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474 SEANCE DU 17 OCTOBRE 1963

E. CHAROLLAIS, S. FLISZÄR et Th. POSTERNAK. — Sur la pigmentogenese

chez Penicillium phoeniceum v. Beyma et sur la biosynthese de la phoenicine.

La phoenicine, pigment isole des cultures de Penicillium phoeniceum v. Beyma 1

et de Penicillium rubrum Grasberger-Stoll2, represente, ainsi qu'on l'a etabli par
degradation et par synthese L la 2,2'-dihydroxy-4,4'-ditoluquinone (I). Le present
travail a ete entrepris dans le but d'etablir le mecanisme de la biosynthese de ce

pigment dont la structure diquinonique n'a ete retrouvee jusqu'ä present que chez

un autre compose nature!, l'oosporeine 4

Pour cette etude nous avons utilise essentiellement Penicillium phoeniceum Les

dosages de phoenicine ont ete etfectues soit par pesee directe apres extraction du

pigment, soit par colorimetrie en solution bicarbonato-sodique

Conditions de la pigmentogenese

Le milieu de base utilise etait celui de Czapek-Dox, contenant par litre d'eau
bidistillee- NaN03 2,0 g, KH2P04 1,0 g, KCl 0,5 g, MgS04 7H,0 0,5 g; FeSO, 7H.O
20 mg, glucose 50 g

Au cours de nombreux essais, nous n'avons obtenu que des rendements tres

irreguliers en pigment. L'addition d'extrait de levure provoquait par contre une forte

augmentation de la pigmentogenese (pres de dix fois). On pouvait alors se demander

quels sont les composants qui exercent cette action favorable. Des essais efTectues

en presence d'un melange de vitanunes B (B4, B2, B6, pantothenate, biotine, acide

p-aminobenzolque, acide folique, inositol) dans des proportions et en quantites
analogues ä celles de l'extrait de levure, ont donne des resultats negatifs Nous avons
examine alors les composants mineraux, d'apres des dosages polarographiques, les

cendres d'une decoction de 100 g de levure de boulanger dans un litre d'eau ordinaire
contiennent- Zn 0,05 mg, Co 0,006 mg, Mn 0,13 mg et Cu 0,19 mg Le milieu de

Czapek-Dox a ete alors additionne de divers ions metalliques Nous avons constate

que Zn + + a une action favorable sur le poids du mycelium, mais que cet ion agissant
seul entrave la pigmentogenese Cette derniere est par contre legerement augmentee

par Cu++ employe seul, eile est considerablement exaltee par une association des

deux ions. D'autres metaux se sont montres sans action.

1 E A H Friedheim, Heh Chun Acta, 21, 1464 (1938)
2 Th Posternak, C i Soc Pins Hist nat Geneve, 56, 28 (1939)
3 Th Posternak, Heh Chun Ada, 21, 1326 (1938), Th Posternak, H W RuELiusetJ Tcher-

niak, ibid, 26, 2031 (1943)
4 F Kogl et G C van Wessem Ree Tra\ Chun Pais-Bas, 63, 5 (1944)
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Tableau 1.

Obtenu en g par litre de culture
Concentrations de sels m6talliques
ajouies au milieu de Czapek-Dox

de 25 jours

Phoenicine Mycelium sec

0 0,120 4,9
ZnCI2 0,1 10"6M 0 12,9

CuCl2 3 10"6M 0,141 6,8

ZnCl2 0,1

4 CuCl2
I0~6M I

3 10_bM J
2,648 13,1

Des cultures effectuees sur milieu de Czapek-Dox J- ZnCl2 0,8.10" 6M en

presence de quantites variables de Cu++ ont montre que la concentration minimum en

cet ion necessaire pour l'optimum de pigmentogenese est 1.10~7M.

Tableau 2.

Obtenu en c par litre de culture

Concentration en CuCI >
de 25 jours

ajoute au milieu de Czapek-Dox - ZnCI • 0,8.10 — 6M

Phoenicine Mycelium sec

0,0 0,0 12,9

1,2.10~8M 0,342 13,0

3.10~8M 1,180 13,1

6.10~8M 1,240 12,8

1,2.10~7M 1,520 12,9
3.10_7M 1,462 12,3

3.10~6M 1,644 12,6
3 10-5M 1,788 12,9

Biosynthese de la phoenicine.

Des cultures sur milieu de Czapek-Dox ZnCl2 0,8.I0~8 — CuS04 3.1CT6M
ont ete additionnees au bout de 7 ä 13 jours, lorsque la pigmentogenese commence
ä se manifester, d'une solution, dans de l'eau bidistillee sterile, de la substance

marquee au 14C (precurseur suppose). La phoenicine formee a ete düment purifiee
et recristallisee dans certains cas en presence du precurseur non radioactif. Elle a

ete degradee par oxydation chromique; les carbones 4 et 7, 4' et 7' fournissent de

l'acide acetique qui, lui-meme, a ete degrade d'apres Schmidt, ce qui permet de

localiser la radioactivite dans le groupe methyle ou dans le groupe carboxyle. Les

autres carbones ont ete recueillis sous forme de C02.
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On sait que la biosynthese du squelette de l'orcinol peut s'effectuer par union

tete-queue de quatre molecules d'acide acetique, suivie de la perte d'un carboxyle5;
d'autre part, la soudure de deux noyaux aromatiques peut avoir lieu par le processus
de 1'« Oxydation phenolique »6. Si nous marquons le carbone du methyle de l'acide
acetique par # et celui du carboxyle par x, la formule VII indiquerait l'origine
probable des quatorze carbones de la phoenicine: huit carbones proviendraient du

groupe methyle et six du groupe carboxyle.

