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Polysacharidy kvasiniek
a kvasinkovitych mikroorganizmov (I)
Povrchovy manan Candida albicans BERKHOUT

D. SIKL, L. MASLER, 5. BAUER

Chemicky tistav Slovenskej akadémie vied, Oddelenie biochémie sacharidov,
Bratislava

Izoloval sa extraceluldrny povrchovy manan kvasiniek Candida albicans,
navrhla sa jeho §truktura a diskutuje sa o rozdieloch medzi povrchovym
a vnutrobunkovym mananom.

NajrozsirenejSou patogénnou kvasinkou je Candida albicans, ktora vyvolava
tzv. kandidézu (moniliasis), ochorenie, postihujice kozu, respiraény, traviaci
a urogenitalny trakt. Od doby, ked sa zaviedla lie¢ba infekénych chordb anti-
biotikami, vyskytuje sa kandidéza éoraz dastejSie, preto sa pdvodeca tejto
choroby stava predmetom intenzivneho studia mikrobiolégov, epidemiolégov,
imunolégov a chemikov.

Polysacharidmi z Candida albicans sa zaoberali viaceri autori [1—3], ale az
C. T. Bishop [4] izoloval z bunkovych stien elektroforeticky homogénny
glukan a manan v pribliznom pomere 1,00 0,64. Na zaklade metyladnej ana-
lyzy, jodistanovej oxidacie a optickej otadavosti zistil, Ze manan o priemernom
polymerizaénom stupni 41 a [a]p = +78° je vysoko vetveny polysacharid
s kratkymi retazcami manopyranézovych jednotiek spojenych «-1,2-vizbami
a vzdajomne pospajanych o-1,6-vizbami. Uvedenu §truktiru mananu potvrdil
aj T. Miyazaki [5].

Vsetky doterajSie prace v oblasti izolacie a stanovenia Struktiry polysachari-
dov z Candida albicans sa zaoberali intracelularnymi polysacharidmi, resp.
polysacharidmi bunkovych stien. Preto sme v naSej praci venovali pozornost
extraceluldrnym polysacharidom a skimaniu rozdielov medzi vnitrobunkovy-
mi a mimobunkovymi polysacharidmi.

Extracelularny povrchovy polysacharid sme izolovali premyvanim buniek
teplou vodou po odcentrifugovani zivnej poédy. Pocas premyvania nenastalo
rozrusenie buniek, ¢o sme kontrolovali mikroskopicky. Po centrifugd-
cii, dialyze, zraZani alkoholom, deproteinizacii [6] a lyofilizdcii sa ziskal
polysacharid v podobe bieleho prasku v 2,5 — 3 9, vytazku, poéitané na su-
Sinu kvasiniek. Homogenitu izolovaného polysacharidu sme stanovili v boré-
tovom tlmivom roztoku (pH 9,3) volnou elektroforézou (obr. 1).

Polysacharid po hydrolyze poskytol ako jediny cukor mandézu. D-mandzu
sme identifikovali chromatografiou na papieri [7, 8], elektroforézou na papieri,
Specifickou otd¢avostou a izoldciou p-nitrofenylhydrazénu [9].
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Povrchovy manan neobsahuje dusik. Jeho Specifickd otddavost je [a]]] =
= +456° (¢ = 1,068 vo vode). Tato hodnota po kyslej hydrolyze klesne na
-+13° Pokles poukazuje na skutoénost, Ze v manane prevazuji x-glykozidické
vizby, ¢o potvrdzuje aj infracervené spektrum [10]. Molekulové vaha sa
analyzou koncovych redukujicich skupin [11] stanovila na 5500.

Pri jodistanovej oxidacii' sa spotrebovalo 1,08
moélu jodistanu a vzniklo 0,20 mélu kyseliny mrav-
¢ej na 1 mol anhydromandézy. Jodistanovou -oxida-
ciou ziskany polyaldehyd sa redukoval a hydro-
lyzoval. V hydrolyzatoch sa chromatografiou na
papieri ako jediny polyalkohol stanovil glycerin,
¢o vyluéuje pritomnost 1,4-vézieb, 1,4,6-vizieb
a 1,3-vézieb v povrchovom manane [12]. Metylac-
nou analyzou mananu sa stanovili tieto metylétery
D-manézy: 2,3,4,6-tetra-O-metyl-D-manéza, 3.4,6-
-tri-O-metyl-p-manéza a 3,4-di-O-metyl-D-manéza
v pomere 1 3 1.

