélo
ocasionalmente. Dentro de las pentosas la D-xilosa y L-
arabinosa son comunes, mientras que la D-arabinosa es
menos frecuente (Horton y Wolfrom, 1963b).

Las unidades estructurales de los polisaciridos no
estidn limitadas Gnicamente a las aldosas o cetosas senci-
llas, sino que pueden incluir aminoazficares y &cidos ur6-
nicos.

Los &dcidos urénicos mis frecuentes son los &4cidos
D-glucurénico y D-galacturfnico. Los aminoazficares mis fre-
cuentes son la D-glucosamina y D-galactosamina. Los polisa-



cidridos que contienen aminoazGcares, aunque poco frecuen-
tes en las plantas superiores, se encuentran ampliamente re-
partidos en el Reino Animal y en las plantas saprofitas. Es
quizis significante que aquellas formas de vida que tienen
abundancia de nitrégeno en su dieta alimenticia, utilicen
azficares nitrogenados en sus procesos metab6licos, mientras
que las plantas superiores, que viven en un medio a menudo
escaso en nitrégeno para la sintesis de proteinas vitales,
utilizan aztGicares no nitrogenados casi exclusivamente (Horton
y Wolfrom, 1963a).

El grupo amino de los polisaciridos que contienen ami-
noazlicares se encuentra generalmente acetilado. Los grupos
hidroxilo en ciertos polisaciridos pueden estar parcialmente
eterificados o esterificados por distintos sustituyentes. Al-
gunos polisaciridos pueden presentar grupos sulfato, como
por ejemplo los sulfatos de condroitina A, B y C y el querato-
sulfato, presentes en el tejido conectivo de animales supe-
riores, o los carrageenanos de las algas Rodoficeas; es curio-
so destacar que el grupo sulfato no aparece como sustituyen-
te en los polisaciridos de origen microbiano ni de plantas
superiores (Kirkwood, 1974; Sandford, 1979). Otros polisacé-
ridos presentan grupos fosfato (Jeanes y col., 1961; Slodki
y col., 1970) o sustituyentes O-acilo derivados de los 4ci-
dos acético (Lilly y col., 1958; Cadmus y col., 1963; Gorin
y Spencer, 1963; Sloneker y col., 1964, Gasdorf, y col., 1965;
Slodki y col., 1966 a y b; Carlson y Matthews, 1966; Linker
y Jones, 1966; Slodki y col., 1970; Humphrey y col., 1974),
f6rmico (Sutherland, 1970), malénico (Kohama y col., 1974;
Fujimoto y col., 1969; Raistrick y Rintoul, 1931), pirtGvico



(Wheat y col., 1965), succinico (Harada, 1965), mdlico
(Leal-Serrano y col., en prensa), etc.

Es importante notar que los azficares constituyentes,
los radicales acilo sustituyentes y los tipos de enlaces en
tre ellos, son los que determinan la conformacién y propieda
des especificas de cada polisacdrido (Sandford, 1979).

Debido a la diversidad de monosaciridos que pueden
formar parte de los polisacdridos, a las numerosas posibili
dades de los enlaces interglicosidicos (1 —» 2, 1 — 3,
1—>4, 1 >5>561 —56) ya la configuracién espacial del
carbono carbonilico (ol 6 @ ), no resulta dificil comprender
la gran cantidad de polisaciridos distintos que pueden en-
contrarse en la naturaleza. Estas posibilidades ademds se
ven aumentadas, ya que los polisaciridos pueden formar es-
tructuras de orden superior dependiendo de las conformaciones
de los residuos de azficar componentes, del peso molecular
y de los puentes de hidrbégeno inter- e intracatenarios.

Los polisacdridos se encuentran ampliamente distri-
buidos en los Reinos Animal y Vegetal, donde funcionan ge-
neralmente como sustancias de reserva o de sostén. Estos
dos principales grupos biolbgicos de polisacidridos exhiben
notables diferencias en sus propiedades fisicas generales.
Los polisacdridos de sostén poseen fuertes enlaces de hi-
dr6geno intermoleculares, son bastante insolubles en agua
y se hinchan poco en contacto con &sta. En los polisaci-
ridos de reserva debido a la falta de enlaces de hidrége-
no intermoleculares, los grupos hidroxilo de la molécula
estdn libres para formar puentes de hidr6geno con las
moléculas de agua, permitiendo asf la r4pida dispersién de



las macromoléculas en un medio acuoso (Horton y Wolfrom,
1963b) .

Dentro de los polisaciridos que actdan como sustan-
cia de reserva se encuentran: almidén, glucbgeno y dextra-
nos. El1 almidén actda como sustancia de reserva en plantas,
depositdndose en forma de grandes grinulos en el citoplas-
ma celular. E1 glucégeno es un polisacirido de reserva de
tejidos animales, abundando especialmente en el higado y
mdsculo, en cuyas células se deposita en forma de grénulos
en el citoplasma. Los dextranos se encuentran como poli-
saciridos de reserva en levaduras y bacterias. Almidénm,
glucdgeno y dextranos son polimeros exclusivamente de glu-
cosa, que difieren unos de otros en el tipo de enlace gli-
cosidico existente entre las unidades de glucosa y en el
grado de ramificacién.

Dentro de los polisacdridos que tienen funcién de
sostén en animales y plantas se pueden distinguir dos ti-
pos: los polisacdridos que forman parte de la matriz de
las estructuras de sostén, y los que forman parte de las
fibras de dichas estructuras. La matriz resiste la compre-
sién y el material fibroso resiste la tensién (Kirkwood,
1974).

Los polisaciridos que forman parte de la matriz de
las estructuras de sost&n son: Pectina y hemicelulosas (plan
tas superiores), carrageenanos, fucoidano, porfirano, &dcido
alginico y agar (algas), dcido hialurénico, condroitina,
sulfatos de condroitina, A, B y C y querato-sulfato (anima-
les superiores), etc. (Kirkwood, 1974).




Pectina y hemicelulosas se encuentran en la matriz
que une las fibrillas de celulosa de la pared de plantas
superiores. La pectina es un polisacdrido 4cido, mientras
que las hemicelulosas son un grupo heterogéneo de polisa-
cidridos neutros (Towle y Whisler, 1973).

Los seis principales polisacdridos de los tejidos
conectivos de animales superiores son: 4cido hialurébnico,
condroitina, sulfatos de condroitina A, B y C y querato-
sulfato. Un estudio sistemitico de los tipos y cantidades
de mucopolisaciridos dcidos que aparecen en muchos teji-
dos y fluidos ha sido realizado por Meyer y col., (1956).
En todos estos polisaciridos existe una unidad disacari-
dica compuesta parun aminoazGcar N-acetilado y un 4cido
urbnico (excepto el querato-sulfato que posee un azficar
neutro) que se repite a lo largo de la cadena. Todos ellos
poseen grupos sulfato, excepto el dcido hialurénico y 1la
condroitina.

Los carrageenanos, polisaciridos sulfatados presen-
tes en algas marinas Rodoficeas, también poseen una uni-
dad disacaridica compuesta por galactosa, que se repite a
lo largo de la cadena, estando enmascarada por grupos sul-
fato o por la formacidn de 3,6-anhidridos(Rees y col., 1969).
El fucoidano es un polimero de L-fucosa sulfatada. El por-
firano es similar a los carrageenanos pero con distinto
tipo de sustituyentes. El agar no es un polisac4rido sul-
fatado pero posee muchas caracteristicas estructurales
comunes con los carrageenanos. El icido alginico es pro-
ducido por las algas Feoficeas y aparece en la pared ce-

- lular como sus sales cdlcicas y magnésicas.



Dentro del grupo de polisaciridos que componen la
fase fibrosa de las estructuras de sostén estdn: celulosa,
xilanos y quitina.

La celulosa es el principal componenfe estructural
de las paredes celulares de plantas superiores, encontrin-
dose tambi&n en algunos hongos, algas e invertebrados in-
feriores, casi siempre como material extracelular. Se
trata de un polimero de la D-glucosa con uniones p-1,4.

Muchas algas poseen polisac4ridos fibrosos, distin-
tos a la celulosa, en sus paredes celulares, tales como
los xilanos, que son polimeros de la D-xilosa con uniones

@ -1,3 (Frei y Preston, 1961).

La quitina es un homopolimero de la N-acetil-D-gluco
samina con uniones ﬁ-4,4. Estd muy relacionado estructu-
ralmente con la celulosa, y sirve como una alternativa a
la celulosa en los niveles evolucionarios mis bajos del
Reino Animal (Kirkwood, 1974). Es uno de los constitu-
yentes mis importantes de la pared celular de muchos hon-
gos (Foster, 1949), y un elemento estructural principal del
exoesqueleto de insectos y crusticeos (Richards, 1951).

Entre los polisacdridos que pueden formarse a partir
de los diferentes monosaciridos, celulosa y quitina for-
man las estructuras mis rigidas, y por tanto no es sorpren
dente que sean los polisaciridos estructurales mis impor-
tantes de la naturaleza (Kirkwood, 1974).



Ademis de las funciones de reserva y sostén, los po-
lisacidridos realizan muchas otras funciones en la naturale-
za, menos conocidas, pero no por ello menos importantes.

Desde el punto de vista inmunolégico son varios los
aspectos en que el estudio de polisaciridos tiene una gran
importancia.

Las sustancias responsables de la especificidad se-
roldgica de los grupos sanguineos son principalmente carbo-
hidratos que se encuentran en la superficie de los eritro-
citos. Estas sustancias son antigénicas ya que inducen la
formacibén de anticuerpos cuando los eritrocitos, contenien-
do una sustancia de grupo sanguineo determinada, son intro-
ducidos parenteralmente en individuos que no poseen esta
misma sustancia de grupo sanguineo.

Al hacer 1la hidr6lisis &cida suave de estas sustan-
cias, se liberan oligosaciridos con pérdida de la actividad
de grupo sanguineo. El reciente aislamiento de un cierto
nimero de oligosaciridos inmunolfgicamente activos, a par-
tir de tales hidrolizados, ha mostrado que la actividad inmu-
nolégica estd asociada con la porcidén de carbohidratos de
las sustancias de los grupos sanguineos. Los monosaciridos
identificados en estas sustancias han sido: L-fucosa, D-ga-
lactosa, 2-acetamido-2-deoxi-D-glucosa y 2-acetamido-2-deoxi-
D-galactosa (Brimacombe y Webber, 1964).

Actualmente tienen un gran desarrollo los trabajos
sobre polisaciridos presentes en la pared celular bacte-
riana debido a sus propiedades antigénicas, ya que son ca-
paces de inducir la formacién de anticuerpos tanto en el
hombre como en animales. En este sentido es interesante la



revisién realizada por Jann y Jann (1977a).

En el tejido circulatorio de mamiferos se encuentra
un polisacirido quimicamente Gnico, la heparina, que posee
importantes propiedades biol6gicas, ya que actlGa como agente
anticoagulante y antilipémico. La heparina contiene canti-
dades equimoleculares de dcido D-glucurdnico y N-acetil-
D-glucosamina, y se distingue por tener los aminoazlicares

principalmente N-sulfatados, aunque posee también algunos
N-acetilados, y por su alto contenido en O-sulfato. Posee
enlaces glicosidicos con configuracién -d . En condiciones
normales no existe en el cuerpo en estado libre, sino que
esti unida firmemente a proteinas del tejido (Brimacombe
y Webber, 1964).

Una gran cantidad de polisacdridos procedentes de
diversas fuentes (hongos, liquénes, levaduras, bacterias,
plantas, algas, etc.) parecen poseer actividad antitumoral
(Whistler y col., 1976). Estos polisacdridos difieren gran-
demente en su composicifn y por consiguiente en su estruc-
tura quimica y fisica.

Se sabe desde hace mids de un siglo, que los tumores
malignos humanos algunas veces sufren regresién después
de una infeccibn bacteriana aguda (Whistler y col., 1976).

El primer polisacirido antitumoral estudiado fue
aislado en 1943 a partir de Serratia marcescens y se
conoce como el "polisacArido de Shear" (Shear y Turner,
1943).

Aunque es dificil éstablecer relaciones entre estruc
tura y actividad antitumoral en los polisaciridos com-
plejos, se pueden establecer algunas relaciones comparando
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el comportamiento de los polisacdridos mis simples, y espe-
cialmente los homopolisaciridos.

En general se puede concluir que los D-glucanos solu
bles son agentes antitumorales, sobre todo si son princi-
palménte lineales y si no son hidrolizados r4dpidamente por
los D-glucanasas humorales. Asf, los B-glucanos son anti-
tumorales ya que no existen en el hombre B-glucanasas hu-
morales, mientras que los o -glucanos, sobre todo si son
o -1,4, no lo son ya que pueden ser hidrolizados por las
amilasas humorales. Por otra parte, dentro de los B-glu-
canos los que poseen enlaces 1—» 6 son agentes antitumora-
les menos efectivos que los que poseen enlaces 1— 3, y
los que tienen un peso molecular elevado son mis efecti-
vos que los de bajo peso molecular (Whistler y col., 1976).

La desacetilaci6n de los polisaciridos disminuye 1la
actividad antitumoral, y la sustitucién de los grupos O-ace-
tilo. por O-metilo o la completa acetilacifén del polisa-
cirido, da lugar a productos inactivos (Nishikawa y col.,
1969).

La naturaleza de la accifn antitumoral de los poli-
saciridos no ha sido aln esclarecida, pero ciertos poli-
saciridos bacterianos pueden atacar directamente tumores,
como se pone de manifiesto por la hemorragia intratumoral
y necrosis resultantes. La mayorfa de los polisacidridos ais
lados de otras fuentes no ejercen una accibén directa sobre
las células tumorales; su accifn antitumoral debe, por
tanto, considerarse dependiente de la reaccién del huésped.
Es posible que en algunos casos estos dos tipos de accién
puedan estar superpuestos (Whistler y col., 1976).
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Actualmente se reconoce que las caries son causadas
por 4cidos orginicos, que son producidos por bacterias ora
les a partir de carbohidratos fermentables (Sidebothanm,
1974).

No existe ninguna duda de que los dextranos estin
implicados en el desarrollo de la caries dental inducida
por sacarosa, aunque el papel exacto que estos polisaciri-
dos juegan en el proceso cariogénico es, por el momento,
incierto.

Las evidencias obtenidas sugieren que los dextranos
promueven la caries dental al facilitar la colonizacién
de bacterias cariogénicas en 1la superficie del diente, y
a través de su presencia como componentes estructurales,
o carbohidratos de reserva, en placas cariogénicas. Estos
estudios han llevado a la preparaci6én de una vacuna para
prevenir la caries.

Recientemente han sido propuestas una serie de fun-
ciones (Dudman, 1977) para los exo-polisaciridos microbia-
nos, entre las que caben destacar las siguientes: protee-
cibn contra la desecacibén y depredacifn, intervencifn en
interacciones ibénicas, importancia en la adhesi6n de mi-
croorganismos del suelo y de ciertos medios acuosos, parti
cipacién en sistemas de desarrollo tales como los presentes
en Mixobacterias, intervencifn en la virulencia de bacte-
rias, barreras generales frente al medio, etc.

Desde el punto de vista industrial y comercial, la
importancia de los polisaciridos aumenta dia a dia. Los
polisacdridos que forman soluciones viscosas se emplean co-
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mo agentes floculantes, agentes gelificantes, ingredientes
bajos en calorias para alimentos dietéticos, films para re-
cubrir y empaquetar alimentos, etc. Ademis los polisaciri-
dos pueden ser transformados en adhesivos, l&minas o fibras
similares al nylon y en tejidos (Yuen, 1974).

Los microorganismos producen una gran variedad de
polisaciridos, desde los mis sencillos homopolisacidridos
tales como celulosa, almidén y dextrano, que contienen un
s6lo monosacirido sencillo que se repite a lo largo de la
cadena, hasta los heteropolisaciridos mis complejos que pue
den contener cinco monosaciridos diferentes. Ademis estos
polisaciridos pueden aparecer formando complejos con 1ipi-
dos o bien estar unidos a proteinas mediante enlace pep-
tidico (Barker, 1963).

Se conocen mis de 75.000 especies distintas de hongos
y varios polisaciridos estin a menudo asociados con cada
especie; siendo estos polisacidridos fdngicos en la mayo-
ria de los casos estructuralmente diferentes de los obteni-
dos de otras fuentes naturales.

Es por tanto poco sorprendente que se descubran con
frecuencia nuevos polisacdridos, especialmente en vista de
las técnicas utilizadas actualmente para la resolucifn de
mezclas (Gorin y Spencer, 1968).

Los polisacdridos fdngicos pueden encontrarse en el
citoplasma, en la pared celular o bien ser excretados al me
dio de cultivo ( Foster, 1949). Hay evidencias que sugieren
una conexifn estructural entre las paredes celulares y el
polisacdrido que es producido extracelularmente (Buck y col.,
1968). Probablemente hay un sistema de prioridades dentro
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de la célula, sintetizindose primero los polisacidridos cons
tituyentes de la pared celular y después los exopolisaciri-
dos (Sutherland, 1977).

La sintesis de exopolisaciridos es aparentemente depen
diente, al menos en muchas bacterias, de l1la disponibilidad
de un lipido portador isoprenoide. En la sintesis del pullu
lano, polisacidrido extracelular producido por el hongo leva
duriforme Pullularia pullulans, también parece que infervig
ne un lipido portador (Taguchi y col., 1973).

La relacién entre la pared celular de los hongos y 1los
polisaciridos exocelulares requiere un estudio mis detallado
a la vista de recientes trabajos que sugieren que ambos son
sintetizados por un sistema enzimitico comGn (Bull, 1972).

Quimicamente la pared celular de los hongos estd cons
tituida por un 80 a 90% de polisaciridos, siendo el resto
principalmente proteinas y lipidos.

Fisicamente su pared celular esti constituida por mi-
crofibrillas entrecruzadas, embebidas en una matriz amorfa.
Los polisaciridos componentes de las microfibrillas de las
paredes de la inmensa mayoria de los hongos son celulosa 6
quitina, mientras que las sustancias que unen entre si los
diferentes componentes estructurales de la pared para formar
complejos macromoleculares, son proteinas y varios tipos de
polisaciridos entre los que estédn: glucanos, mananos, galac
tanos y heteropolisacdridos (Bartnicki-Garcia, 1968).