Nous avons constate que l'incorporation radioactive dans la phoenicine s'effec-

tue avec de bons rendements ä partir de H;suC-COONa (3,87 %) et de CH3-14COONa

(3,18%). Les resultats indiques dans le tableau 3 sont en accord avec la repartition
supposee.

Tabifau 3.

Pr£curseur radio-actif
Radio-activite
administr^e
des/min/htre

Incorporation
dans la

phoenicine

Repartition de la radio-activite *

Nombre de carbones marqu6s

1, 2, 3, 5, 6

12', 3', 5', 6'
(COo)

7, 7'
(CH3 de l'acide

acetique)

4, 4'
(COOH

de l'acide
acetique)

1

theor i obs
i

th£or obs theor. obs

1) CH314COONa 2,22.10s 3,18 4 4,16 0 0,008 2

0

1,80

2) 14CH3 COONa 2,22.10s 3,87 6 5,76 2 1,95 0,125

* Radio-activite theonque par atome de carbone marque1 1) 2,30 lOß d^s min
2) 2,016 1 Ob des min

Des essais avec la methionine S-14CH3 ont donne des incorporations pres de

dix fois plus faibles que l'acetate 14C.

La question qui se pose ensuite est celle des substances intermediaires de la

biosynthese. Pour la resoudre, nous avons traite les cultures par des intermediaires
possibles marques au 14C; les valeurs absolues des incorporations observees ne sont

pas significatives, car l'utilisation des substances apportees est limitee evidemment

par des facteurs de permeabilite cellulaire.
Nous avons constate une incorporation radioactive de 1,5% ä partir d'acide

2,4-dihydroxy-6-methyl-benzoique (III) (ac. orsellinique) marque en 1; l'incorpora-

5 A. J. Birch et F. W. Donovan, Aitstr. J. Client., 6, 360 (1953).
6 D. Fl. R. Barton et T. Cohen, Festschrift A. Stolt, 117 (1957); H. Erdtman et C. A. Wachtmeister,

ibid., 144 (1957).



SEANCE DU 17 OCTOBRE 1963 477

tion ä partir du l,3-dihydroxy-5-methyl-benzene (IV) (orcinol) marque en 6 etait
de 0,7%.

Tableau 4.

Repartition de la radio-activite *

Incorporation
dans la

phoenicine

Nombre de carbones marques

Precurseur radio-actif
Radio-actmtd
admimstr6e
d6s/min/litre

3 ou 5, 3' ou 5'
(CO.)

4 et 7 ou 4' et 7'
(C de l'acide

ac6tique

thdor. obs th£or obs

1) Ester orsellinique 1 1JC 1,12.10s 1,47 2 1,83 0 0,024

2) Orcine 6 14C 1,72.10s 0,70 2 1,52 0 0,15

* Radio-activite theonque par atonie de carbone marque 1) 5.46 I0& des'min
2) 8,00 lO^des/min

Tableau 5.

Par litre de culture de quator7e jours:
Augmentation de la pigmen-

togenese en pour-cent
des molecules de substance VI

introduite

Calcul base sur la moyenne

Quantity de substance VI
introduce au bout de six jours

mg

Phoenicine produite

mg *

0,0 359 159,6
2,0 489 ± 38,8 5830

6,0 628 - 138,9 4027
10,0 644 135,6 2558
14,0 827 - 186,1 3000
18,0 970 173,2 3047
20,0 1027 a: 121,4 2998
40,0 1800 - 155,3 3234
60,0 1739 _ 234,0 2064

* Moyenne — ecart type: a' y/ n 4

II devient ainsi probable que l'acide orsellinique et l'orcinol sont des

intermediates de la biosynthese.
La soudure des deux noyaux aromatiques avec formation du squelette du diphe-

nyle pourrait ensuite se faire, soit ä partir de l'orcinol avec oxydation subsequente
du tetra-hydroxy-ditolyle VI forme, soit ä partir du l,2,4-trihydroxy-6-methyl-
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benzene (V), ce qui conduirait ä la tetrahydro-phoenicine (leuco-phoenicine). Ne
disposant pas des substances marquees correspondantes, nous avons introduit dans
les cultures les composes V et VI non radioactifs. En partant de V, l'augmentation
des rendements en phoenicine etait douteuse; elle etait, par contre, importante en

h3c*

11 IT

presence de la substance VI 11 est, d'autre part, remarquable que cette augmentation
est pres de 20-50 fois superieure ä celle qui correspondrait ä la transformation
quantitative en phoenicine de la substance introduite (tableau 5). Ceci pourrait s'ex-

pliquer de la maniere suivante en presence du compose VI ll se produirait, par
induction, la formation d'une quantite superieure du Systeme enzymatique qui
convertit VI en phoenicine, ce qui augmenterait considerablement le rendement

en cette derniere.
En resume, d'apres les faits observes, une des marches possibles de la bio-

synthese s'exprimerait de la maniere suivante

8 ac. acetiques -> 2 ac orselhniques (III) ->
2 orcinols (IV) -> 1 compose VI -> I phoenicine VII.

Nous ne pouvons toutefois exclure l'hypothese d'une carboxylation de l'or-
cinol (IV) et de la substance VI introduits comme precurseurs, avec formation
respective d'acide orselhmque (III) et d'un acide Vl-dicarboxyhque qui seraient les

veritables intermediaires.

Nous remercions vivement le Fonds national suisse de la Recherche scienti-

fique (Commission pour la Science atomique) de l'aide qu'il nous a apportee.

Geneve, Laboratoires de Chwne biologique
et orgamque speciale de /'Utmersite
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