Z vysledkov metylaénej analyzy a jodistano-
vej oxidacie usudzujeme, Ze povrchovy manan
Candide albicans je vetveny polysacharid skla-
dajuci sa z D-manopyranézovych jednotiek spo-
jenych «-1,2-vézbami a «-1,6-vdzbami. Rozdiel
medzi mananom bunkovych stien a extracelu-
larnym povrchovym mananom je v stupni vetve-
nia, ktory je v pripade povrchového mananu nizsi

nez mananu bunkovych stien. Obr. 1. Volné elektroforéza
extraceluldrneho povrchové-
ho mananu Candida albicans
BERKHOUT Vv bordatovom
tlmivom roztoku.

Experimentalna ¢ast

Chromatografia sacharidov na papieri sa robila vzostupne v systéme S, butanol—
—pyridin—voda 3 2 1,5 [7].

Detegovalo sa kyslym ftalanom anilinu [8].

Metylétery sacharidov sa chromatografovali na tenkych tmelenych vrstvach silikagélu
v systéme S, izopropylalkohol—octan etylnaty—voda 1:4 2,5 a kvantitativne sa vy-
hodnotili podla G. W. Haya [13].

Detekeia sa uskutoénila ako v predchddzajicom pripade.

Chromatografia polyalkoholov na papieri sa robila vzostupne v systéme S; octan
etylnaty—pyridin—voda 7 2 1 [14].

Detegavalo sa systémom metajodistan sodny-—benzidin [14].
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Elektroforéza sacharidov na papieri sa robila v bordtovom tlmivom roztoku podIa
Michaelisa (pH 9,3) pri potencidlovom spade 25 V/em v priebehu 1 1/2 hodiny.

Pri chromatografii a elektroforéze na papieri sa pouzival papier Whatman 1.

Volnd elektroforéza sa uskutoénila na Zeissovom elektroforetickom pristroji 35 v bo-
gtovom tlmivom roztoku podla Michaelisa (pH 9,3). Pred elektroforézou sa vzorka
jednu hodinu dialyzovala proti tlmivému roztoku.

Infratervené spektra sa snimali na Zeissovom spektrofotometri UR 10.

Kolorimetrické stanovenia sa robili na Langeho kolorimetri model VII fy dr. B. Lange,
Berlin.

Body topenia sa stanovili na Koflerovom bloku a st korigované.

Dusik sa stanovil Dumasovou mikrometédou.

Kultivdacia

Candida albicans kmen 109 [15, 16] sme kultivovali v Zivnej péde, do ktorej sme na je-
den liter destilovanej vody pridali 1 ml zmesi obsahujicej 0,3 9% (NH,),S0,, 0,19
MgSO, 7H,0, 0,05 % KH,PO,, 2 9, glukézy a tolko autolyzdtu odhoréenych pivovar-
skych kvasnic, aby jeden liter Zivného roztoku obsahoval 42 mg aminodusika [17].
Kultivdcia sa uskutoénila v jednolitrovych bankédch o obsahu 300 ml pédy na kultivaénej
trepadke s po¢tom kyvov 108/min.

Izolacia povrchového mananu

Kontinuitnou centrifugdciou sa bunky (770 g, 20 9, suSiny) oddelili od Zivnej pody
{401), premyli studenou destilovanou vodou a znova sa centrifugovali. Zivnéd pdda
a premyvacia voda sa spojili a spracovali osobitne. Oddelené bunky sa vymyvali 5 krit
21 destilovanej vody 65 °C teplej. Vymyvacie vody sa oddelili centrifugdciou a za vdkua
vodnej pumpy sa zahustili na 200 ml. Polysacharid sa vyzrdZal Stvorndsobnym mnoz-
stvom alkoholu, rozpustil sa v 200 ml acetdtového tlmivého roztoku podla Walpolea
(pH 4,8) a vytrepal sa 5 krdat 150 ml zmesi chloroform—butanol 5 : 1. Potom sa vodny
roztok zahustil za védkua a lyofilizoval sa. Ziskalo sa 5,8 g bieleho présku, ktory obsa-
hoval mélo dusika, preto sa uvedeny deproteinizaény postup zopakoval eSte dvakrat.
Ziskalo sa 4,3 g polysacharidu neobsahujiceho dusik v 2,8 9%, vytazku, poéitané na su-
Sinu kvasiniek.