Se han encontrado al menos once monosaciridos distin-
tos formando parte de los polisacfridos de la pared celular
de los hongos, pero sdlo tres: D-glucosa, N-acetil-D-gluco
samina y D-manosa, se encuentran en todos los hongos, aun-
que su proporcién relativa varia enormemente de un microor-
ganismo a otro. El resto de los monosaciridos se encuentran
con menos frecuencia y con una distribucién caracteristica
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entre ciertos grupos de hongos: D-galactosa y D-galactosamina
en Ascomicetos, L-fucosa en Mucorales y Basidiomicetos, y
cido D-glucurénico en Mucorales y Ascomicetos. Ocasionalmen-
te se han encontrado pequefias cantidades de ramnosa, ribosa

y arabinosa, aunque el papel de &stos azlicares minoritarios
es incierto.

Existe una relacién muy estrecha entre la composicién
quimica de la pared celular y los grupos taxonbmicos princi-
pales elaborados sobre la base de criterios morfolbgicos. Asf,
los hongos pueden ser subdivididos en varias categorias se-
gln la naturaleza quimica de sus paredes teniendo en cuenta
combinaciones duales de aquellos polisaciridos que parecen
ser los principales componentes de las paredes vegetativas
(Bartnicki-Garcia, 1968).

La mayorfa de los hongos, incluyendo todas las formas
con micelio septado tipico (Ascomicetos, Basidiomicetos y
Deuteromicetos) tienen su pared celular compuesta por quitina
y glucano. Este glucano no estd completamente caracterizado
pero probablemente posee enlaces B-1,3 y B-1,6.

El contenido de quitina de la pared celular oscila am-
pliamente desde Schizophyllum commune que posee un 3-5%,

hasta Allomyces macrogynus o Sclerotium rolfsii, que poseen
alrededor del 60% (Bloomfield y Alexander, 1967).

El tratamiento de la quitina con 4lcali concentrado da
lugar a una mezcla de polimeros de glucosamina parcial o
completamente desacetilados, que recibe el nombre de quitosano
(Distler y Roseman, 1960). Algunos autores han sugerido que el
quitosano existe en la naturaleza ya que por extracciénm ici-
da del micelio de Phycomyces blakesleeanus se obtuvo un mate-

rial que mostrd un modelo de difraccién de rayos x similar al
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obtenido para el clorhidrato de quitosano (Kreger, 1954).

Sorprendentemente y a pesar de la similitud entre
la D-glucosamina y la D-galactosamina los polimeros de
galactosamina puros son raros en la naturaleza y se encuen-
tran casi siempre como componentes minoritarios de la pared
celular de los Ascomicetos (Distler y Roseman, 1960;
Harold, 1962; Crook y Johnston, 1962; Mahadevan y Tatum,
1965; Applegarth, 1967; Applegarth y Bozoian, 1967;
Bartnicki-Garcfa, 1968; Bull, 1970). Excépciones a ésto
han sido descritas en muy pocas ocasiones. A continuacién
se citan por orden cronolégico los polimeros fungicos de
galactosamina descritos en la bibliografia.

Blumenthal y col., en 1955 describieron la acumula-
cibén en el medio de cultivo de Aspergillus parasiticus de
un material viscoso que contenia hexosamina no dializable,
siendo caracterizado este material cinco afios mi&s tarde por

Distler y Roseman (1960) como un polisacirido compuesto por
residuos de galactosamina y N-acetil-galactosamina en la
proporcién 2:1, al que denominaron 'galactosaminoglicano’.
A diferencia de 1la quitina, este polimero completamente ace
tilado era soluble en NaOH al 10% en caliente. Su rotacifn
6ptica positiva indicaba la existencia de enlaces glicosi-
dicos de tipo A . Estos autores encontraron también galac-
tosamina, asociada con el micelio de Aspergillus parasiticus,
como un componente de la pared celular insoluble en Acido

y no dializable. Después de la N-acetilacién quimica del
galactosaminoglicano, el producto tenfa la misma solubili-

dad que el componente del micelio que contenia galactosamina.
De once hongos estudiados, estos autores encontraron galac
tosamina en el micelio de seis, en concentraciones variables:
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4% en A. parasiticus, 2,7% en A. oryzae, 2,3% en A. niger,
1,1% en Helminthosporium sativum, 0,6 y 0,4% en Neurospora
tetrasperma y N. crassa, y 0,2% en Rhizopus sp. El conteni-
do en galactosamina del micelio de A. parasiticus variaba
con la edad del cultivo disminuyendo al envejecer éste. Es
te es el primer trabajo que aparece en la bibliografia de

un polimero extracelular de N-acetil-D-galactosamina produ-
cido por un hongo.

Posteriormente Harold (1962) encontrd un polimero
de galactosamina en la pared celular de Neurospora crassa,
el cual parecia responsable de 1la formacién de un complejo,
posiblemente de polifosfato, cuando se incubaba el micelio
de este hongo con fosfato inorginico.

La pared celular de una estirpe de Penicilljium stolo-
niferum infectada por un virus estaba compuesta aproximada-
mente por partes iguales de glucosamina y galactosamina
(Buck y col., 1969). Las paredes celulares de esta estirpe
poseian de 18 a 45 veces mis galactosamina que las estirpes

no infectadas por virus.

Mc Cormick y col., (1970) aislaron y caracterizaron
de la pared de las esporas y esférulas de Physarum polyce-
phalum un polisacirido compuesto por un 80% aproximadamente
de galactosamina; estos autores concluyeron que si &sto es
una caracteristica general de los Mixomicetos o de algunos
grupos de ellos, los situarfa en un grupo taxonémico Gnico,
ya que los diferenciaria de los hongos que contienen poli-
meros de tipo-glucosamina (quitina y quitosano), como el

principal material de la pared. También los diferenciaria de
los Mixomicetos que poseen celulosa y glucogéno como cons-
tituyentes de la pared (Ward y Wright, 1965).
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Las paredes de las esférulas de Physarum polycephalum
han sido reexaminadas posteriormente por Farr y col., (1977),
quienes han encontrado galactosamina (88% como galactosamina
anhidra) como principal componente y una pequefia proporcién
de grupos acetilo (0,5%). Los estudios de metilacién de
este polisacirido - indicaron que se trataba de un galactosa-

minoglicano de cadena larga unido exclusivamente por enlaces
1 — 4 y sin grupos fosfato. La rotacién 6ptica especifica
de este polisacdrido Ei]D+ 118° (6M HC1), indicé que los
residuos de galactosamina tenian configuracién -&{. En
contraposicién a los resultados de Mc Cormick y col.,
(1970), este galactosaminoglicano no era soluble en HC1

1M, y sb6lo se solubilizé en HC1l 6M. La razén de esta dife-
rencia no se conoce, pero puede ser atribuida o bien a una
pureza menor del polisacirido aislado por Mc Cormick y co-
laboradores, o bien a un diferente modo de unién de las uni
dades de galactosamina.

Neurospora crassa puede excretar al medio de cultivo
un homopolimero de elevado peso molecular conteniendo ga-
lactosamina parcialmente acetilada (Reissig, 1968; Reissig
y Glasgow, 1971), que es similar al extraido de la pared ce
lular de las hifas vegetativas de este microorganismo
(Distler y Roseman, 1960; Harold, 1962; Reissig y Glasgow
1971). Este polisacidrido extracelular inhibe el crecimiento
del hongo, causa vacuolizacifén y aglutinacién de sus cé-
lulas, y precipita su proteina de membrana purificada. Su
peso molecular es aproximadamente 106; cuando se acetila
totalmente pierde sus actividades biol6gicas.
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La cantidad de glactosamina en la pared celular varia
con factores genéticos (Gratzner, 1972; Livingston, 1969;
Trevithick y col., 1966).

Los polimeros conteniendo galactosamina y galactosa
son todavia menos .frecuentes que los que s6lo contienen ga-
lactosamina.

White y Sussman (1963) encontraron un heteropolimero
formado por un 54% de galactosa, un 25% de galactosamina y
un 9% de 4dcido galactGronico en los sorocarpos de Dictyos-
telium discoideum; polisacdridos similares han sido descri-
tos en otras especies de este Mixomiceto tales como D. muco-
roides y D. purpureum, asi como en Polysphondilium wiola-
ceun.

Trotter y Whisler (1965) encontraron evidencias cro-
matograficas de polimeros de galactosamina (30%) y de galac
tosa (10%) en la pared celular del Trichomiceto Amoebidium
parasiticum, no encontrando evidencias de quitina, ni de
celulosa.

Gorin y Eveleigh (1970) aislaron del liquido de cul-
tivo de Aspergillus nidulans un polisacdride compuesto por

N-acetil-D-galactosamina y D-galactosa en la proporcién
1:1,8, al que denominaron '"2-acetamido-2-deoxi-D-galacto-
D-galactano'". Las unidades de azlcar estaban distribuidas
al azar en la cadena, no siendo detectadas cantidades apre-
ciables de unidades de N-acetil-D-galactosamina consecuti-
vas. La proporcién de galactosa a N-acetil-D-galactosamina
se mantuvo constante en el polisacirido durante el periodo
de incubacidén, por lo que parecia tratarse de un heteropolf
mero. Se le asign6é configuracién o« , ya que mostré una ro



tacidn especifica positiva alta. Segln los resultados

de la oxidaci6n con periodato y posterior degradacién de
Smith, las unidades de hexosa y hexosamina estaban unidas
por enlaces 1 — 4,

Bardalaye y Nordin (1976) aislaron por extraccién
alcalina de las paredes de las'hifas de Aspergillus niger,
(crecido en cultivo en superficie) un heteropolisacédrido
al que denominaron '"galactosaminogalactano', cuya composi-

cibén en peso determinada por cromatografia en papel y de
gases y por anidlisis colorimétricos era galactosa 70%,
galactosamina 20%, glucosa 6% y acetilo 1%. Los cilculos
realizados a partir del % de acetilo, indicaban que alrede-
dor del 20% de la galactosamina estaria N-acetilada. Los
resultados de la degradacidén de Smith, metilacién, desami-
nacién oxidativa con dcido nitroso y rotacién 6ptica, indi-
caron que el galactosamindgalactano era un polimero lineal
cuyas unidades de hexopiranosa estaban unidas casi exclusi-
vamente por enlaces & -(1 — 4). La hexosamina estaria dis
tribuida al amren la cadena, y el grado de polimerizacié6n
seria alrededor de 100. E1l galactosaminogalactano represen
té alrededor del 0,6 a 0,8% del peso seco de la pared de
las hifas. Era insoluble en agua, 4lcali IN caliente, dime-
tilsulféxido, dimetilformamida y urea 8M, pero se disolvié
lentamente en cloruro de guanidinio 6M. El1 modelo de di-
fraccib6n de rayos X obtenido para el galactosaminogalacta-
no de A. niger indicaba una estructura no cristalina para
las cadenas del polimero.

En nuestro laboratorio se observé una alta viscosidad
en el medio de cultivo del hongo filamentoso Aspergillus
nidulans en un experimento inicial. La alta viscosidad difi
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cultaba la filtracién a través de la tela de algoddn, uti-
lizada para separar el micelio del liquido de cultivo, e in
dicé la presencia de un polimero de elevado peso molecular.
Un polisacérido extracelular fue aislado del medio de culti
vo al afiadir etanol o metanol (v/v), resultando ser un po-
limero bastante puro de galactosamina parcialmente aceti-
lada y galactosa, unidas por enlaces ol-1,3 predominante-
mente, lo que le diferenciaba del galactosaminogalactano

o -1,4, descrito por Gorin y Eveleigh (1970).

El objeto de esta Tesis es el estudio de la compo-
sici6n, estructura y fisiologia de la produccién de este
polisacdrido extracelular de A. nidulans. El galactosamino
galactano descrito en este trabajo y los descritos previa-
mente constituyen una nueva clase de polisaciridos fGngicos.

Su posible interés comercial dependeri de sus carac-
teristicas de viscosidad y otras propiedades reolégicas, ya
que las diferencias existentes en la composicién quimica de
polisaciridos potencialmente tGitiles, junto con las diferen-
cias encontradas en polimeros excretados por distintos aisla
mientos de la misma especie, hacen imposible predecir las
propiedades fisicas de un polisacirido nuevo (Sutherland,
1972).
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Clasificacifén de Aspergillus nidulans

Divisidn : Eumycota

Subdivisién : Ascomycotina

Clase : Plectomycetes

Orden : Eurotiales

Familia : Eurotiaceae

Género : Aspergillus (sinénimo de Emericella en la fase
ascospbrica o estado perfecto).

Especie: A. nidulans (sin. E. nidulans).

Actualmente se aplica el género Emericella a todos
los Eurotiales del grupo Aspergillus que poseen cleistote-
cios rodeados por una masa de células de Hiille. Dentro de
este grupo se encuentra Aspergillus nidulans que tiene
cleistotecios de color rojizo o pdrpura rodeados por hifas
estériles y células de Hulle (Ainsworth, 1973).
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MATERIALES Y METODOS

I.- MICROORGANISMO

Se ha utilizado el hongo filamentoso Aspergillus
nidulans Eidam (Wint.) n°2544 de la Coleccibn Espafiola de
Cultivos Tipo. Otros aislamientos utilizados de A. nidulans
han sido los n®1701 y 1071 de la colecci6n del Dr. Ramirez.

II.- MEDIOS DE CULTIVO

1.- Medio de mantenimiento. El microorganismo se mantu .
vo en tubos inclinados preparados con el medio Bacto pata-
ta dextrosa agar Difco) 39 g/l y extracto de levadura
(Difco) 1 g/1, pH final 5,6. Los cultivos se incubaron
a 25°CY 1,

2.- Medio para la produccifn de polisacidrido. El me-
dio de cultivo sintético utilizado tenia la siguiente com-
posicién : Glucosa, 20 g; asparagina, 2 g; casaminodcidos
(Difco), 2 g; KHZP04, 0,5 g; MgSO4.7H20, 0,5 g; FeSO4.7H20,
0,5 mg; ZnSO4.7H20, 0,5 mg; CuSO4.SH20, 0,02 mg; MnC12.4H20,
0,02 mg; NaMoOd.ZHZO, 0,02 mg; tiamina, ‘1 mg;agua destilada
hasta completar 1 litro. Los cambios en las fuentes de ni-
trégeno y carbono utilizadas, asi como su concentracién y
otros detalles se darin junto con los experimentos indivi-
duales.

El medio se ajusté a pH 6,5, fue repartido en matra-
ces Erlenmeyer que se taparon con algod6n y fue esteri-
lizado en autoclave a 120°C durante 15 minutos.
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Como inéculo se empled una gota de una suspensidn
de conidios de A. nidulans preparada afiadiendo agua destila
da estéril al tubo donde previamente se crecib el hongo.

Para los estudios fisiol6gicos se utilizaron matra-
ces de 250 ml con 25 ml de medio y se incubaron estitica-
mente a 25°C? 1, tomindose muestras por duplicado a distin-
tos tiempos de incubaciébn.

Para los estudios de composicién y purificacién
del polisacirido se utilizaron matraces de 1 litro con
500 ml de medio y se incubaron en agitacién a 100-150 r.p.m.,
recogiéndose los cultivos entre los 6 y 10 dias de incuba-
cién, una vez agotada la glucosa del medio.

ITI.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL POLISACARIDO

1.- Aislamiento. El1 micelio formado se recogi6 por
filtracién a través de tela de algodén y se desecé a 60°C
hasta peso constante.

En los caldos metab6licos se midi6 el pH y se deter
mind la glucosa residual.

Para el aislamiento del polisacdrido los caldos de
cultivo fueron tratados con etanol o metanol (v/v), formin
dose un precipitado fibroso y cohesivo que se recogif con
una espitula. Este material se lavé dos veces con etanol
o metanol y se desec6 a 60°C hasta peso constante. En
cultivos viejos el precipitado no se adhiri6 a la espédtula,
y tuvo que ser recogido por centrifugacibén. Una vez seco el
polisacdrido se pulverizd en mortero.
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2.- Purificacibn

a) Fraccionamiento del polisacirido por
precipitacién con sales de amonio cuaternario

Se utiliz6 el método de Scott (1965). Este método se
basa en que los cationes detergentes, tales como cetiltri-
metilamonio (CTA), forman sales con los polianiones, las
cuales son muy insolubles en agua. Los polisacidridos neu-
tros no reaccionan con estos reactivos, excepto como com-
plejos de borato, o a un pH muy alto, cuando algunos gru-
pos hidroxilo se ionizan.

Los polisaciridos 4cidos y neutros pueden ser ficil-
mente separados precipitando los primeros directamente con
reactivos tales como bromuro de cetriltrimetilamonio
(BCTA) en solucibn 4cida, neutra o ligeramente alcalina.
Los precipitados son solubles en algunos solventes orgé-
nicos y en soluciones salinas.

Reactivos: - NaZSO4 1,5M
- Solucién acuosa de bromuro de cetiltrimetila-
monio (BCTA) al S% (p/v)
- NaCl 4M

Procedimiento: A 100 ml de solucién de polisacéirido

(1 mg/ml) se le afiade 1 ml de solucién de NaZSO4 1,5M,
para aumentar la capacidad de agregacifn del polisacérido.
A continuacibén se afiaden 7,1 ml de la solucién de BCTA al
5% y se deja que tenga lugar la agregacibn en bafio a 37°C
durante 30 minutos.

En caso de que exista polisacirido 4cido, el precipi-
tado formado se recoge por centrifugacién. Para disociar
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el complejo y recobrar el polisacirido se afiade NaCl 4M
poco a poco, agitando, a 37°C. El material con peso mole-
cular elevado necesita 24 a 48 horas para disolverse com-
pletamente. Una veéz disuelto se afiaden 3 a 4 volGmenes

de metanol, precipitando el polisacdrido &cido como la sal
del catibén y quedando en el sobrenadanete la sal de amo-
nio cuaternario. Es aconsejable repetir varias veces la di
solucién en NaCl 4My 1la precipitacibén con metanol para
eliminar bien restos de la sal de amonio cuaternario.

b) Fraccionamiento del polisacirido con metanol

A 1000 ml de 1fquido de cultivo de Aspergillus
nidulans se le afiadié metanol poco a poco hasta que se
observ6é la aparicibn de polisacirido precipitado. Se cen-
trifugbé a continuacién. El sedimento se lavé dos veces con
metanol y se desecé a 60°C en estufa hasta peso constan-
te. Al sobrenadante se le siguid afiadiendo metanol poco
a poco, hasta la éparici&n de un nuevo precipitado. Esta
fraccién insoluble se aisl6 como anteriormente y el procedi
miento de precipitacifén se repiti6 hasta obtener una con-
centracifén de metanol del 50%.