Hydrolyza mananu

260 mg mananu sa 5 hodin hydrolyzovalo v 26 ml 1 N-HCl pri 100 °C v zatavene]
trubici. Optickd otd¢avost hydrolyzétu [«]% = +13° (¢ = 1 v 1 ~-HCl). Hydrolyzit sa
filtroval cez Amberlit IR-4B v OH cykle. Filtrdt sa vdkuove odparil do sucha a analy-
zoval sa. Chromatografiou na papieri vsystéme 8, a elektroforézou na papieri v bordtovom
tlmivom roztoku sa ako jedind zlozka polysacharidu identifikovala mandza. Do 250 mg
zvySku sa pridalo 250 mg p-nitrofenylhydrazinu v 4 ml alkoholu a zahrievalo sa pod
spitnym chladi¢om pol hodiny na vriacom vodnom kupeli. Po ochladeni sa reakénd
zmes nechala stdt v chladni¢ke cez noc, vzniknuty produkt sa odfiltroval a prekrystali-
zoval z alkoholu. Ziskal sa p-nitrofenylhydrazén p-mandzy o b. t. 203 °C, [«]¥ = +54,5°
(¢ = 1,032; metanol—pyridin 1:1) [9].
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Oziddcia jédnanom [11]

13,6 mg mananu sa rozpustilo v 2 ml destilovanej vody. Do roztoku sa pridalo 10 ml
0,01 N-J, a 1 ml 0,1 N-NaOH a nechalo sa tri hodiny sté¢ pri laboratérnej teplote. Potom
sa okyslilo 2,5 ml 0,1 x-H,SO, a nadbytoény jéd sa titroval 0,01 N-Na,S,0; na $krobovy
indikdtor. Stiéasne sa uskutocnil slepy pokus a oxidédcia D-manézy. Spotreba 0,01 N-Na,S,0;
na slepy pokus 10,63 ml, na 1,9 mg mandzy 8,47 ml, na manan 10,12 ml.

Oxiddcia jodistanom

100 mg mananu sa rozpustilo v 100 ml destilovanej vody. Pridalo sa 35 ml 0,14
M-NaJOy a doplnilo sa destilovanou vodou na 200 ml. Podobne sa pripravil i slepy pokus.
Oxidécia sa uskutoénila v tme pri 20 °C.

10 ml vzorky na stanovenie kyseliny mravéej a jodistanu sa odoberali v éasovych
intervaloch uvedenych v tab. 1.

Tabulka 1
Cas HCOOH NaJO
(hod.) - 1
6 ‘ 0,12 1,05
21 | 0,20 1,08
60 | 0,20 1,08
|

Kyselina mravéia sa stanovila tak, Ze sa do vzorky pridal 1 ml etylénglykolu, aby sa
rozrusil nadbytok jodistanu, a po 25 minutach sa titrovalo 0,01 N-NaOH na metyloranz.

Jodistan sa stanovil tak, Ze sa do vzorky pridal 1 g NaHCO,, 1 ml 20 9% KOH, 4 ml
0.1 N-Naj;AsO; a niekolko krystdlikov KJ. Roztoky sa dali do tmy na 30 mintt. Potom
sa titrovali 0,01 N-J, na Skrob.

Vysledky st udané v méloch na 1 mél anhydromanézy.

Zo 110 ml roztoku mananu po oxidécii, ktory sa nespotreboval na titrdciu, odstranil
sa jodistan octanom olovnatym. Vzniknutd zrazenina sa odcentrifugovala, premyla
destilovanou vodou a roztok s premyvacou vodou sa zahustil za védkua na 15 ml. Oxi-
dovany manan sa redukoval 135 mg NaBH, a tri hodiny sa hydrolyzoval s 1 n-HCl
na vriacom vodnom kupeli v zatavenej trubici. Hydrolyzdt sa filtroval cez Zerolit G
v OH cykle a analyzoval sa chromatografiou na papieri v systéme S;. V hydrolyzéte sa
zistil glycerin.

Metylacia mananw [18, 19]

2 g mananu sme rozpustili v ¢o najmenSom mnozstve 30 %, NaOH a metylovali sme
za mieSania dimetylsulfatom. Dimetylsulfit a 30 9%, -ny NaOH sme priddvali po ¢astiach.
Celkove sme pridali 45 ml dimetylsulfatu a 90 ml 309 NaOH. Metylovalo sa 4 krdt.
Metylovany produkt sa vytrepal do chloroformu a chloroform sa odparil. ZvySok 2,12 g
vykazoval eSte mala absorpeiu v infradervenom svetle, charakteristicku pre hydroxylové
skupiny. Preto sa 700 mg znova 2 krit metylovalo za mieSania v dimetylformamide
(20 ml) metyljodidom (6 g) za pritomnosti 4 g BaO a 160 mg Ba(OH), 8H,O pri 40 °C
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[18]. Po centrifugdcii sa dimetylformamid odparil za vdkua 12 torr, odparok sa extra-
hoval éterom a éterovy extrakt sa odparil. Zvysok 512 mg nemd v infracervenom spektre
absorpéné pasy hydroxylovych skupin.

Hydrolyza metylovaného mananu

100 mg metylovaného mananu sa 5 hodin hydrolyzovalo v 1,2 ml 1 ~-H,SO, pri 100 °C
v zatavenej skumavke. Neutralizovalo sa pomocou BaCOj;. Vzniknuty siran sa odcentri-
fugoval a hydrolyzdt sa analyzoval chromatografiou na tenkych vrstvach silikagélu
v systéme S,. R¢ hodnoty metylovanych p-manopyranéz st uvedené v tab. 2.

Rc hodnoty autentickych vzoriek uvedenych O-metyléterov p-manopyrandézy boli
zhodné s R¢ hodnotami metyléterov pritomnych v hydrolyzéte metylovaného mananu.

Tabulka 2
Metylétery-Dp-manopyrandzy R¢
2,3,4,6-tetra-O-metyl-D-manopyrandza 0,91
3,4,6-tri-O-metyl-D-manopyrandza 0,78
3,4-di-O-metyl-D-manopyrandza 0,67

Stanovenie pomeru O-metylderivdtov D-mandzy [13, 20]

Na tenku vrstvu silikagélu (platni¢ka 20 x 20 cm) sa nanieslo 6 mg zneutralizovaného
hydrolyzdtu permetylovaného mananu. Vyvijalo sa v systéme S,. Po vyvijani sa okraje
platni¢ky v sirke 3 cm detegovali koncentrovanou H,SO,, prislu§né pdsy silikagélu zod-
povedajtice jednotlivym metyléterom sa oddelili a vymyli sa 20 ml destilovanej vody.

Pre kolorimetriu sa odpipetovalo 2 ml roztoku prislusného metyléteru p-manézy, pri-
dalo sa 1 ml 5 9, roztoku fenolu vo vode a 7 ml koncentrovanej H,SO,. Po 30 mintitovom
temperovani v 25 °C teplom vodnom kupeli sa absorpcia merala za pouzitia modrého
filtra.

Dakujeme prof. C. T. Bishopoui (Division of Applied Biology, National Research
Council, Ottawa) za poskytnutie vzorky 3,4,6-tri-O-metyl-D-mandzy a 3,4-di-O-metyl-p-
-Manozy. .

Candida albicans sa kultivovala v mikrobiologickom laboratériu ndasho oddelenia (vediica
dr. 4. Kockovd-Kratochvilovd).
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HHOJICAXAPIILI APOHGKEIT I OPOMKEBLIX MIIKPOOPIAHIIZMOB (I)
IIOBEPXHOCTHDBIN MAHAH Candida albicans BERKHOUT

. Wuw:  JI. Macaep, III. Bayap

Xumuuecwnii muerntyr CioBaroii axagemun nays, OTies Snoxingi caxapi,ios,
Bparuc:iasa