IV.- ANALISIS QUIMICO

1.- Determinacifn de carbohidratos totales. Se ha
utilizado el método de la Antrona (Loewus, 1952). El1 4ci-
do sulffirico concentrado en caliente hidroliza los carbohi
dratos presentes en la muestra, produciendo ademis deshi-
dratacibn intramolecular de los monosaciridos formados.
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Las pentosas dan lugar a furfural y las hexosas a 5-hi
droxi-metil-2-furfural, que reaccionan con los grupos fe-
ndlicos de 1la antrona para dar lugar a complejos colorea-
dos cuya intensidad de color es proporcional a la cantidad
de carbohidratos del problema.

Reactivo:

Consiste en una solucién de antrona (9,10-dihidro-9-
oxo-antraceno) al 0,2% en HZSO4 concentrado (p/v); el
H,S0, concentrado se afiade agitando y enfriando en bafio de
hielo. El reactivo no es estable en solucién por lo que se
prepara en el momento de ser utilizado.

Procedimiento:

La muestra a analizar conteniendo de 20-200 pg de car
bohidratos, se completa con agua destilada a 1,5 ml. Se afia
den 3 ml del reactivo, en frio, y los tubos se agitan fuer
temente para mezclar bien su contenido. Inmediatamente se
meten en un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos,
después de lo cual se enfrian y se mide la absorbancia a
540 nm.

Para la curva patr6én se utiliza una solucién de glu-
cosa o del azficar que contiene el problema a la concentra-
cién de 200 yg/ml. 100 pe de una solucién de galactosa
dieron una lectura de 0,39.

2.- Determinacifén de proteina total. Se ha utilizado
el método de Lowry y col. (1951). La reaccibn se basa en
la oxidacién, catalizada por el cobre, de los aminofci-

dos aromidticos y otros grupos presentes en la proteina,



26

por un reactivo de tipo heteropolifosfato (reactivo
fosfomolibdico-fosfotlngstico).

Reactivos:

A) Carbonato sb6dico al 10% en hidr6xido s6dico al 0,1%
B) Sulfato de cobre al 0,5%

C) Tartrato s&dico-potdsico al 1%

D) Mezcla de 50 ml de A + 0,5 ml1 de B + 0,5 ml de C.

Se prepara en el momento de ser utilizado.
E) Reactivo de Folin-Ciocalteau en proporcién 1:1 con
agua destilada.

Procedimiento:

La muestra a analizar conteniendo de 20 a 100 pe de
proteina se completa a 0,6 ml ‘con agua destilada y se
afiaden 3 ml del reactivo D. Se dejan 10 minutos de re-
poso a temperatura ambiente y a continuacifn se agitan los
tubos y se les afiaden 0,3 ml del reactivo E; se agitan en
el momento y se dejan a temperatura ambiente 30 minutos.
Se mide la absorbancia a 750 nm frente a un blanco en el
que se ha sustituido el problema por agua destilada.

La curva patr6n se hace con seroalblmina bovina,
(200 Pg/ml) a partir de la cual se toman de 0,1 a 0,5 ml,
completando hasta 0,6 ml de agua destilada; 40 pe de 1a
solucién patrén dieron una lectura de 0,14. La concentra-
cib6n de proteinas se calcula por comparacién del proble-
ma con la curva estandard.

3.- Determinacifn de ion fosfato. Se ha utilizado

el método de Lowry y Lépez (1946). La reaccidn colorimé-
trica se basa en que al afiadir el molibdato se forma
fosfomolibdato que reacciona con el 4cido ascérbico



(sustancia reductora), dando 6xidos de molibdeno de color
azul, cuya densidad Sptica depende de la concentracién

de fosfato presente en la muestra. La reaccién se hace

en tampdn acetato a pH 4.

Reactivos:

- Acido ascérbico 0,1 g en 10 ml de agua destilada
(preparar en el momento y mantener en bafio de hielo).

- Molibdato aménico 1 g en 100 ml de HZSO4 0,05 N.

- Tampén acetato. Para preparar el tampbn acetato se
prepara primero la solucién de &cido acético 0,1 N y se
afiade acetato s6dico 0,025 N hasta llevarlo a pH 4.

Procedimiento: La muestra conteniendo de 10 a 100 pe de
fosfato, se completa a 1 ml con agua destilada, se

afiaden 4 ml de tampbn acetato y a continuacién 0,5 ml de
4cido ascbrbico y 0,5 ml de molibdato amfnico. Se deja re-
posar 15 minutos y se lee la absorbancia a 700 nm frente
a un blanco con agua.

La curva patrén se hace con NaH,P0,.H,0 138 mg/100 ml
(1o pmoles/ml) diluyendo a 1/10 y tomando concentraciones
de 0,1 a 0,9 pmoles; 0,30 Pmoles de solucién patrén dieron
una lectura de 0,235.

4.- Determinacién de amineazlicares. Se empleb el
método de Rondle y Morgan (1955), algo modificado.

El método se basa en la formacidén de un material cro-
mogénico cuando los derivados N-acetilados de los amino-
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azlicares se calientan en bafio a 100°C en solucién alcalina.

El crombégeno produce un croméforo o crom6foros al



tratarlo en solucién 4cida con p-dimetilaminobenzaldehido
etanf6lico. Las condiciones de pH durante la condensacibn

con acetil-acetona, conducen a marcadas diferencias en la
intensidad del color final. Por esta razbn es conveniente
eliminar bien el HC1l de los hidrolizados de polisaciridos
antes de hacer una determinacién de aminoazicares.

Reactivos:

- Reactivo de acetil-acetopa. 1 ml de acetil-acetona
se disuelve en 50 ml de carbonato sédico 0,5N. El reacti-
vo se prepara antes de cada determinacibn y es estable
por 2 © 3 horas a 18°C.

- Reactivo de Ehrlich.0,8g de p-dimetilaminobenzalde-
hido se disuelven en 30 ml de etanol y se afiaden 30 ml de
HC1 concentrado. La solucién deberi ser de color amarillo
pilido y carecer de material insoluble. Se mantiene bien
a temperatura ambiente en frasco topacio.

Procedimiento: La muestra conteniendo de 20 a 200 pg de
aminoazlicar, se completa a 1 ml con agua destilada y

se le afiade 1 ml del reactivo de acetil-acetona. El conte-
nido de los tubos se mezcla bien y la pared de cada tubo
se lava con 1 ml de agua destilada.

Los tubos se cierran con ampollas o canicas, que ac-
tGan como tapones evitando pérdidas de acetil-acetona, y
se calientan en bafio de agua hirviendo durante 20 minutos.

Se enfrian a temperatura ambiente y se afiaden 2 ml
de etanol, seguidos por 1 ml del reactivo de Ehrlich
(volumen total 6 ml). El1 contenido del tubo se mezcla sua-
vemente y se calienta 10 minutos en bafio a 65-70°C para
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acelerar la liberacitén de CO,. El calentar por encima de
70°C conduce a disminucién de la intensidad final del co-
lor. Después de enfriar a temperatura ambiente, el conteni-
do de los tubos se mezcla nuevamente y se mide la absor-
bancia a 530 nm frente a un blanco con agua. La curva pa-
trén se hace con una solucibén de aminoazficar (1 mg/ml)
tomando concentraciones de 50 pe a 200 pe- 50 pg de una
solucién de galactosamina dieron una lectura de 0,29.

Las intensidades de color guardan una relacién 1li-
neal con la cantidad de aminoazdcar presente entre 50 y
200 pe- El método descrito s6lo es apropiado para la es-
timacién de aminoazficares 1libres.

5.- Determinacifén de N-acetilglucosamina. Se utilizd
el método de Tracey (1955). La N-acetilglucosamina ha
sido determinada por la formacién de un crombgeno, que
reacciona con el reactivo de Ehrlich al calentar en solu-

cién saturada de borato s6dico, en ausencia de acetilace-
tona.

Reactivos:

- Solucién saturada de borato sédico.

- Reactivo de Ehrlich: 2 g de p-dimetilaminobenzalde-
hido disueltos en 100 ml de 4cido acético y § ml de HC1
concentrado.

- Acido acético glacial.

Procedimiento:

La muestra conteniendo 1 a 10 pe de N-acetilglucosami-
na se completa a 0,2 ml con agua destilada, se afiaden 0,1 ml
de una solucién saturada de borato sédico y se caliente en ba
fio de agua hirviendo 7 minutos. Se deja enfriar y se afiaden
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3 ml de 4cido acético y 0,3 ml del reactivo de Ehrlich.

Se esperan 20 minutos aproximadamente para que 'se desarrolle
un color violeta, que seri mis o menos intenso segdn la can-
tidad de N-acetilglucosamina presente en el problema. Se

lee la absorbancia a 540 nm frente a un blanco que tiene
agua en lugar del problema. La concentracitn de N-acetilglu-
cosamina presente en la muestra se obtiene por comparacién
con una curva patrén, hecha tomando distintos volGmenes
(0,05 ml a 0,3 ml) de una solucién 0,1 mM (2,21 mgt) de
N-acetilglucosamina. (6,63 pg de N-acetilglucosamina dieron
una lectura de 0,10).

6.- Determinacién de aztGcares reductores. Se deter-
minaron azGcares reductores por el método de Somogyi (1952)
y Nelson (1944).

El método se basa en la reduccidn del reactivo de co-
bre en medio alcalino por los azlicares reductores, y en la
determinacién del cobre reducido por reaccibn con reacti-
vos de arsenomolibdato, que dan compuestos coloreados. El
color obtenido es proporcional a la concentracibén de azG-
cares reductores presentes en el problema.

Reactivos: A) Reactivo de Somogyi

- 24 g de NaZCO3 anhidro + 12 g de tartrato s6dico- po
tdsico (sal de Rochelles) y disolver en 250 ml de agua des-
tilada.

- 4 g de CuSO4.5H20. disueltos en 40 ml de agua.
Agregarle la primera solucién agitando.

- Sobre la mezcla agregar lentamente 16 g de NaHCO3

- 180 g de NaZSO4 anhidro se disuelven en 500 ml de
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agua caliente y se hierve para expulsar el aire. Una vez
frio mezclar. Dejar a 30°C y en la obscuridad una semana,
filtrar y guardar en frasco topacio.

B)Reactivo de Nelson

- 25 g de molibdato aménico disueltos en 450 ml de
agua + 21 ml de H,S0, concentrado.

- 3 g de arseniato disédico (NaZHAsO4.7H20) en 25 ml
de HZO.

Mezclar ambas soluciones agitando.
Dejar en estufa a 37°C, 48 horas; guardar en frasco topa-
cio.
Procedimiento: Completar la muestra conteniendo de 10 a
80 pe de azficar reductor a 0,4 ml con agua destilada y
afiadirle 0,4 ml del reactivo de Somogyi. Meter en bafio
de agua hirviendo 15 minutos, enfriar y afiadir 0,4 ml del
reactivo de Nelson. Enrasar a 6 ml con HZO’ agitar bien
los tubos y leer la absorbancia a 540 nm. (El1 Zn interfie-
re en la determinacién).

La curva patrfén se hace con solucién de glucosa
1mM (18 mg/100 ml), tomando varias cantidades (0,1 -
0,4 ml); 36 Pg'de glucosa dan una lectura de 0,36 abro-
ximadamente.

7.- Determinacifn de &cidos hexurfnicos. Se emple&
el método de Dische (1947). Este método se basa en dos
reacciones: 1) la descomposicifn del &4cido hexur6nico
presente en la muestra por el HZSO4 concentrado, formindose
productos intermedios (4cido 5-formilfurfico parece ser
el principal), y 2) la reaccibn coloreada de estos pro-
ductos intermedios, que afin conservan el carbono carbo-
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nilico, con carbazol.
Reactivos:

- HZSO4 concentrado
- Solucién alcohblica al 0,1% de carbazol

Procedimiento: A 1 ml de la solucién problema conteniendo
S a 100 pe de &cido ur6nico se le afiaden enfriando 6 ml
de HZSO4 concentrado y se calienta 20 minutos en un bafio
de agua hirviendo. La mezcla se enfria a temperatura am-
biente y se afiaden 0,2 ml de una solucién alcoh6lica al
0,1% de carbazol puro, agitando.

Después de unos minutos aparece un color rosa, cuya
intensidad aumenta hasta unas 2 horas y permanece invaria-
ble al menos por 1 horas mis. Después el color disminuye
lentamente y pierde 1/3 de su intensidad en 24 horas.

Se lee 1a absorbancia a 530 nm. Se pusieron contro-
les de dcidos glucurfnico y galacturdnico, dando 100 pe
unas lecturas de 0,35 y 0,46 respectivamente.

La absorcién debida a la reaccifn de los azficares
verdaderos con el carbazol puede ser ficilmente deducida,
cuando se conocen la naturaleza del azficar y su concentra-
cién aproximada, poniendo un estandard de azlGcar en cada
determinacién.

8.- Determinacién del ion sulfato. Se empleb el
método de sulfato de bario (Casares, 1954). E1 método se
basa en la insolubilidad del sulfato birico formado a par-

tir de los iones sulfato de la muestra y el cloruro biarico
afiadido.
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Reactivos:

- Cloruro birico, 0,70 a 0,75 g disueltos en 200 ml
de agua destilada caliente
- HC1 diluido '

Procedimiento: A 150 ml de muestra se le afiaden 5 ml de
HC1 diluido. Se calienta el 1fquido hasta principio de ebu
11licidn y se mezcla con la solucién de cloruro birico tam-
bién caliente, o se afiade mediante una bureta gota a gota,
evitando afiadir un exceso, para lo cual se espera a que

el liquido se aclare y se comprueba si la precipitacibn

es completa afiadiendo un poco mis de BaClz.

El liquido caliente se deja enfriar completamente.
Se decanta el 1iquido claro sobre un filtro, se afiade un
poco de agua caliente al vaso que contiene el sulfato, se
decanta el agua y se repite la-decantacién 2 6 3 veces mis.
Finalmente se pasa el precipitado al filtro, y se termina
el tratamiento con agua caliente hasta que los liquidos
filtrados no precipiten con el nitrato argéntico(prueba
de que no existen iones cloruro).

El precipitado de sulfato birico se calcina y se pesa.

9.- Determinacifn de grupos acetilo. Se ha seguido
el método de Ludowieg y Dorfman (1960) algo modificado.

a) Determinacibén de acetilo total (0-y N-acetilo).

Los grupos N-acetilo de los polisacdridos por poseer
uniones fuertes requieren para su liberacién una metano-
lisis 4cida previa. En estas condiciones los posibles gru-
pos O-acetilo también son liberados, determinindose el con
tenido total de acetilo.
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En ambos casos se obtiene acetato de metilo que reaccio
na a temperatura ambiente con la hidroxilamina alcalina para
dar 8cido aceto-hidroximico; éste con sales férricas da lu-
gar a un complejo de color pGrpura que puede ser determinado
colorimétricamente.

Reactivos:

A) Clorhidrato de hidroxilamina, 0,35 M

B) NaOH 1,5 M :

C) Hidroxilamina alcalina (reactivo de Hestrin).
Esta solucifn se prepara en el momento de usar mezclando vo
lGmenes iguales de A) y B).

D) Acido perclérico, 0,75 M

E) Solucién de perclorato férrico (solucién de Hill).
Se prepara disolviendo 1,9 g de FeC13.6H20 en 5 ml de HC1
concentrado. A esta solucifn se afiaden 5 ml de &cido perclé-
rico al 70%. Se evapora entonces casi hasta la sequedad y se
diluye a 100 ml con HZO. El pH de esta solucién debe estar
entre 0,18 y 0,22, si no lo estd se ajusta afiadiendo 4cido
perclérico,

F) Soluci6én de HC1l 2M-metanol (reactivo para la desa-
cetilacién). El1 HCl1l seco se obtiene afiadiendo lentamente
70 ml de H2504 concentrado sobre 35 ml de HC1 concentrado.
El gas desprendido, después de pasarlo por un frasco lava-
dor conteniendo H,SO,, se recoge sobre 100 ml de metanol ab
soluto refrigerado con una mezcla de COZ s6lido-metanol. Una
alicuota de la solucifn HCl-metanol se valora con dlcali
estandard (indicador fenolftaleina) y se prepara una so-
lucitn 2 M por dilucién. La solucién es estable algunos




meses en la nevera y protegida de 1la humedad.

Las soluciones de clorhidrato de hidroxilamina 0,35 M
y perclorato férrico son estables hasta 1 mes en nevera.

Procedimiento:

1) Metanolisis 4cida (desacetilacién). Una cantidad
de polisacirido conteniendo de 1 a 10 pmoles de acetilo
se coloca en un tubo de ensayo, y se deseca en cimara de-
secadora con CaCl2 donde se ha hecho vacio. Se afiaden
0,5 ml de solucién HC1l ZM-metanol. La solucibén se enfria
algunos segundos con una mezcla de CO2 s6lido-metanol y
ripidamente se cierra el tubo a la 1llama. El1 tubo se calien-
ta en estufa a 100°C durante 4 horas, se enfria y se abre
cerca del extremo.

2) Determinacién del acetato de metilo. Se toman de
0,1 a 0,5 ml de la solucién del producto resultante de la
metanolisis, completando a 2 ml con metanol-HZO (v/v).
A continuacién se afiaden 2 ml de la solucifn de hidroxila-
mina alcalina. Se agita el tubo y se deja reposar 10 mi-
nutos. Se afiaden 2 ml de #icido perclfrico 0,75 M, se agita
bien y se afilade 1 ml de solucibn de perclorato férrico.
Pasados 5 a 10 minutos la absorbancia es leida a 520 nm. La
cantidad de acetato de metilo es estimada por comparacién
con una curva estandard de acetato de etilo.

La solucién estandardes acetato de etilo 0,005 M
en metanol-HZO (v/v). Alicuotas apropiadas de este estan-
dard se diluyen a 2 ml con metanol-HZO (v/v) para propor-
cionar cantidades que varian entre 1 a 10 Pmoles. Se usa
también un blanco de HCl-metanol.

35
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~ b) Determinacién de D-acetilos

Los grupos O-acetilo de los polisaciridos por poseer
uniones débiles se liberan con facilidad al tratarlos con
soluciones alcalinas diluidas a temperatura ambiente. El
ion acetato asi liberado reacciona con la hidroxilamina,
dando lugar a 4cido aceto-hidroximico.

El &cido aceto-hidroxfimico se determina colorimétri-
camente como en el apartado anterior.

Reactivos:

Fueron los mismos utilizados para la determinacién
de acetilo total, excepto la solucién de HC1l ZM-metanol.

Procedimiento: En un tubo de ensayo se pesa una cantidad
de polisacfrido que contenga de 1 a 10 Pmoles de O-acetilo,
y se afiaden Z ml de metanol-HZO (v/v). La determinacibn se
hace como la descrita anteriormente para el acetato de me-
tilo.

Por diferencia entre el contenido total de acetilo y
el de O-acetilos se puede obtener el de N-acetilos.

10.- Andlisis de aminoazGcares y amino&cidos. Fueron

determinados en el polisacdrido hidrolizado con HC1l con
un analizador automitico de aminofdcidos Jeol JLAC-S5AH
(Spackman y col., 1958). '

11.- Determinacién de nitrégeno. E1 nitr6geno presen-
te en el polisaclirido se determinémediante el método de
Kjeldahl, usando el sistema de digestifén DS-6 y la unidad
de destilacién 1001 de TECATOR. Las ventajas que presenta




37

este sistema son: fécil manejo, gran velocidad en las deter
minaciones, técnica quimica ya conocida, economfa y poco
espacio de trabajo.

Reactivos y productos:
- HZSO4 concentrado

- H,0, 30%
- Tabletas Kjeltabs de Tecator ( compuestas por KZSO4
y Se) '
Procedimiento:

1°) Preparacién de la muestra: En tubo de digestién
afiadir por este orden:

- 50 mg de polisacirido pulverizado
- 1/4 de tableta Kjeltabs de Tecator
- HZSO4 concentrado, 2 ml

= H202 308, 1 ml

2°) Mineralizacifn de la muestra: E1 tubo de digestién
con la muestra se coloca en la unidad de digestién
(digestor) a 390°C durante 30 minutos. Los vapores de SO2
formados son eliminados mediante una bomba de vacio. La
reaccidén que tiene lugar es la siguiente:

N (orginico) + H,S0, Se (NH,), SO, + SOZT

46——)
(Se = catalizador; Q = calor)

Pasados 30 minutos se enfrian los tubos de digesti®n.
Se afiaden 50 ml de agua destilada y se agitan bien los tubos
para disolver las sales. Se conecta el tubo de digestién a
la unidad destiladora.
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3°) Destilacién: a) Ataque con dlcali: Afiadir sobre la
muestra digerida 12,5 ml de NaOH al 40%. La reaccidn que

tiene lugar es:

——
(NH,) ,S0, + Z NaOH &F———= NaZSO4 + 2 NH ,OH

b) Arrastre de vapor, y recoleccién de
100 ml de NH3 destilado sobre 25 ml de una solucién prepara-
da disolviendo 40 g de dcido bbérico en 600 ml de agua, a

la que se afiade una mezcla indicadora compuesta por 10 ml
de verde de bromocresol al 0,1% en alcohol y 7 ml de rojo
de metilo al 0,1% en alcohol; el volumen final se ajusta
a 1000 ml con agua.

Ql
Reacciones: NH40H eseam——4 NH3 + Hzo
NH, + HBO, &——— NHZ + BO,

(Q' = calor)

4°) Valoracibn. El borato amdénico formado es valorado
con HC1 0,01 N. El &cido b6rico por ser extremadamente dé-
bil es desplazado del borato aménico por el HCl, seg@n 1la
siguiente ecuacibén: HC1l + BO% — HBO, + c1”
Miliequivalentes de HC1l = miliequivalentes de NH;.
El indicador mis adecuado es verde de bromocresol + rojo de
metilo, que fue afiadido previamente al matraz donde se reco-
gid el destilado.

5°) Cédlculo del porcentaje de nitrégeno presente en la
muestra. Se hace mediante la f6rmula:
(A-B) x 14,007 x 0,01

(%) N = 100 x
mg muestra

Donde: A= ml de HC1 0,01 N consumidos por la muestra
B=" " " " consumidos por un blanco con agua
14,007 = peso atdémico nitrégeno
0,01 = normalidad HC1
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12.- Andlisis elemental. El anfdlisis elemental del
polisacdrido se realizé con un Analizador Elemental Perkin-
Elmer 240.

La combustién de la muestra tiene lugar en una atmés-
fera de oxigeno en presencia de tungstato de plata y 6xido
de magnesio, en un tubo de combustién. Los productos ga-
seosos resultantes de la combustién son arrastrados por
una corriente de helio a un tubo de reduccidén donde, los
6xidos de nitr6geno son reducidos a nitrégeno molecular
y es retenido el exceso de oxigeno. La mezcla, compuesta
ahora por vapor de agua, diéxido de carbono, nitrégeno y
helio, se recoge en un recipiente esférico de cristal
de 300 ml de capacidad, ajustando la presifén a 2 atmdésferas
aproximadamente y manteniendo la temperatura constate.

Alcanzado el equilibrio l1la mezcla de la muestra se
expande en un sistema de muestra elongado, y pasa a
continuacién por 3 pares de c&lulas de conductividad tér-
mica en serie. Entre el primer par de células hay una
trampa de adsorcifn con un material deshidratante (perclo-
rato de magnesio), donde queda retenida el agua. La di-
ferencia de conductividad té&rmica antes y después de la
trampa, leida en un registrador potenciométrico, refle-
ja la concentracifén de agua, y por tanto la cantidad de
hidr6geno en la muestra original.

Una medida similar se hace de la salida de sefial del
segundo par de células de conductividad, entre las cuales
hay una trampa que retiene el diéxido de carbono.
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El gas restante, compuesto s6lo por nitrégeno y helio,
pasa por una célula de conductividad cuya salida es compa-
rada con la de una célula de referencia, por la cual flu-
ye helio puro, obteniéndose de esta forma la concentra-
cién de nitrégeno.

Para el andlisis de oxigeno, el tubo de combustién es
sustituido por un tubo de pirolisis de cuarzo, conteniendo
carbono platinizado, y el de reduccifn es sustituido por
otro conteniendo 6xido de cobre. Las temperaturas de opera-
cibén se ajustan y se corta el suministro de oxigeno. La mues-
tra es pirolizada en una atm6sfera de helio, formindose CO
que es oxidado por el 6xido de cobre a COZ’ el cual es de-
tectado y medido de la misma forma que se analizé el carbono.

V.- ANALISIS ESTRUCTURAL

1.- Hidr6lisis

a) Hidr6lisis enzimftica

El polisacirido se trat§ enzimiticamente con el 1liqui-
do de cultivo y con enzimas comerciales (quitinasa y d&|-
galactosidasa).

Reactivos:

- Tamp6n borato-citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,5§
(Teorell y Stenhagen, 1938)
- Sustrato. Se prepara una solucién con 1 a Z mg de
polisacdrido por 0,9 ml de tampén borato-citrato-fosfato.



Procedimiento: En un tubo de ensayo se tomaron 0,9 ml

de sustrato y 0,1 ml de liquido de cultivo o bien 0,1 ml
de una solucidén de enzimas comerciales (1-5 mg/ml} & de
enzimas precipitada§ del 1iquido de cultivo por cualquiera
de los siguientes procedimientos : 1) Acido ténico al

1 $ (Shibata y Nisizawa, 1965), 2) Sulfato aménico al
60%, 3) etanol al 50% 6 4) acetona al 30%. Los tubos se
agitaron suavemente y se incubaron a 37°C por distintos
periodos de tiempo; cuando el tiempo de incubacién fue
superior a 6 horas, los tubos se taparon con un algodén
impregnado en tolueno y papel de plata. Paralelamente se
incubaron blancos de enzima y sustrato. La reaccifn se
pard metiendo los tubos en bafio a 100°C, 5 minutos.

En caso de producirse hidr6lisis enzimitica del poli-
sacirido, el poder reductor liberado se determina con el
método de Somogyi (1952) y Nelson (1944).

b) Hidrélisis quimica

5-7 mg de polisacirido se hidrolizaron con &4cido clor-
hidrico de distintas concentraciones y por distintos perio
dos de tiempo en estufa a 105°C. En los tubos de hidré6li-
sis se hizo vacio con bomba de agua (-60 cm) para evitar
oxidacién de los productos resultantes. E1 exceso de icido
se elimind lavando los hidrolizados con 1 ml de agua des-
tilada 2-3 veces, calentando a 40-50°C en desecador con
vacio, sobre pentéxido de f&sforo y lentejas de sosa.

Una vez neutralizados, los hidrolizados se resuspendieron
en 0,5-0,7 ml de agua, de modo que la concentracibn fi-
nal fuera en todos los casos 10 mg/ml.
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2.- Cromatografia en papel. De las soluciones anterio-

res de polisacfrido hidrolizado en agua (10 mg/ml),se
tomaron 50-100 microlitros con micropipeta y se aplica-
ron al papel de cromatografia. Se utilizaron como control
soluciones de azficares y aminoazlicares (1 mg/ml), apli-
cando sobre el papel 40 microlitros de cada una.

Los azficares y aminoazlicares presentes en los hidro-
lizados fueron identificados por cromatografia descenden-
te en papel Whatman n°1. Para conseguir um mejor separa-
cién de los azficares neutros el papel se tampondé con tam-
pén fosfato sédico-potdsico 0,066 M, pH 5,5.

Solventes:

1) Para azficares: n-butanol-acetona-agua (4:5:1). Tiem
po de elucién 48 horas.

2) Para aminoazlicares: n-butanol-piridina-HC1l 0,1N
(5:3:2). Tiempo de elucién 24-48 horas.

Reactivos para revelado:

1) Ftalato de anilina. Se utilizé para la identifica-
cién de azGcares neutros. Se disuelven 0,93 g de anilina
y 1,66 g de 8cido ftilico en 100 ml de n-butanol saturado
de agua. Se pulveriza el cromatograma y se calienta en
estufa a 105°C durante 5 minutos. Los azficares neutros
dan mancha color marrén (Dawson y col., 1962).

2) p-dimetilaminobenzaldehido. Se utiliz6 para identi-
ficacifn de aminoazficares.
Se preparan 3 soluciones:
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a) 0,5 ml de acetil-acetona en 50 ml de n-butanol

b) 5 ml de KOH al 50% en 20 ml de etanol

c) Reactivo de Ehrlich. A 1 g de p-dimetilaminobenzal-
dehido se afiaden 30 ml de etanol, 30 ml de HCl concentrado
y 180 ml de n-butanol. La solucién se agita bien y se guar-
da en frasco topacio a temperatura ambiente.

Se mezclan 10 ml de 1la solucién a) y 0,5 ml de 1la so
lucidn b) y se pulveriza el papel. A continuacién se calien-
ta a 105°C, 5 minutos. Se pulveriza con el reactivo de
Ehrlich y se calienta el papel a 90°C S minutos.

Para la identificacifén de N-acetilhexosaminas no es
necesaria la condensacién previa con la acetilacetona.

Las hexosaminas dan manchas de color rojo cereza y
N-acetilhexosaminas de color plrpura (Dawson y col., 1962).

3) Nitrato de plata amoniacal-NaOH (Hough y Jones, 1962).
Para identificar azficares y aminoaztGcares. A 0,5 ml de una
solucidén acuosa saturada de nitrato de plata se le afiaden
100 ml de acetona; se forma un precipitado blanco que se di
suelve por la adicién de agua destilada gota a gota. El pa-
pel se sumerge en este reactivo y se deja secar 3 a 4 minutos.
A continuacién los papeles se pulverizan con NaOH 0,5N en
etanol acuoso preparado diluyendo una solucién acuosa al 40%
de NaOH con etanol. Los azficares reductores forman répi-
damente manchas marrones a negras; muchos carbohidratos o
derivados de carbohidratos pueden ser detectados con este
reactivo. Después de 5°a 10 minutos el papel se sumerge en
amoniaco con agua (proporcién 1:3), se lava rdpidamente con
agua corriente de 15 a 30 minutos y a continuacién se seca.



3.- Oxidaci6n del polisacirido con periodato sédico

Cuando los glicoles vecinos se tratan con &cido pe-
riédico o sus sales, tiene lugar la ruptura de la cadena -
carbonada entre los dos grupos hidroxilo formindose dos
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grupos aldehidicos y consumiéndose una molécula de perio- -

dato.

: 10,
R-CHOH-CHOH-R' ——2—4P~ R-CHO + R'-CHO + IO;

Bl} el caso de o{ﬁb’-trioles ocurre una doble ruptura
de la cadena carbonada con la formacibén de dos grupos al-
~dehidicos, liberidndose una molécula de &dcido férmico y -
consumiéndose 2 moléculas de periodato.

210;
R-CHOH-CHOH-CHOH-R" ———i"mR-CHO + HCOOH + R' -CHO + ZIO;

Consecuentementé, en un polisacirido las unidades ter-
minales no reductoras, o las unidades no terminales con
uniones (1— 6) teniendo 3 grupos hidroxilo adyacentes,
serin rotas por 2 moléculas de periodato, para dar 1 molé
cula de dcido férmico (Fig. 1).

CHz0H
c/L-—o .
2103 H >|
£iVq g ICIH O—+HCOOH+2!O§
0

Fig. 1. Unidad terminal no reductora
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Las unidades no terminales unidas por enlaces (1—» 2)

6 (1—»=4) sufren ruptura por | molécula de periodato, no
liberdndose 4cido férmico (Fig. 2).

CH,0H _CH0H
O_H
c?‘—o— +103

" H . H ) ‘Vr
: OH H -
—0 : o— _191. -0 Hﬁ ¢
H OH 0 0

Fig. 2 Unidad no terminal con unién en Cy

Las unidades que no poseen grupos hidroxilo adyacentes,
tales como unidades no terminales unidas por enlaces
(1— 3) o unidades implicadas en ramificaciones en los car
bonos 2 y 4 no son afectadas por periodato.

Las unidades terminales reductoras unidas por enlaces
(1—» 2) 6 (1—» 3) sufren ruptura por 1 molécula de perio
dato, no liberidndose 4cido férmico (Fig. 3).

CHOH CHPH
H O H - /{—— H

Gon o5 My +103
OH} OH Il Hc-{ oH

H o Ty

Fig. 3. Unidad terminal reductora con unidén en CZ



Las unidades terminales reductoras unidas por enlace
(1—» 4), consumen 2 moléculas de periodato, produciendo 1
molécula de 4cido férmico (Fig. 4).

- oM : CH0H
H o H H AR O\
OH, H! 2103 CH + HCOOH + 2103
—0 10H —£4. o HC g
OH g

Fig. 4. Unidad terminal reductora con unién en Cy

Las unidades terminales reductoras unidas por enlace
(1—» 6) consumen 3 moléculas de periodato, produciendo
2 moléculas de 4cido férmico (Fig. S).

?
CHp
102 f—
_3tos HC H H + 2HCOOH + 3103
o

o=

Fig. 5. Unidad terminal reductora con unién en C6
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El periodato oxida los aminoazficares con la libera-
cién de amoniaco y la ruptura del enlace carbono-carbono.
Nalo
- NH,CH - CHOH - ——3 - CHO + -CHO + NH,
En el caso de estar N-acetilados, los grupos acetilo
dificultan la oxidacidén entre los carbonos 1-2 y 2-3

(Bardalaye y Nordin, 1976).

Asi, la oxidacién de un polisacérido y la determina-
cién cuantitativa de los moles de periodato consumidos, el
dcido férmico liberado y la proporcién de las unidades de
azficar no atacadas, nos dan informacién sobre la naturale-
za y proporcién de los enlaces glicosidicos presentes en
el polisacérido.

La oxidacién del polisacirido de A. nidulans y 1la
determinacidn del periodato consumido se hizo siguiendo el
método de Aspinall y Ferrier (1957). El consumo de perioda
to se determiné espectrofotométricamente midiendo a lo
largo de la oxidacién la disminucién en absorbancia a 223 nm
del ion periodato, que es proporcional a la concentracién
de dicho ion.

Reactivos:

- Solucién de periodato sbdico 0,03 M
- Solucién patrén de glucosa 3,53 Pmoles/ml

Procedimiento: 100 ml de una suspensidn de polisacirido

(1 mg/ml) se mezclan con 100 ml de la solucién 0,03 M de
periodato sédico (quedando la solucién 0,015 M) y se incu-
ba a temperatura ambiente en la obscuridad.
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Cada cierto tiempo se toman 20 pl de los problemas y
de 1la solucién de glucosa control, y se diluyen 250 ve-
ces. Se mide a continuacién absorbancia a 223 nm frente a !
un blanco con periodato sédico.

a) Valoracifn de dcido f6érmico en la mezcla de !
oxidacibén con periodato sddico (Hay y col., 1965).

El dcido f6rmico producido en la oxidacibén del poli_
sacdrido con periodato s6dico, se determind por titula-
cib6n directa con NaOH estandard.

Previamente a la determinacidn destruimos el exceso %
de periodato afiadiendo a 10 ml de la mezcla de oxidacibn
del polisacirido, y a un blanco de reactivo, 1 ml de eti-
lénglicol, dejdndolo en reposo 1 hora.

Para la valoracién de &cido f6rmico utilizamos NaOH
0,002M (previamente titulada con ftalato 4cido de potasio,
indicador fenolftaleina) usando como indicador rojo de me-
tilo. La diferencia de acidez entre el blanco y la muestra
representa el 4cido f6rmico liberado en la oxidacifn del
polisacérido.

b) Determinacifén de formaldehido en la mezcla de
oxidacibén con periodato s6dico (Kabat y Mayer, 1961).

El exceso de periodato se destruye por la adicién de
arsenito yelformaldehido producido en la oxidacién del po-
lisacdrido es determinado con &cido cromotrépico (4cido-
1,8-dihidroxi-naftalén-3,6-disulfénico).

Reactivos:

- Acido cromotr6pico. A 100 mg de 4cido cromotré-
pico se le afiaden 25 ml de agua destilada y 30 ml de
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HZSO4 concentrado. Guardar en botella topacio y preparar
solucién nueva cada dos o tres semanas.