C mosepxunoctu rwierounsx mireuok Candida albicans BERKHOUT poj Ne 109 Ont Brrgenen
PACTBOPHMBLIL B BOJ|€ BHCKIIETOUNBI Malial ¢ Cpejllieil CTeNneHLIo HoIuMepu3anun 36 1 yje1n-
HBIM BpameuneM [alp = 4-56°. Ilpi auannse moBepXnocTnoro Manala METHIMpOBaHIeM
6uut yCTanoBImensr cregylomme O-MeTuaadupnl D-Mauoss: 2,3,4,6-tetpa-O-merua-; 3,4,6-
-Tpu-O-MeTui- H 3,4-11-O-MeTuI-D-Mano3a B ornowenun 1 3 1. Ilpu nepnomgatHomM okmcC-
srenun Opt10 uzpacxogoBano 1,08 moss mepuogara u o6pasoBanoch 0,20 soas MypaBLHHOM
KHCI0TBL Ha 1 woss auruppoMalossl. [TepueaTubiM OKMCIEHHEM IIONYUMBUIMICH MOIHATb-
Hernji BoCCTaHaBIMBAaICsA. B IpojyKTax rugponuaa OpL1 0OHapysel eIulCTBEUNLI MOou-
COUPT — riMIepu . Pe3yiIpTaThl IepHogaTHOrO OKUCIeHITsT TOATBEPIIII BEIBOALL aHAIN3a,
OCHOBAHHOIO I1a METUIHPOBANMY .

Ha ocnose moummeunsa ontuueckoro Bpamlenust Iocie I'MApOIN3a # n3 uudparpacunix
CIEKTPOB yCTALOBUJIM, UTO MOBEPXHOCTHLI MaHaH COEPMKUT q-ITTIORO3LJ[1 LIe CBs3M.

13 BHIICCKA3ANIOrO BLITEKAET, YTO BHEKJIETOUHLIH IIOBEpPXUOCTHLII MallaH ABSISETCH
Pa3BeTBIICHLLIM II0JIMCAXAPHAOM, COCTOAIIMM M3 D-MaHOIHPAHNO3ULIX CiUMI], CB3AaHHBIX
o-1,2- 1 «-1,6-CBa3amu. Ou OTIMYAETCE OT BHYTPUKIETOUHOIO Mallalla, BLIIEJICHIIOIO
II. T. Bumwonom [4] u3 kiaerounsix crenor Candida albicans ¢ Gojlee NM3KOE CTENennio
pa3BeTBIIENMSI.

Prelozila T. Dillingerovd

THE POLYSACCHARIDES OF YEASTS AND YEAST-LIKE MICROORGANISMS (I)
THE EXTRACELLULAR SURFACE MANNAN OF Can{lida, albicans BERKHOUT

D. Sikl, L. Masler, S. Bauer

Chemical Institute Slovak Academy of Sciences,
Department of Biochemistry of Saccharides, Bratislava

From the surface of cellular membranes of pathogenous yeast Candida albicans
BERKHOUT, strain number 109, in water soluble extracellular surface polysaccharide was
isolated of the average degree of polymerisation (DP) = 36 and specific rotation [a]p =
= +456°. By means of the methylation analysis the following O-methylethers of D-man-
nose were determinated: 2,3,4,6-tetra-0O-methyl-; 3,4,6-tri-O-methyl- and 3,4-di-O-methyl-
-D-mannose in the ratio 1 3:1. In the periodate oxidation, 1.08 mol sodium meta-
periodate was consumed and there resulted 0.20 mol of formic acid to 1 mol of anhydro-
mannose. The polyaldehyd formed by periodate oxidation was reduced and hydrolysed.
In the hydrolysates glycerol was determined as the only polyalcohol present. The results
of periodate oxidation proved the conclusions of methylation analysis.

From the decrease of optical rotation after acid hydrolysis and from the infrared
spectrum it was found, that in the surface mannan there are «-glycosidic bounds.
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On the basis of the above mantioned facts, extracellular surface mannan Candida

albicans strain number 109 is a branched polysaccharide composed of the mannopyranose
units bound by «-1,2- and «-1,6-bounds. It is different from the intracellular mannan
isolated by C. T. Bishop [4] from the cellular walls of Candida albicans by a lower
degree of branching.
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