- HC1 4N

- Arsenito 0,4M
Procedimiento: A 50 Pl de solucidn de polisacirido que ha
sido oxidado con periodato, se la afiaden 10 Pl de HC1 4N,
y 40 pl de arsenito 0,4M. Al afladir el arsenito se forma
color amarillo por la liberacién de iodo. Se deja reposar 5
minutos. Se afiade 1 ml del reactivo de 4cido cromotrépico,
se agita y se meten los tubos en bafio a 100°C durante 30
minutos. Al cgbo de este tiempo se lee la absorbancia fren
te a un blanco con agua a 570 nm. Se pone también un blan-
co con periodato. El color rosa-violeta formado es estable
por mids de 4 horas.

Para la curva patr6n se prepara una solucién de for-
maldehido (25 yg/ml) a partir de la cual se toman de
10 a 30 Pl completando a 0,1 ml con 25 pl de periodato
sédico 0,03M, 5 pl de HC1 4N, 40 Pl de arsenito 0,4M y
agua destilada. 0,50 pg dieron una lectura de 0,164. La
concentracifén de formaldehido en el problema se calcula
por comparacién con la curva estandard.

4,- Reduccibén e hidr6lisis del polisacirido oxidado
con periodato sbdico (degradacién de Smith). Tiene por
objeto convertir los dialdehidos resultantes de la oxi-
dacién con periodato en alcoholes, por ser éstos mids esta-

bles a la hidr6lisis 4cida. Se siguib el método de Sietsma
y Wessels (1977).



Reactivos:
- Tetrahiduro borato de sodio (NaBH4)
- Acido acético glacial
- HC1 concentrado

Procedimiento: La suspensién de polisacirido oxidado con
periodato s6dico se dializa durante 24 horas, frente a
agua destilada, para eliminar sales inorgénicas.

A 100 ml de la soluci6n dializada, conteniendo el po-
lisacirido oxidado, se le afiaden 75 mg de NaBH4 y se
deja que tenga lugar la reduccibn durante 16 horas a
18°C (temperatura ambiente).

A continuacién se afiade &cido acético para neutrali-
zar la solucifn y se dializa de nuevo frente a agua desti-
lada durante 24 horas.

La solucién dializada se concentra a la mitad de su
volumen en rotavapor, se afiade etanol (v/v), y el poli-
sacdrido precipitado es recogido por centrifugaci6n, la-
vado con etanol y acetona, y desecado en estufa a 40-50°C
hasta peso constante.

El polisacirido,oxidado y reducido, se hidroliza con
HC1 2N y 4N (10 mg/ml), durante 4 horas en estufa a 105°C
habiendo hecho el vacio en el tubo de hidrélisis para evi-
tar oxidacién de los productos resultantes.

El HC1 se dimina de los hidrolizados por evaporacié6n
en clmara desecadora a 40°C con vacio, y se lavan con
HZO hasta pH neutro.

Para eliminar restos de sales, se hizo extraccifn de
azficares y aminoazficares del hidrolizado con piridina
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(0,5 ml), y cromatografia en papel para identificar 1los
productos resultantes de la hidr6lisis. Como control se uti
lizaron soluciones de: glucosa, manosa, galactosa, galacto-
samina (1 mg/ml), glicerol (4 mg/ml), y treitol (2 mg/ml).
El solvente utilizado fué n-butanol-acetona-HZO (4:5:1);

el tiempo de elucidn 24 y 72 horas. Se revelaron con nitra-
to de plata amoniacal-NaOH (Hough y Jones, 1962).

S.- Espectfos infrarrojos. Fueron obtenidos por 1la

" técnica del bromuro potisico en un espectrofotfmetro infra
rrojo Perkin-Elmer 457. La presencia de sustituyentes en
polisacdridos, tales como grupos acetamido, carboxilo, y sul
fato, puede ser reconocida a partir de sus picos de absor-
cibn caracteristicos en el espectro infrarrojo. En muchos
casos también puede ser determinada la configuracién de 1los
enlaces interglicosidicos existentes en un polisacédrido, por
anilisis del espectro infrarrojo (Brimacombe y Webber, 1964).

VI.- OBTENCION DE PAREDES CELULARES A PARTIR DE MICELIOQO
DE A. NIDULANS

Se sigui6 el método de Bull (1970). El micelio, una
vez separado del liquido de cultivo, se macera durante una
hora en 400 ml de agua destilada. Se filtra y exprime el mi
celio, y se resuspende en 200 ml de tampdén fosfato sbédico-
potisico (6 de Sorensen) 0,033 My pH 6,8. A continuacibén se
tritura en Omni-Mixer durante 2 minutos en bafio de hielo.

Se centrifuga y se lava 3 veces con 200 ml de tampén fosfato
s6dico-potdsico (hasta que no de precipitado de polisacéirido
al afiadir un volumen de metanol). Se determina el peso hime
do obtenido de paredes y se ponen en SDS al 1% (10 ml/g de
paredes). Se trituran 2 minutos en Omni-Mixer y se dejan ma-
cerar durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se cen-
trifugan y lavan 5 veces con 200 ml de tamp6n sbdico-potdsico
a 4°C. Después se lavan con concentraciones crecientes de eta-
nol: 25, 50, 75 y 96%. Por Gltimo se lavan con acetona y se
desecan en estufa a 50°C hasta peso constante.
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VII.- VALORACION DE ENZIMAS EN EL LIQUIDO DE CULTIVO
DE A. NIDULANS.

1.- Precipitacién de enzimas del liquido de cultivo.

Se utilizaron varios procedimientos para la precipitacién:

a) Acido t&nico al 1%

A 50 ml del liquido de cultivo se afiaden 5,5 ml de
dcido tinico al 10% (el Acido t&nico queda al 1%). Se de-
ja sedimentar el precipitado formado, durante 1-2 horas, a
4°C. A continuacién se centrifuga y el sedimento se lava
3 veces con acetona frfia, para eliminar el Acido t#inico
residual. Se seca con corriente de aire y se guarda a 4°C
(Shibata y Nisizawa, 1965).

b) Sulfato ambénico al 60%.

A 50 ml del liquido de cultivo se le afiaden 19,5 g de
sulfato ambénico. El precipitado formado se deja sedimentar
24 horas en nevera (4°C). A continuacibn se centrifuga,

y el sedimento se disuelve en 1 ml de tampén borato-
citrato-fosfato 0,IM, pH 5,5 y se dializa 24 horas a 4°C
frente a agua destilada, para eliminar restos de sulfato
ambénico. La solucifn dializada se conserva a 4°C para pos-
terior utilizacién.

c) Etanol al 50%.

A 50 ml del liquido de cultivo se le afiade igual
volumen de etanol. El precipitado formado se deja sedi-
mentar 24 horas a 4°C. A continuacifn se centrifuga y
el sedimento se lava 3 veces con etanol frio. Se seca con
corriente de aire y se guarda a 4°C.
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d) Acetona al 30%.

A 50 ml del caldo de cultivo se le afiade acetona hasta
llegar a una concentracién del 30%. Se deja sedimentar el
precipitado formado durante 1 a 2 horas a 4°C. Se centrifuga

y se lava el sedimento 2-3 veces con acetona fria. Se
seca con corriente de aire y se guarda a 4°C.

2.- Preparacifn de tampén borato-citrato-fosfato
(Teorell y Stenhagen, 1938)

Este tampbén es vilido para un rango de pH entre 2 y 12.
Reactivos: - Solucibén A

a) 7 g de &cido citrico diluidos a 100 ml con
agua destilada.

b) 2 ml de 4cido fosfbrico, diluidos a 100 ml
con agua destilada.

c) A la mezcla de a) y b) se afiaden 3,54 g
de &cido ortobdrico cristalizado y 343 ml
de NaOH 1N, diluyendo la mezcla a 1 1litro.

- Solucién B. 1 litro de HC1l 0,1N

Para obtener solucién tamponada a distintos pH, a
20 ml de solucién A se afiade poco a poco solucién B hasta
conseguir el pH deseado. Después el volumen se ajusta a
100 ml1,(E1l volumen exacto que hay que afiadir de la solu-
¢ién B para cada pH, viene dado en las tablas Geigy o Teo-
rell y Stenhagen, 1938).

3.- Actividades enzimidticas valoradas en el liquido
de cultivo. Las enzimas fueron precipitadas del 1liquido
de cultivo con 4cido tafiico al 1% (Shibata y Nisizawa,
1965) .
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Reactivos:

- En todas las reacciones enzimiticas se utilizd
un tampén de borato-citrato-fosfato 0,1M pH 5,5, excepto
en la valoracién de 1la p-1,3-glucanasa (EC 3.2.1.6) que
el pH se ajustd a 4,5 (Mc Lellan y col.,1970).

- Las soluciones de sustrato utilizadas se prepararon
disolviendo 1-2 mg de sustrato, en 0,9 ml de tampén.

La solucién de laminarina, sustrato de la p-1,3-g1u-
canasa (EC 3.2.1.6), se calent§ en bafio de agua a 50°C
para ayudar a su disolucibn.

La quitina coloidal, sustrato de la quitinasa
(EC 3.2.1.14), se prepar6 de la siguiente forma: A
200 mg de quitina se le afiaden 5 ml de agua y 6,4 ml de
HZSO4 concentrado, agitando y enfriando. Una vez disuelta
la quitina, se agregan 108 ml de etanol frio al 50%
agitando. La quitina precipitada, se centrifuga y se lava
con agua destilada fria hasta que el pH sea 5, después
de 1o cual se centrifuga de nuevo. El sedimento formado
por finas particulas de quitina se guarda en nevera
para diluir en el momento oportuno. Determinando el pe-
so seco de 0,5 a 1 ml de una suspensién de quitina coloi-
dal y leyendo a 660 nm diluciones de esta suspensién,
se puede hacer una equivalencia de peso seco a densidad
6ptica (absorbancia). Determinacibn en 3 ml:
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Concentracién Absorbancia
53,3 pe 0,013
106,6 " 0,026
266,6 " 0,062

Procedimiento: En un tubo de ensayo se tomaron 0,9 ml

de una solucidn de sustrato y 0,1 ml de liquido de culti-
vo o bien 0,1 ml de una solucifn de enzimas en tampdn

(1 mg/ml). Los tubos se agitaron suavemente y se incubaron
a 37°C un tiempo determinado, segin la actividad que se
estuviera valorando. Cuando el tiempo de incubacién fue
superior a 6 horas, los tubos se taparon con un algodén
impregnado en tolueno, para evitar contaminaciones. Para
parar la reaccién enzimitica los tubos se metieron en ba-
flo de agua a 100°C 5 minutos. Paralelamente a los proble-
mas se incubaron blancos de enzima y sustrato. En la
Tabla 1 se detallan las actividades ensayadas, los sustra-
tos empleados, el tiempo de incubacién y el producto re-
sultante de la hidr6lisis enzimitica.

La glucosa y el 4cido galacturbnico, se determinaron
por el método de Somogyi (1952) y Nelson (1944). La
N-acetilglucosamina resultante de la hidr6lisis enzimiti-
ca de la quitina, se determiné por el método de Tracey
(1955).

4.- Extraccibn con piridina de los azficares resultantes
de la hidr6lisis enzimltica para cromatografia en papel.

Tiene por objeto eliminar de los hidrolizados enzimi-
ticos el tampdn borato-citrato-fosfato. Para ello los hidro
lizados se ponen en cédpsulas de porcelana y se evaporan
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en cimara desecadora con vacio,pent6xido de fésforo y
sosa, calentando primero a 60°C y luego a 30°C hasta el
secado total para evitar caramelizacifén de los azficares;

a continuacién se afiaden 0,5 ml de piridina, a cada cép-
sula, se introducen a bafio de agua a 50°C, se agita bien
el contenido, y el 1liquido se vierte en un tubo y se tapa.
Se afiaden otros 0,5 ml y se repite la misma operacién.

Si quedara después de la segunda extraccién sedimento del
tampén, se filtra el contenido de los tubos a través de
papel de filtro, previamente humedecido con piridina.

Los hidrolizados enzimiticos asi tratados se cromatogra-
fian a continuacidn.
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APARATOS UTILIZADOS

- Incubador orbital Gallenkamp IH-465

- pH-metro Crison mod. digit 74

- Espectrofotfmetro visible-ultravioleta Perkin-Elmer 55B

- Espectrofotémetro infrarrojo Perkin-Elmer 457

- Centrifuga Sorvall S$-3, rotor GSA

- Balanza analftica Mettler H-35 AR

- Estufa Sdecta mod. 200

- Omni-Mixer Ivan Sorvall Inc., Norwalk, Connecticut, USA

- Rotavapor Biuchi R. -

- Incubador estitico Mazzali IONOS 102

- Analizador elemental Perkin-Elmer 240

- Sistema Kjeltec I compuesto por la unidad de digestifn
DS-6 (Digestor 1007) y la unidad de destilaci6n 1001 de
Tecator Instruments

- Analizador automitico de aminodcidos Jeol JLAC-SAH
PRODUCTOS

Los productos utilizados en este trabajo proceden preferen-

temente de las casas Merk y Riedel- de Haen AG, Seelze-Hanno-
ver. Cuando no, son de grado analitico.

Las enzimas comerciales utilizadas proceden de las
casas Koch-Light (quitinasa fdngica EC 3.2.1.14) y Boehringer
( K -galactosidasa de semillasde café§ EC 3.2.1.22)
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RESULTADOS

I.- CARACTERIZACION DEL POLISACARIDO EXTRACELULAR DE
ASPERGILLUS NIDULANS

1.- Andlisis quimico

La composicién del polisacdrido extracelular de
Aspergillus nidulans se muestra en la Tabla 2.

Los aminoaz@icares (60-70%) se determinaron por -el
método de Rondle y Morgan (1955) en el polisacirido hidro-
lizado con HC1l 4N durante 2 horas (condiciones 6ptimas pa-
ra la liberacién de aminoazGcares), y se identificaron por
cromatografia en papel como galactosamina y trazas de glu-
cosamina (Fig. 6), utilizando para el revelado p-dimetila-
minobenzaldehido (Dawson y col., 1962).

Para 1la detgrminacién de carbohidratos totales (15-20%)
se pesaron en un tubo de ensayo unos miligramos de polisa-
cidrido, diluyendo en caso necesario con H2504-H20 (2:1) una
vez acabada la reaccib6n. En el polisacdrido hidrolizado
con HC1 2N durante 2 horas (condiciones 6ptimas para la
liberaci6én de azlicares), los azlcares se identificaron por
cromatografia en papel como galactosa y trazas de glucosa
(Fig. 7), utilizando para el revelado ftalato de anilina
(Dawson y col., 1962).

Para la determinacién de proteina total (1,5-3%),
a 6 mg de polisacirido se le afiadi6 | ml de NaOH IN, de-
jando que tuviera lugar la extracci6n de proteinas a tem-
peratura ambiente durante toda la noche. De esta solucién
se tomaron alicuotas para hacer la determinacién de proteina.

El ion fosfato (0,9-1,3) se determind en el polisa-
cdrido hidrolizado con HCl1 0,2N y 2N durante 2 horas.
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s » : |'_ G' u 'NH2
*&' . .—Gal -NH2
FIGURA 6

Cromatograma de aminoazficares del polisacdrido de
A. nidulans
Controles de galactosamina (Gal-NHZJ y glucosamina (Glu-NHz)

1= Hidrolizado con HC1 0,2N 2h
2= 1" " " 4N zh



62

FIGURA 7
Cromatograma de az@icares del polisacidrido de A. nidulans.
C= Controles de galactosa (a), glucosa (b) y manosa (c).
1= Hidrolizado con HC1 0,2N 2h
2= " "o 2N 2h
3= " " " 4N 2h
4= " Lo 4N 4h
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El ion acetato (11-13%) acetilaria aproximadamente
el 45-50% de la galactosamina.

Acidos urfnicos e ion sulfato no se detectaron en el
polisacérido.

Para el anilisis de aminofcidos y de galactosamina
con el analizador automitico de aminoidcidos, 6 mg de polisa
cdrido se hidrolizaron con 1 ml de &4cido clorhidrico 4N y
6N por distintos periodos de tiempo en estufa a 105°C. En
los tubos de hidr6lisis se hizo el vacio con una bomba de
agua (—6” cm) para evitar la oxidacién de los productos resul
tantes. E1 HC1l se elimind de los hidrolizados utilizando
rotavapor, y &stos se resuspendieron en 4 ml de HC1l 0,01N
y se llevaron al analizador automitico de aminodcidos. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3. El tripté6-
fano no se detectd ya que este aminodcido se destruye al
hidrolizar con HC1 4N & 6N.

El aumento en la cantidad de amonfaco con la concen
tracidén del 4dcido clorhidrico y con el tiempo de hidré6lisis
es debido a la destruccién de algunos amino4cidos.

Para los aminodcidos que son liberados lentamente
tomamos el valor mis alto obtenido.

Esta proteina parece una contaminacifn arrastrada
al precipitar el polisacirido del medio de cultivo.

El tiempo de hidrélisis y la concentraci6n de &dcido
clorhidrico 6ptimas para la liberacidén de 1la galactosamina
presente en el polisacirido es 2 horas HC1 4N, obteniéndose
un 73% de galactosamina. Estos resultados estin de acuerdo
con el contenido de galactosamina determinado por el método
de Rondle y Morgan (1955) y con el contenido de galactosami -
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na calculado a partir del porcentaje de nitrbégeno (4,82%),
obtenido por anfilisis elemental del polisacirido. En la
Tabla 4 se muestran los resultados del anfilisis elemental
del polisacirido. El oxigeno se ha calculado por diferencia.

TABLA 4. Andlisis elemental del polisacirido (%)

Carbono 41,59
Hidr6geno 6,39
Nitrégeno 4,82
Oxigeno 47,20

2.- Andlisis estructural

a) Oxidacién con periodato sb6dico del polisacirido. Valora-
cibén de 8cido férmico y formaldehido en la mezcla de
oxidacién. Degradacién de Smith. Identificacién de los
productos resultantes por cromatografia en papel.

En la Tabla S se muestra el consumo de periodato
s6dico para la glucosa y el polisacdrido a distintos tiem-
pos.

El polisacidrido apenas consumi§ periodato a las
192 horas, lo que podria indicar una predominancia de en-
laces 1-» 3, que no consumen periodato. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que un 45-50% de la galactosamina esti
N-acetilada, y que por tanto seri resistente a la oxidacién
con periodato, incluso estando sustituida en el carbono 4.

Los resultados de la valoracidn de 4cido férmico
en la mezcla de oxidacién con periodato se muestran en la
Tabla 6. La baja produccién de 4dcido férmico obtenida in-



TABLA 5. Moles de NaIO4 consumidos por mol de hexosa

anhidra oxidada

T° INCUBACION GLUCOSA POLISACARIDO
(horas)
0,5 2,25 0,06
1 2,49 0,10
2 3,40 0,24
4 3,84 0,28
7 3,74 0,22
24 4,20 0,32
30 4,02 0,33
48 4,50 0,29

192 4,44 0,26
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dica un bajo contenido de enlaces 1— 6.

La determinacidén de formaldehido en la mezcla de
oxidacidén con periodato di6 resultados negativos.

Conociendo los moles de periodato consumidos y el 4ci
do férmico producido, se puede calcular el porcentaje de
enlaces 1— 6, 1— 4 y 1— 3 en el polisacdrido, de acuerdo
con la siguiente relacién (Jeanes, 1965):

(%) Enlaces 1— 6 = n° moles dcido férmico x 100
" " 1— 4 = n° moles periodato x 100-(2x100x
n° moles de 4cido férmico)
" " 1— 3 = 100-% enlaces (1— 4 + 1— 6)
En la Tabla 7 se muestra el porcentaje de cada tipo
de enlace en el polisacdrido de A. nidulans.

Los productos.resultantes de la degradacién de Smith
del polisacdrido oxidado con periodato, fueron identifica-
dos por cromatografia en papel como galactosa y galactosa-
mina, utilizando para el revelado nitrato de plata amonia-
cal (Hugh y Jones, 1962). No fueron detectados glicerol, ni
treitol, confirmando la existencia de un polisacidrido con
uniones 1—> 3, predominantemente.

b) Espectroscopia infrarroja del polisacirido

En el espectro infrarrojo (Fig. 8A) las bandas de
absorcién a 820 y 850 cm" y la ausencia de absorcién a
890 cm”!
configuracién ol entre los resfduos de hexosa (Barker, Bourne,
y Whiffen, 1956). Las bandas a 1560 y 1650 en™? son caracte
risticas del enlace -CO-NH- presente en proteinas y en
grupos N-acetilo. La intensidad de estas bandas disminuyé
al calentar el polisacirido a 100°C con NaOH al 50% por

distintos periodos de tiempo (Figs. 8B y 8C), indicando la

, indican la existencia de enlaces glicosidicos con



TABLA 6. Valoracibén de &cido f6rmico en la mezcla de

oxidacibén con periodato sédico

moles de HCOOH/
residuo hexosa anhidra

Glucosa 4,90
Polisacirido 0,035

TABLA 7. Porcentaje de enlaces en el polisacirido

Tipo de enlace (%)
1— 6 3,5
1— 4 22,0

1— 3 74,5

68
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Transmitancia

i I 1 1 1 1 1 L ] 1 ]
4000 3500 3000 2500 2000 1600 1200 8C0O 4CO
Ndmero dz onda (cm™1)
Fig. 8. Espectros infrarrojos. (A) Polisacirido extrace

lular de A. nidulans, (B) 50 minutos de trata-
miento a 100°C con NaOH al 50%, (C) 3 horas de
tratamiento a 100°C con NaOH al 50%.
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existencia de grupos N-acetilo en el polisacirido. La
ausencia de absorcibén a 1750 cm'1 indica la no existencia
de grupos O-acetilo.

c) Hidr6lisis enzimfdtica del polisacfrido y actividades en-
zimiticas en el liquido de cultivo de A. nidulans

Con el fin de aislar la enzima o enzimas responsa-
bles de la degradaci6n del polisacdrido se emplearon matra-
ces Erlenmeyer de 1 litro conteniendo 100 ml del medio ba-
se con 4 g/1 de casaminodcidos como fuente de nitrégeno.
Los cultivos se incubaron estiticamente y se tomaron mues-
tras a los 30, 60 y 90 dias de incubacién. Las enzimas se
precipitaron del liquido de cultivo con Acido tédnico al 1%
(Shibata y Nisizawa, 1965). El precipitado enzimitico asi
obtenido no fue activo frente al polisacirido extracelular
en ninguna de las tres formas en que se tratd de hidroli-
zar éste: a) seco y pulverizado, b) en el liquido de culti-
vo dializado y c) en forma coloidal, es decir después de
aplicarle el tratamiento aplicado a la quitina para obtener
quitina coloidal. ‘

En vista de los resultados negativos obtenidos en 1la
hidr6lisis enzimitica del polisacirido cuando se traté con
el precipitado obtenido con Acido tédnico, se emplearon el
liquido de cultivo junto con micelio triturado, el liquido
de cultivo filtrado, o bien enzimas liticas obtenidas del
1fquido de cultivo por precipitacidn con sulfato aménico
al 60%, etanol al 50% 6 acetona al 30%, no obteniendo re-
sultados positivos en ninguno de los casos, a pesar de que
se llegb hasta periodos de incubacién de 10 dias, y a que
se aumentd cinco veces la concentracifn enzimédtica.
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Tampoco fueron activas frente al polisacirido las
enzimas comerciales que se utilizaron: o -galactosidasa
(Boehringer), ni quitinasa (Koch-Light).

Sin embargo, se detectaronotra serie de actividades
enzimidticas utilizando frente a distintos sustratos los
extractos enzimiticos obtenidos del 1liquido de cultivo
por precipitacidn con 4cido t&nico al 1%. Los resultados
se muestran en la Tabla 8. En general se observa que 1la
actividad especifica mfixima se obtiene cuando se utilizan
liquidos de cultivo de 60 dfias. En el caso de la quitinasa
y la @-1,6-g1ucanasa, la actividad especifica mixima se
obtiene en los liquidos de cultivo de 90 dias.

Los valores mids altos de actividad especifica se ob-
tuvieron para la @-I,S-glucanasa que actGa sobre el (3-1,3
glucano producido por Botrytis cinerea (1643 pmoles de glu-
cosa/mg proteina/minuto) y los mis bajos para la pectinasa
(0,77); la actividad especifica de esta Gltima enzima por
tanto es aproximadamente 2000 veces menor.

No se detectd actividad enzimitica frente a lactosa,
maltosa, melibiosa, o celulosa.

II.- FRACCIONAMIENTO DEL POLISACARIDO

1.- Precipitacién con bromuro de cetiltrimetilamonio al
5% /v

Por este método tratamos de averiguar la naturaleza
del polisacirido extracelular producido por A. nidulans. Es
te no precipitd con el bromuro de cetiltrimetilamonio, con-
firmando que se trataba de un polisacirido neutro.
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2.- Precipitacién con metanol

Para tratar de fraccionar el polisacidrido de A. nidu-
lans, al 1iquido de cultivo se le afiadieron distintas con-
centraciones de metanol, y se obtuvieron cuatro fracciones.

El peso seco de polisacéirido de cada una de las
fracciones y el porcentaje que representa con respecto al
total, se muestran en la Tabla 9.

Cada una de las fracciones obtenidas se hidrolizé
con HC1 2N y 4N durante 2 horas. También se hidrolizé po-
lisacirido precipitado con metanol (v/v), sin fraccionar,
para que sirviera como control. En la Tabla 10 se muestra
la composicién de cada una de las fracciones y del polisachi
rido sin fraccionar (Ft)‘ El polisacirido total (Ft) es el
que presenta un mayor contenido de aminoazGcares. De la
fracci6n 1 a la 4 se observa una disminucifén en el conteni-
do de aminoazficares y un aumento en el contenido de carbo-
hidratos. E1 contenido en iones fosfato y acetato es simi-
lar en todas las fracciones.

Los azficares fueron identificados por cromatografia
en papel como glucosa y galactosa (Fig. 9) en las fraccio-
nes de polisacirido hidrolizadas con HC1l 2N durante 2 horas.
La intensidad de las manchas de azlicar aumenta de 1la frac-
cién 1 a 1a 4, confirmando los resultados cuantitativos ob-
tenidos por el método de la Antrona (Loewus, 1952).

En el solvente utilizado para la separacitn de azG-
cares los aminoazficares quedan retenidos cerca del origen.
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p Man

Glu

- Gal

%

Ft . F.___ Fp . _Fg  Fq  C

FIGURA 9

Cromatograma de azlcares de las distintas fracciones de
polisacdrido precipitadas con metanol e hidrolizadas con HCl

2N durante 2 horas. C = controles de galactosa, glucosa y
manosa.
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FIGURA 10

Cromatograma de aminoazlGcares de las distintas fracciones
de polisacdrido preciﬁitadas con metanol e hidrolizadas
con HC1 4N durante 2 horas. C = controles de galactosamina(a)

y glucosamina (b)
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Los aminoazGcares fueron identificados por cromato-
grafia en papel como galactosamina (Fig. 10) en las frac-
ciones de polisacirido hidrolizadas con HC1 4N durante 2
horas. Se observa una disminucién en el contenido de galac-
tosamina de la fraccién 1 a la 4, confirmando los resulta-
dos cuantitativos obtenidos por el método de Rondle y Morgan
(1955) .

Los resultados obtenidos al precipitar con distintas
concentraciones de metanol el liquido de cultivo de A. nidu-
lans indican que es posible obtener una serie de fracciones
de polisacirido, cuyo contenido en aminoazlGcares disminuye
seglin aumenta la concentracidén de metanol utilizada en 1la
precipitacién. Por otra parte, al no existir diferencias
significativas en el contenido de acetato de las distintas
ffacciones, y haberlas en el contenido de aminoazGcares, las
fracciones precipitadas con mayor concentracién de metanol
tienen un mayor porcentaje de galactosamina N-acetilada.
Estos porcentajes son los siguientes:

F, = 45,77%, F,= 51,58%, F,= 52,32%, Fy= 58,45%, F,= 77,33%.

t 4

ITI.- SOLUBILIDAD DEL POLISACARIDO

1.- Tratamiento con agua destilada a temperatura am-
biente

A 200 mg de polisacdrido se le afiadieron 50 ml de
agua destilada poco a poco, utilizando el mortero y el ho-
mogenizador potter hasta conseguir una suspensién homogénea.
A continuacidén se centrifugb. Al sobrenadante se le afiadid
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metanol (v/v) obteniéndose un precipitado que se recogid
por centrifugacidén, se lavd dos veces con metanol y una
vez con acetona y se desec6 a 60°C hasta peso constante.
Esta operacidn se repitié en el sedimento hasta que al
afiadir metanol (v/v) al sobrenadante no se observé la apa
ricibén de precipitado de polisacirido. El esquema seguido
se muestra en la Fig. 11, junto con el peso seco de cada
fraccién y el porcentaje que representan con respecto al
peso seco inicial del polisacéirido.

El polisacirido de A. nidulans una vez precipitado
del 1iquido de cultivo por la adicién de alcohol (v/v}
pierde su solubilidad en agua. El porcentaje de polisac4-
rido que se disolvi6 en agua fue del 3,3% y la recuperacibén
fue del 75,2%.

2.- Tratamiento con HC1l IN a temperatura ambiente

A 200 mg de polisacdrido se le afiadieron poco a poco
50 ml de HC1 1N, utilizando como en el tratamiento ante-
rior el mortero y el homogeneizador potter. A continua-
cién se centrifugé. El sobrenadante obtenido se neutralizd
con NaOH al 40% y se le afiadi6 metanol (v/v)obteniéndose
un precipitado que se recogif por centrifugacibn, se lavé
dos veces con metanol y una con acetona y se desecS a 60°C
hasta peso constante. El sedimento se trat6§ de nuevo con
HC1 1N hasta que al afiadir metanol al sobrenadante no se
observ6 la aparicibén de precipitado, sefial de que no se di
solvia mis polisacdrido en HC1l 1IN (Fig. 12). El porcentaje
de polisacdrido disuelto fue del 1,9%, y la recuperacibn
obtenida del 80,45%. El polisacdrido por tanto es menos so -
luble en HC1 IN que en agua,
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3.- Tratamiento con NaOH 1IN a temperatura ambiente

Sobre 100 mg de polisacirido extracelular de Asper-
gillus nidulans finamente pulverizado se afiadieron poco a

poco 50 ml de NaOH 1N utilizando un mortero y un homogeniza
dor potter hasta conseguir una suspensién homogénea. A
continuacién se centrifugé. El sobrenadante se neutralizd
con HC1 concentrado y se le afiadié metanol (v/v), obteniendo
un precipitado que se recogié por centrifugacifn y se lavé
dos veces con metanol y una vez con acetona y se desec6 has
ta peso constante a 60°C. El sedimento se volvid a tratar
con NaOH 1N hasta que al afiadir metanol (v/v) al sobrenadan
te no se observ6 la aparicién de precipitado, indicando 1la
ausencia de polisacirido disuelto en NaOH 1IN. El esquema
seguido fue similar al de los tratamientos anteriores, uti-
lizdndose un volumen total de NaOH iN de 155 ml.

El porcentaje de polisacirido disuelto en NaOH 1IN fue
del 44,1%, el porcentaje de material insoluble 31% y la re-
cuperacién fue del 75,1%.

4.- Composicién de las fracciones de polisacérido

obtenidas por tratamiento con agua destilada,
HC1 1IN y NaOH 1N

Las fracciones de polisacirido obtenidas por trata-
miento con agua destilada, HC1l y NaOH 1IN se hidrolizaron
con HC1 2N y 4N durante 2 horas.

En la Tabla 11 se muestran el contenido de aminoazG-
car y carbohidratos de dichas fracciones. El1 aminoazficar
fue identificado por cromatografia en papel como galacto-
samina. Los carbohidratos fueron identificados por cromato-
grafia en papel como galactosa.
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Las fracciones insolubles parecen poseer un contenido
mayor en galactosamina, que las fracciones solubles. En cuan
to al contenido de carbohidratos, tienen un porcentaje mayor
las fracciones solubles que las insolubles, excepto en el
caso de las fracciones soluble e insoluble en HC1l 1IN
que tienen un contenido similar.

En el espectro infrarrojo no se detectaron estas di-
ferencias cuantitativas en la composicién del polisacirido.

IV.- FISIOLOGIA DE LA PRODUCCION DEL POLISACARIDO

1.- Efecto de las condiciones de cultivo

a) Formacién en cultivos sumergidos

Matraces de 1 litro conteniendo 500 ml del medio base
fueron incubados en un incubador orbital Gallenkamp IH-465
a distintas velocidades de agitacién. Se form6 polisacéri-
do a 50, 100, 120 y 150 r.p.m., observdndose poca o ningu-
na produccién a 200 6 250 r.p.m. La produccién de polisac4-
rido en cultivos sumergidos varfa con la velocidad de agita-
cidn.

b) Formacibén en cultivos estdticos: relacibén superficie/
volumen

Matraces de 250 ml conteniendo 25 6 100 ml del medio
base fueron incubados estdticamente. En las Figs. 13 y 14
pueden observarse produccién de polisacidrido, crecimiento y
cambios en el medio de cultivo. La méixima produccidn de po
lisacdrido fue 100 mg/100 ml en los cultivos de 25 ml, y
30 mg/100 ml en los de 100 ml. La produccién de polisacirido
disminuye con la relacibén superficie/volumen.
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2.- Efecto de la fuente de carbono

a) Efecto de la concentracién de glucosa

La glucosa en el medio base fue ajustada a las si-
guientes concentraciones: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 g/1. Los
medios se distribuyeron en porciones de 25 ml en matraces
de 250 ml y se incubaron estdticamente. A los § dias de
incubacién la glucosa ha sido completamente utilizada en
los cultivos que contienen 5 y 10 g de glucosa, y la degra-
daci6n de polisacdrido ha empezado en los cultivos de 5 g/1,
como lo demuestra la gran cantidad de polisacirido recogido
por centrifugacién. A los 9 dfas la glucosa ha sido agotada
en todos los cultivos, obteniéndose una produccién similar
de polisacirido entre 15 y 30 g/1 de glucosa, mayor que la
obtenida a los 5 dfias. A los 14 dias el polisacdrido es re-
cogido totalmente por centrifugacibn para 5, 10 y 15 g/1 de
glucosa parcialmente para las concentraciones restantes
(Fig. 15). El polisacirido se forma en todas las concentra
ciones de glucosa ensayadas.

b) Utilizacién de distintos azdcares

En el medio base con 4 g/1 de casaminoicidos como
tinica fuente de nitrb6geno, la glucosa es sustituida por el
azficar que se quiere ensayar (20 g/1). 500 ml de medio en
matraces de 1 litro fueron incubados a 100 r.p.m. durante
6 dias. Se produjo polisacidrido con todos los azficares en-
sayados; fructosa y galactosa fueron los mejores azficares
para la produccifn de polisacdrido y crecimiento (Tabla 12).

3.- Efecto de la fuente de nitrbgeno

a) Utilizacibén de distintas fuentes de nitrégeno

Se han ensayado distintos amino4dcidos, tartrato diamé-
nico y nitrato potdsico en concentraciones equivalentes a
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0,74 g/1 de nitrégeno (cantidad presente en 4 g/l de as-
paragina monohidrato). Con L-alanina hubo buen crecimiento
(1130 mg/100 m1) y se alcanz6 la méxima produccién de po-
lisacirido a los 10 dfas de incubacién (89 mg/100 ml), an-
tes del comienzo de la autélisis (Fig. 16). Con 4cido L-as
pirtico el crecimiento fue similar al obtenido con L-ala-
lina (1140 mg/100 ml). E1 pH aumentd rdpidamente llegando
a 7,45 a los 3 dfas de incubacibn, y se obtuvo una baja
produccién de polisacirido 14 mg/100 ml (Fig. 17). Con
L-glutamina el crecimiento m&ximo se observ6 a los 14 dias
de incubacién (850 mg/100 ml); el rendimiento obtenido de
polisacdrido fue 36,5 mg/100 ml (Fig. 18).

El 4cido L-glutimico fue la mejor fuente de nitré-
geno para la produccién de polisacdrido (105,0 mg/100 ml)
y crecimiento (1390 mg/100 ml). E1 pH inicial fue 3,22 (Fig.
19).

Con L-leucina y L-valina hubo poco crecimiento y no
se formé polisacirido (Figs. 23 y 24). Con L-fenilalanina
crecimiento (194 mg/100 ml) y produccién de polisacdrido
(10,4 mg/100 ml) fueron bajos, el pH se mantuvo entre 3,5-4,0
y la glucosa apenas se consumidé (Fig. 20).

Con tartrato diaménico y nitrato potésico el miximo
crecimiento fue de 660 mg/100 ml en ambos y la produccién
de polisacdrido 61 y 35 mg/100 ml respectivamente (Figs. 21 y22).

La fuente de nitrégeno utilizada afecta la produccibén
de polisacirido. En la Tabla 13 se muestra un resumen de
las grdficas anteriores. Las cifras de pH, micelio y dias
en incubacién corresponden al dia de mixima produccién de
polisacirido.
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b) Adicién de succinato a los medios con leucina o valina

El crecimiento de A. nidulans sobre L-leucina (230 mg/
100 m1) y L-valina (100 mg/100 ml) fue muy bajo. El pH de
los medios de cultivo descendib a 4,0 y permanecié6 constan-
te a lo largo del periodo de incubacién. La utilizacién
de la glucosa fue del 33% con leucina y del 11% con valina,
y no se produjo polisacdrido con ninguno de los dos aminodci
dos (Figs. 23 y 24). Cuando se afiadi§ succinato sédico
(4g/1) a los medios de cultivo, el peso seco de micelio
aument$ a 600 mg/100 ml (leucina) y 450 mg/100 ml (valina).
Para leucina el pH se estabilizé en 5,5 hasta que se agoté
la glucosa del medio aumentando entonces a 9,0; para valina
un 25% de la glucosa permanecié sin ser consumida y el pH
no cambié. Con leucina se recogieron 55 mg de polisacdrido/
100 ml, y con valina se obtuvieron 14,5 mg de polisacdrido/
100 ml, a los 22 dias de incubacibn (Figs. 25 y 26). Estos
resultados prueban que A. nidulans utiliza el N de L-leucina
y L-valina para crecer y formar polisacirido siempre que se
neutralice el d4cido formado en el metabolismo de dichos
compuestos.

c) Sustitucién del S50% de la fuente nitrogenada por casami-
noicidos

Sustituyendo el 50% de la fuente nitrégeno por 2 g/1
de casaminoicidos (hidrolizado 4cido de la caseina), se
produjo polisacdrido en todos los casos ensayados, obte-
niéndose el miximo rendimiento para alanina (87 mg/100 ml),
4cido glutdmico (68 mg/100 ml) y glutamina (54,8 mg/100 ml)

+ casaminoicidos (Figs. 27, 28 y 29). En todos los casos el
dia de mdximo crecimiento fue anterior al dia de mdxima
produccifn de polisacirido y oscil6 entre 900-1100 mg/100 ml.
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Con 4cido L-aspirtico + casaminoicidos la produccién
mixima de polisacirido fue afectada por el pH inicial.
Con pH inicial 3,0 se obtuvo mayor cantidad de polisacirido
(37,5 mg/100 ml) que con pH inicial 6,5 (20,0 mg/100 ml);
el crecimiento miximo fue similar en ambos casos (900-940 mg/
100 ml) (Figs. 30 y 31).

Con leucina y valina + casaminoidcidos (Figs. 32 y 33),
se obtuvo una buena produccién de polisacdrido (35 y 41,5
mg/100 ml, respectivamente). El1 crecimiento obtenido tam-
bién fue mayor en ambos casos con casaminoicidos que con el
aminodcido s6lo. La glucosa no se consumié totalmente que-
dando alrededor de 1 mg/ml a los 21 dfas de cultivo. Para
valina + casaminodcidos el pH del medio de cultivo descen-
di6 a 4,2 manteniéndose constante todo el periodo de incu-
bacibn; para leucina + casaminoidcidos el pH inicialmente
descendi6 a 4,0 pero aument§ después hasta 7,0.

Con fenilalanina + casaminoidcidos (Fig. 34) se obtu-
vieron 40 mg de polisacirido/100 ml. El crecimiento miximo
fue bajo (600 mg/100 ml) y se produjo antes del dia de
mayor produccién de polisacdrido. E1 pH se mantuvo bajo
(3,5-4,5) y la glucosa no se consumié totalmente.

La Tabla 14 es un resumen de los grificos anteriores.
Las cifras de pH, dias en incubacién y micelio corresponden
al dia de mixima produccibén de polisacirido.

d) Efecto de la concentracifn de casaminodcidos

Se utilizaron diferentes concentraciones de casami-
noicidos como tGnica fuente de nitrégeno en el medio base.
Los resultados se muestran en la Fig. 35. La produccibn de
polisacdrido aument6 con la concentracifén de casaminodcidos
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hasta 4 g/1 y con el tiempo de incubacibn, con la excepcidén
de los cultivos con 0,5 y 1,0 g/1 en los cuales la produccidn
disminuy8 con el tiempo.

e) Efecto de la concentracién de asparagina

Se sustituyé la fuente de nitr6geno del medio base
por las siguientes concentraciones de asparagina: 2, 3, .4,
S, 6 y 10 g/1. La produccifn de polisacirido aumentd con
la concentracién de asparagina hasta 4 g/1. A los 10 dias
de incubacibn el polisacirido fue recogido por centrifuga-

cifén y su concentracién disminuy6 mucho a los 18 dias (Fig. 36).

4,- Efecto de la tiamina

El efecto de la tiamina fue ensayado en matraces de
1 1litro con 500 ml de medio base y 4 g/1 de asparagina, &
2 g/1 de asparagina + 2 g/1 de casaminodcidos, como fuente
de nitr6geno. Estos medios se prepararon con y sin tiamina.
Los cultivos se incubaron 3 dfas a 120 r.p.m. En el caso
de asparagina, crecimiento y produccién de polisacirido
fueron similares con y sin tiamina. En el caso de aspara-
gina + casaminoidcidos, la presencia de tiamina estimul$
el crecimiento y la produccién de polisacidrido (Tabla 15).

S.- Efecto de la concentracién del ion fosfato

En el medio base conteniendo 4 g/1 de asparagina co-
mo fuente de nitrégeno, se ensayaron las siguientes concen-
traciones de fosfato monopotdsico (g/1): 0,25, 0,5, 1,0 y
2,0. La produccién de polisacdrido aumentdé con la concentra-
cib6n de fosfato hasta 2 g/1 obteniéndose 20, 20,5,54,5 y
68,5 mg de polisacirido/100 ml, respectivamente. El creci-
miento obtenido no se vio afectado por la concentracién
de fosfato utilizada, pues en todos los casos oscilé entre
900-1000 mg/100 ml, y fue anterior al dia de mixima produc
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cién de polisacdrido (Figs. 37, 38, 39 y 40).

A partir de los 15 dias de incubacién el polisacédri-
do fue recogido por centrifugacién.

6.- Efecto del pH inicial del medio de cultivo

En el medio base se ajust6é el pH inicial a 3, 4, 5, 6,
7 y 8. Se hicieron recolecciones de cada cultivo a los
-5, 9, 15 y 20 dias de incubacibén. Los resultados obtenidos
se muestran en las Figs.41 a 47.

A los 15 dfas la glucosa ha sido utilizada en todos
los cultivos y es cuando se alcanza la produccién mixima de
polisacirido, excepto en los cultivos con pH inicial 5,
que posiblemente estaban algo atrasados pues a este pH 1la
glucosa no se utiliza mis lentamente que a los otros pHs
ensayados.

La produccién de polisacirido varia con el pH inicial
del medio, obteni&ndose la méixima produccién con el pH 3
(139,35 mg/100 ml). Existe una relacién inversa entre pro-
duccibn de polisacdrido y crecimiento, observindose un cre-
cimiento menor para el pH 3 (777 mg/100 ml).

El crecimiento miximo para el resto de los pH ensa-
yados oscila entre 900 y 1000 mg/100 ml y tiene lugar a
los 9 dias de incubacién en todos los cultivos, siendo por
tanto anterior al dia de mixima produccidén de polisacirido.

Los pHs extremos retrasan el crecimiento, favoreciendo
la produccién de polisacidrido extracelular.
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Fig. 42. Crecimiento, cambio en pH del medio, glucosa
residual y produccién de polisacirido con pH inicial 3.

124



o---o0 glucosa residual (mg/ml)

125

140+ 1400
:f..‘-: 12011200
: O —
2 E
o > 100+1000 O
© -8 B
\ 2 gotsoo E
o 3 2
A\ g 8
o / _=8 g eoteoo E
=" 7
Qe e e Do = ] .
a o
/ 4 404400 |
\a—m" l ®
201200
~
\O\\
8 12 16 20

Dias en incubacion

Fig. 43. Crecimiento, cambio en pH del medio, glucosa
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126

14041400
1201-1200
: | %
Q
= 20 o Q 100000 S
L=y . —
~
o /
E X @ E g
= 1 . - 807800
X - 5 3
2 /"A/\\ S E
=12 o enm™ a 2 60600 =
& : Q 4
S Q o
S | / o o
S & A4 & 40400 |
? / | s
1
] <4
° 4} £ 204200
N
o
| ! T~ O e eeeth
4 8 12 16 20

Dias en incubacidn

Fig. 44. Crecimiento, cambio en pH del medio, glucosa
residual y produccién de polisacirido con pH inicial 5.
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Fig. 46. Crecimiento, cambio en pH del medio, glucosa
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V.- EFECTO DEL TIEMPQO DE INCUBACION Y DE LA FUENTE DE
NITROGENO EN LA COMPOSICION DEL POLISACARIDO

Matraces Erlenmeyer de 1 litro conteniendo 500 ml de
medio fueron incubados a 100-120 r.p.m.

Para investigar el efecto del tiempo de incubacién,
se utilizé como fuente de nitr6geno 2 g/1 de asparagina
+ 2 g/1 de casaminodcidos. Se tomaron muestras a los 5, 10,
15 y 20 dias de incubacién.

El contenido en carbohidratos totales y galactosamina
del polisacirido no cambid con el tiempo de incubacién, co-
mo puede observarse en la Tabla 16. Estos resultados confir
man que el polisacirido de A. nidulans es un heteropoli-
mero.

Para estudiar el efecto de la fuente de nitrégeno
en la composicién del polisacidrido, se sustituyb6 este nu-
triente del medio base por los compuestos relacionados en
la Tabla 17. El polisacirido formado en el medio que conte-
nia casaminodcidos di6 el contenido m4s alto de nitrb6geno
(4,581) y el formado en el medio con 4cido glutdmico el
més bajo (2,26%). La hidr6lisis &dcida y posterior identi-
ficacién por cromatograffia en papel de los productos re-
sultantes indicaron que el polisacirido producido con di-
ferentes fuentes de nitrb6geno estaba compuesto por galacto
samina, galactosa y trazas de glucosa.

Los espectros infrarrojos del polisacirido producido
con diferentes fuentes de nitrégeno son muy similares
(Fig. 48). A 850 cm'1 aparece una banda caracteristica de

polisacéiridos con uniones o, Yy 2 bandas a 1560 y 1650 cnf1
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del enlace-CO-NH- de la N-acetil-galactosamina.

VI.- PRODUCCION DE POLISACARIDC POR DISTINTOS AISLAMIENTOS
DE ASPERGILLUS NIDULANS

Para estudiar la formacién de polisacdrido extracelu-
lar por otros aislamientos de A. nidulans, se utilizaron
los n23 1071 y 1701 de la coleccién del Dr. Ramirez.

Una suspensién de conidios de estos microorganismos
se inoculé en matraces Erlenmeyer de 1 litro conteniendo
500 ml del medio base. Los cultivos se incubaron a
120 r.p.m. a 30°C, y se recolectaron a los 11 dias, una
vez agotada la glucosa del medio.

En la Tabla 18 se muestran crecimiento, produccién
de polisacirido y cambios en el medio de cultivo para cada
aislamiento. El rendimiento obtenido de polisacdrido en
ambos casos fue menor que el obtenido con el aislamiento
n® 2544 en idénticas condiciones (alrededor de 50 mg/100 ml).

La composicibén de los polisacdridos extracelulares
producidos por los aislamientos 1071 y 1701 de A. nidulans
se muestra en la Tabla 19.

Los aminoazficares (Rondle y Morgan, 1955) y el ion
fosfato fueron determinados en los polisaciridos hidroliza-
dos con HC1 0,2 Ny 4 N durante 2 horas.

El aislamiento 1701 contiene un 68,45% de aminoazG-
cares, mientras que el 1701 contiene sf6lo un 28,95%. Estos
aminoazficares fueron identificados por cromatografia des-
cendente en papel como galactosamina, y trazas de glucosa-
mina (Fig. 49), utilizando para el revelado p-dimetilamino
benzaldehido (Dawson y col., 1962).



08L‘0 L‘sz ¥°€06 SL‘9 Lost

5220 811 PviL 98‘¢p 101
(Tu/3u) (Tw Q0 /3u) (Tu 001/3u) Hd OJUSTWRISTE ,N
1enpisal x1edpzy OpPTIBIOBSTITOd OTT®DIN A

SUeInplu 'V oP 10LL X 1L0l SOJUSTWEISI® SO] BiEd OAIIIND op oipou
13p Tenptsal esodnisd A Hd “opragdestiod ap uQiddnpoxd ‘01USTWIIAI] "gi yigvl




136

0S¢ Sy 1B101 BUTB3014

— S S0OTUQIN SOPIIY

09°6 gy 031®190® uoj

69°0 . 61 03B3S0J UOJ
0122 sL'2L s21®2031 SO1BIPTYOQIE)

Sv‘89 5682 salgdpzeoUTWY
10L1 1401

OJUSTWE[ST® N

(%) suernptu vy 9p 10L1L £ 1.0l SOlUSTWEST®
sor 10d sopronpoid SsoJe[n(adBI3Xa SOPTIgdesiiod SO 9p uordIsodwo)d ‘6] Vidvl




137

4

FIGURA 49

Cromatograma de aminoazlicares
Controles de galactosamina (Gal-NHZ) y glucosamina (Glu-NHZ)
1= Polisacirido de A. nidulans 2544 hidrolizado con HCl1l 0,2N 2h

2- " 1" " 107" 7" ” " " "
33 " " " "701 " " " " "
4= " " " 2544 " " " 4N Zh
5= " " " : 1071 " " ” " "

6= " " " 1701 " " " " "
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El ion acetato 6,33% (aislamiento 1071), y 9,60%
(aislamiento 1701) acetilaria un 53,46% y un 34,28% de la
galactosamina, respectivamente.

Los carbohidratos totales supusieron un 72,75% (ais
lamiento 1071) y un 22,10% (aislamiento 1701). En los poli-
saciridos hidrolizados con HC1l 0,2N y 4N durante 2 horas
los azficares se identificaron por cromatografia en papel
como galactosa y trazas de glucosa (Fig. 50), utilizando fta-
lato de anilina como reactivo (Dawson y col., 1962).

En ninguno de los dos polisacidridos se detectaton
&cidos urbnicos.

El polisacérido producido por el aislamiento 1701 de
A. nidulans es el que presenta una composicién méds parecida
al aislamiento por nosotros estudiado (2544), mientras que
el producido por el aislamiento 1071 tiene una composicidn
similar al descrito por Gorin y Eveleigh (1970).

Por tanto los distintos aislamientos de A. nidulans
utilizados producen polisaciridos con idénticos azficares
constituyentes, pero que se encuentran en distinta propor-
cién.

VII.- COMPOSICION DE LA PARED CELULAR DE ASPERGILLUS NIDULANS

Para conocer si el polisacirido extracelular es un
componente importante de la pared celular de A. nidulans, es
ta fraccidén celular fue hidrolizada con HC1 0,2N, 0,6N, 1N,
2N, 4N, 6N y 8N durante 2 horas.

La composici6én de la pared celular de A. nidulans
con respecto a los componentes principales, se muestra en
la Tabla 20,



2=
3=
4=
5=
6=

FIGURA 50
Cromatograma de az@icares
Controles de glucosa (Gl), manosa (Ma) y galactosa (Ga)
1= Polisacdrido de A. nidulans 2544 hidrolizado con HC1 0,2N

1071
1701
2544
1071
1701
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En los hidrolizados se determinaron aminoazficares
(Rondle y Morgan, 1955) obteniéndose la hidr§lisis total pa-
ra aminoazficares en el hidrolizado con HC1 6-8N (15,23% de
aminoazticar). Los aminoazGcares fueron identificados por
cromatografia descendente en papel como galactosamina y
glucosamina, siendo algo mi&s intensa la mancha de galacto-
samina en todos los hidrolizados (Fig. 51).

En las paredes celulares sin hidrolizar se determi-
naron carbohidratos totales (77,77%). Los azGcares fueron
identificados por cromatograffa descendente en papel de los
hidrolizados de pared celular, como glucosa y trazas de ga-
lactosa (Fig. 52).

La pared celular se tratd con NaOH 1IN durante 16 ho-
ras a temperatura ambiente, de aqui se tomaron alicuotas
para la determinacién de proteina (5,42%). De estos resulta-
dos podemos asumir que si el polisacdrido extracelular for-

ma parte de la pared se encuentra en una proporcifn muy baja.
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FIGURA 51
Cromatograma de aminoazficares

Controles de galactosamina (a) y glucosamina (b)

1= Paredes celulares de A. nidulans hidrolizadas con HC1l 4N 2h
2= " " " " " " " 6N 2h
3= " " " " " " 8N 2h



143

FIGURA 52
Cromatograma de azficares
C= Controles de galactosa (Ga), glucosa (Gl) y manosa (Ma)
1= Paredes celulares de A. nidulans hidrolizadas con HC1 0,2N 2h
2= " " " " "M 0,6N M
3= " " " " " " " IN

4= " " " " " 1" " ZN e
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DISCUSION

El polisacirido extracelular aislado en nuestro labo
ratorio es diferente del estudiado por Gorin y Eveleigh
(1970), pues aunque ambos estin compuestos por galactosa y
galactosamina las proporciones de estos azficares son dis-
tintas en los dos polisacdridos. Nuestro polisacirido con-
tiene un 70% de galactosamina parcialmente N-acetilada y
un 20% de galactosa, mientras que el descrito por Gorin y
Eveleigh esti compuesto por un 35% de galactosamina total-
mente N-acetilada y un 65% de galactosa. Por otra parte
ambos difieren en el modo de uni6n de los residuos de azl-
car, que en el polisacirido estudiado por nosotros es
predominantemente ®-1,3, y en el descrito por Gorin y
Eveleigh, predominantemente ®™X-1,4., Sin embargo, no pode-
mos descartar que las diferencias entre uno y otro poli-
sacirido, sean debidas a diferencias entre aislamientos.

El polisacirido por nosotros estudiado también di- -
fiere del galactosaminogalactano aislado por extraccién
alcalina del micelio de Aspergillus niger (Bardalaye y
Nordin, 1976), por su origen distinto, su composicibn cuan
titativa (galactosamina parcialmente acetilada 20%, y
galactosa 70%) y por el tipo de enlace que es X-1,4 pre-
dominantemente.

Por lo tanto el heteropolisacidrido por nosotros
aislado es un polimero nuevo.

Son muchos los trabajos que estudian la composicién
y estructura de polisaciridos fingicos, pero muy pocos son
los que estudian con detalle la fisiologia de la produccitn
de estas sustancias, sin embargo, las condiciones de culti_
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vo pueden alterar no s6lo la cantidad de polisacirido pro-
ducido, sino también su composicién cuantitativa e incluso
cualitativa (Martin y Adams, 1956).

Es interesante destacar que el intercambio gaseoso,
velocidad de agitacién en cultivos sumergidos o relacién
superficie/volumen en cultivos estfticos, juega un impor-
tante papel en la produccifén del polisacérido extracelular
de A. nidulans. Estos resultados estdn de acuerdo con los
obtenidos por Ono y col., (1977a), quienes han observado que
la produccién del pullulano, polisacfrido extracelular ela-
borado por Pullularia pullulans, también se ve favorecida
por la aireacifn. Monilia fructigena también produjo mayor
cantidad de polisacirido extracelular en cultivos agitados
que en cultivos estacionarios (Santamaria y col., 1978).

A. nidulans creci6 y form6 polisacidrido extracelular
con todas las fuentes de carbono utilizadas, obteniéndose
los mejores rendimientos con fructosa (38 mg/100 ml) y
galactosa (33 mg/100 ml).

En otros microorganismos también se han estudiado
el crecimiento y la produccién de polisacirido extracelu-
lar cuando se utilizan distintas fuentes de carbono. Asi,
en Plectania occidentalis y Helotium sp. (Davis y col.,
1965), Claviceps fusiformis (Buck y col., 1968), P. pullulans
(Catley, 1971), Botrytis cinerea (Leal y col., 1979), etc.
Podemos concluir de todos estos trabajos, que 1a habilidad
para crecer y formar polisacirido extracelular con distin-
tas fuentes carbonadas, varfia enormemente de un microorga-

nismo a otro. En general, los azficares que proporcionan
poco o ningGn crecimiento no son buenos precursores para la
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formaci6n del polisacirido. Por otra parte, a igualdad de
utilizaci6n de dos azGicares por un determinado microorganis-
mo, el rendimiento obtenido de polisacdrido puede ser di-
ferente, dependiendo &sto del complejo(s) enzimitico(s) im-
plicado en la sintesis del polisacirido extracelular.

El aumento de la concentracién de glucosa hasta 25 g/1
favorece la produccidén de polisacéirido en A. nidulans, aun-
que este factor parece jugar un papel mis importante en la
degradacifn, ya que en los cultivos con menor concentracidn
de azlcar (5, 10 y 15 g/1) el polisacirido es degradado
mis ripidamente que en los otros, como se deduce de la
gran cantidad de polisacidrido recogido por centrifugacién.

Asi mismo en B. cinerea (Leal y col., 1979), Polyporus
circinatus (Pinotti y Zancan, 1972) y Claviceps fusiformis
(Buck y col., 1968) también se observa un aumento en la

produccidn de polisacirido cuando se aumenta la concentra-
ci6n de 1la fuente carbonada hasta un cierto 1limite, a par
tir de &ste posteriores adiciones de azficar producen una
disminucién en la cantidad de polisacdrido recogido. Esto
indicarfa que el factor limitante de la produccibén de po-
lisacdrido es un nutriente esencial distito del azficar.

La fuente nitrogenada parece tener mayor importancia
que la de carbono en la formacibén del polisacirido de
A. nidulans, lo cual parece 1l6gico si tenemos en cuenta que
el polisacirido esti formado principalmente por galactosa-
mina. El1 aumento de la concentracién de la fuente nitroge-
nada hasta 4 g/1 favorece la produccién de polisacirido cuan
do se utilizan asparagina o casaminoicidos, sin embargo, pa
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rece que el polisacirido producido en el medio con asparagi
na se produce en menor proporcibn y es degradado mids répi-
damente por las enzimas liticas del hongo, que el formado
en el medio con casamino&cidos, como se deduce de la hran
cantidad de polisacirido recogido por centrifugacibn a

los 10 dias de incubacién en el primer medio. Estas dife-
rencias podrian deberse a las diferencias cuantitativas exis
tentes en la composicién del polisacdrido producido en am-
bos medios, pues el formado en el medio con casminodcidos
dio el contenido mi&s alto de nitrbgeno (4,58%) correspon-
diente a un 58,8% de galactosamina, y el formado con aspa-
ragina dio un 4,1% de nitrégeno, correspondiente a un 53,2%
de galactosamina.

En el polisacirido producido por B. cinerea, com-
puesto exclusivamente por glucosa, el aumento de la concen_
tracién de la fuente de nitrbgeno disminuy8 la produccién
de polisacirido, favoreciendo por tanto su formacibn una
relacién C/N alta (Leal y col., 1979). En A. nidulans ocu-
rre justamente lo contrario, y la formacibén de polisacirido
se ve favorecida por una relacién C/N baja.

A. nidulans produjo polisacirido extracelular cuan-
do se utilizaron nitrato potidsico o tartrato diambnico
como fuente de nitrégeno, y tambié&n lo produjo con todos
los aminoicidos ensayados excepto con leucina y valina.
Para Leal, Gallegly y Lilly (1971) la diferencia entre aming
4cidos buenos y pobres, estd en la habilidad del hongo de
que se trate para utilizar los esqueletos carbonados de
los aminodcidos. Si el hongo convierte un aminodcido en
un &cido orgdnico que no es posteriormente metabolizado,
serd una fuente pobre de nitrégeno. Coll y Leal (1972) en-
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contraron acumulacién de 4cido isovalérico en los liqui-
dos de cultivo de A. nidulans cuando utilizaban leucina
como fGnica fuente de nitrégeno, y concluyeron que el 4cido
isovalérico podia inhibir la incorporacidn de varias sus-
tancias. :

En nuestro caso, la produccién de polisacirido en
los medios conteniendo leucina o valina + casaminoicidos,
indic6é que el hongo utilizaba preferentemente la mezcla
de aminoidcidos existentes en los casamino®icidos. Por otra
parte, en los medios con leucina o valina suplementados
con succinato s6dico se produjo polisacérido, demostrando
que las moléculas del 4cido orginico no ionizadas eran
los agentes tb6xicos limitantes del crecimiento y de la pro
duccidén de polisacirido, de acuerdo con la revisién de
Simon y Beevers (1952), y el trabajo de Neal, Weinstock
y Lampen (1965).

El aumento en la concentraci6n del ion fosfato esti
muld la produccibn del polisacirido de A. nidulans; estos
resultados coinciden con los obtenidos por Leal-Serrano
(comunicacién personal) estudiando una cepa de P. pullulans
que produce un @-glucano. En la sintesis del pullulano
(X -glucano) producido también por P. pullulans parece
existir un intermedio de tipo glucolipido, que posee f6s-
foro unido a &1 mediante enlaces débiles (Ono y col., 1977b);
ésto explicarfa la estimulacibén de la sintesis del polisa-
cirido al aumentar la concentracifn de fosfato del medio.

La produccién de polisacirido extracelular en
A. nidulans varia con el pH inicial, siendo el pH 3 el 6pti
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mo. A este pH, sin embargo, el crecimiento fue menor que

a los otros pHs ensayados (4 a 8) y el consumo de glucosa
fue algo mids lento. Parece que el pH inicial 3 retrasa el
crecimiento, favoreciendo la produccién de polisacirido.

En otros microorganismos también se ha estudiado la influen
cia del pH inicial del medio en la produccién de polisaci-
rido. Asi, en P. pullulans (Ono y col., 1977 a), Helotium sp.,
Plectania occidentalis (Davis y col., 1965) y Claviceps
fusiformis (Buck y col., 1968) 1a habilidad para producir
polisacirido depende del pH inicial del medio de cultivo,
estando en todos ellos el pH 6ptimo entre 5 y 6.

La gran mayorfia de microorganismos productores de
polisaciridos son incapaces de utilizar sus propios poli-
saciridos extracelulares como fuente de carbono y por tan-
to no sirven como fuente de reserva de carbono y energia
(Dudman, 1977). A. nidulans llegé a utilizar totalmente el
polisacérido extracelular cuando el periodo de incubacién
fue suficientemente largo (por encima de 30 dias); en pe-
riodos de incubacifn mis cortos y una vez agotada la glu-
cosa del medio el polisacirido dejé de ser cohesivo y hubo
de recogerse por centrifugacién. Es posible que debido a
la accién de alguna(s) enzima(s) del medio, el polisacirido
en un primer paso hubiera sido degradado a fragmentos mis
cortos de menor peso molecular, y que estos fragmentos fue
ran posteriormente atacados hasta desaparecer por completo
el polisacidrido. Sin embargo, una vez agotada la glucosa
del medio no se observ6 aumento en la cantidad de micelio
recogido, sefial inequivoca de que el polisacdrido serfa una
sustancia de reserva de carbono y nitr6geno. Por otra par-
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te, no hemos conseguido aislar la enzima o enzimas del
liquido de cultivo; capaces de hidrolizar "in vitro" el
polisacirido de A. nidulans, pero sin embargo este experi-
mento nos ha permitido valorar una serie de actividades en
zimdticas en el liquido de cultivo de A. nidulans, princi-
palmente quitinasa y ﬁ -glucanasa. Las ﬁ~g1ucanasas del
liquido de cultivo de A. nidulans degradaron parcialmente
(entre 25 y 30% de hidr6lisis) dos g-glucanos que no son
degradados por los microorganismos que los producen en
ausencia de otra fuente de carbono: B. cinerea (Leal y col.,
1979) y P. pullulans (Leal-Serrano y col., en prensa).

El periodo de incubacidén no afectd la composicién
del polisacirido de A. nidulans con respecto a los componen
tes principales (galactosamina y galactosa), asumiendo que
se trata de un heteropolimero. Sin embargo, se encontraron
importantes variaciones en la,cantidad relativa de estas
sustancias en el polisacirido producido con diferentes fuen
tes de nitr6geno, por lo cual teniendo en cuenta que se
trata de un hetropolfmero de N-acetil-galactosamina y galacto
sa deben cambiar la concatenacifn secuencial de estas molé
culas, a menos que como Gorin y Eveleigh (1970) sefialaron
las unidades de o -D-galactopiranosa puedan ser convertidas
en unidades de 2-deoxi-2-acetamido-< -D-galactosapiranosa
al nivel polimé&rico, en vez de serlo a partir de un nucleé6-
tido de aminoaz@car.

Varios investigadores (Carmo-Sousa y Barroso-Lopes,
1970 ; Northcote, 1963; Buck y col., 1968; Santamaria y
col., 1978) han sugerido correspondencia entre polisacéri-
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dos extracelulares y la estructura de las paredes celula-
res del microorganismo que los elabora.

La proporcifn de N-acetilglucosamina a galactosamina
en la pared celular de una cepa de A. nidulans estudiada
por Bull (1970) es 1,32, y las dos hexosaminas pertenecen
a polimeros distintos, yaAque el polimero de galactosami-
na se extrajo por tratamiento de la pared celular con NaOH
2N, mientras que la quitina fue resistente a tratamientos
con dlcali y 4cido.

En la cepa de A. nidulans por nosotros estudiada
galactosamina +glucosamina constituyen s6lo un 9,23% del
total de la pared celular, por consiguiente si el polisa-
cirido extracelular forma parte de la pared su concentracién
es muy baja.

Probablemente hay un sistema de prioridades dentro
de la célula sitetizdndose primero los polisacidridos cons-
tituyentes de la pared celular y después los exopolisaci-
ridos (Sutherland, 1977).

La sintesis de exopolisacdridos es aparentemente de-
pendiente, al menos en muchas bacterias, de la disponibi-
lidad de un 1lipido portador isoprenoide. Se pueden aplicar
seglin Sutherland (1977) dos posibles mecanismos de sintesis
a los exopolisaciridos: los producidos en la membrana cito-
pldsmica utilizando precursores formados intracelularmente,
o los producidos a partir de precursores especificos en
el medio extracelular. En general, el primer tipo de sinte-
sis se encuentra en la produccién de heteropolisaciridos,
mientras que el segundo es caracteristico de ciertos homo-
polisacéiridos.
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) La produccién de polisaciridos extracelulares com-
puestos por galactosamina y galactosa, por otros aislamien-
tos de A. nidulans (1071 y 1701), nos confirman por una par
te la utilidad de los polisaciridos fingicos en taxonomia,
y por otra la posibilidad de obtener toda una gama de po-
lisacdridos con la misma composicidén cualitativa y distinta
composicién cuantitativa.

Un estudio sistemitico de los polisacdridos produci-
dos por diferentes aislamientos y diferentes condiciones
de cultivo, podria permitir un mejor entendimiento del
efecto de estos factores en la produccién de polisacéiridos
y posiblemente conduciria al aislamiento de nuevos polisa-
cédridos.



CONCLUSIONES

1) Aspergillus nidulans (C.E.C.T. n° 2544) produce
en el medio de cultivo un polisacirido extracelular com-
puesto casi exclusivamente por galactosa y galactosamina
parcialmente acetilada.

2) E1 espectro infrarrojo del polisacirido muestra
absorcién a 820 y 850 <:m-1 y ausencia de absorcifén a 890 cm”
lo que indica la existencia de enlaces glicosidicos con
configuracién .

1

3) Los residuos de azGcar se encuentran unidos en el
polisacdrido mediante enlaces 1 — 3 predominantemente
(74,5%), habiendo un pequefio porcentaje de enlaces 1 — 4
(228) y 1 —> 6 (3,5%); estos resultados han sido obtenidos
mediante la oxidacién del polisacirido con NaI1o, y confir-
mados por la degradacién de Smith.

4) Se trata de un polisacirido neutro, ya que no pre
cipita con las sales de amonio cuaternario (BCTA).

S) El polisacirido se puede fraccionar utilizando con
centraciones crecientes de metanol. Las fracciones asi ob-
tenidas difieren en las proporciones relativas de galacto-
samina y galactosa, precipitando con menor concentracién de
metanol las fracciones de mayor contenido en galactosamina.

6) El1 polisacidrido una vez precipitado del liquido de
cultivo por la adicibén de alcohol pierde su solubilidad en
agua, es parcialmente soluble en NaOH IN, y apenas soluble
en HC1 1N.
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7) La produccién de polisacdrido en cultivos sumer-
gidos varia con la velocidad de agitacién, aumentando al au-
mentar &sta hasta un cierto limite.

8) La produccién de polisacirido en cultivos estiticos
disminuye con la relacifn superficie/volumen.

9) A. nidulans produce polisacirido extracelular con
todas las fuentes de carbono utilizadas, obteniendose los me-
jores rendimientos con fructosa y galactosa.

10) E1 aumento de la concentracién de la glucosa hasta
25 g/1 estimula la produccién de polisacirido.

11) La fuente de nitrSgeno juega un papel mis impor-
tante que la de carbono en la formacién de polisacérido.

12) Una relaci6én C/N baja favorece la formacién de
polisacéirido.

13) Se obtiene polisacirido con todas las fuentes de
nitrégeno ensayadas, excepto con leucina y valina. El miximo
rendimiento se obtiene con 4cido L-glutémico.

14) La adicibn de casaminoficidos a los medios que con-
tienen aminoicidos estimula la producidn de polisacidrido en
la mayoria de los casos.

15) Cuando se afiade succinato sédico a los medios con
leucina o valina, se produce polisacirido en ambos casos, lo
que demuestra que las moléculas de &dcido orgédnico no ioniza-
das son los agentes t6xicos limitantes de la produccifn de
polisacirido y crecimiento.

16) La produccién de polisacirido aumenta al aumentar
la concentracién de casaminoidcidos y asparagina.

17) E1 polisacirido formado en el medio con casaminodci-
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dos se produce en mayor proporcifn y es mis estable a las en-
zimas 1fticas del propio hongo, que el formado con asparagina.

18) E1 aumento en la concentracifén del ion fosfato no
afecta al crecimiento del hongo pero favorece la produccién
de polisacirido.

19) La tiamina no es indispensable para la produccién
de polisacirido.

20) La produccién de polisacidrido varfa con el pH ini-
cial, siendo el pH 6ptimo para la produccifn de polisacirido
el pH 3.

21) El1 periodo de incubacibn no afecta la composicién
del polisacirido con respecto a los componentes mayorita-
rios galactosamina y galactosa.

22) La composici6n cuantitativa del polisacirido varia
con la fuente de nitr6geno utilizada, aunque estas diferen-
cias no se detectan en el espectro infrarrojo.

23) Los aislamientos de A. nidulans 1071 y 1701 produ-
cen tambi&n polisacdridos extracelulares conteniendo galac-
tosamina y galactosa, aunque sus proporciones relativas son
distintas a las del aislamiento n° 2544.

24) En el 1fquido de cultivo de A. nidulans se han
detectado las siguientes enzimas:B-l,3~g1ucanasa,@ -1,6-glu-
canasa, quitinasa, invertasa, pectinasa y amilasa.

25) Exceptuando la quitinasa y 1la ﬁ-l,ﬁ-glucanasa, las
actividades enzim4ticas ensayadas son miximas cuando se uti-
lizan 1liquidos de cultivo de 60 dias.
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26) E1 polisacdrido de A. nidulans es degradado en el
l1fquido de cultivo al agotarse la glucosa del medio, pero
no se han podido aislar la(s) enzima(s) responsables de su
degradacién.

27) Teniendo en cuenta la composicién de azGcares de
la pared celular de A. nidulans podemos concluir que si el
polisacdrido extracelular forma parte de la misma, se en-
cuentra en una proporcién muy baja.

28) Las diferencias entre el polisacdrido estudiado
en nuestro laboratorio y el polisacidrido de Aspergillus
nidulans descrito por Gorin y Evelegih (1970), compuesto
por galactosa y N-acetilgalactosamina en la proporci6én 1 a
1,8 parecen ser debidas a diferencias entre aislamientos,
aunque no puede descartarse que sean debidas a variaciones
en el medio de cultivo o a factores ambientales.
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