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28. Reeherehes SUP la bioehimie des ehampignons inferieurs 111. 
Sur le pigment de Penieillium eitreo-roseum Dierckx ’) 

par Theodore Posternak et  Jean-Paul Jacob. 
(31. I. 40.) 

Le Yenicillium citreo-roseum Dierckx a la propriktk de produire 
sur certains milieux de culture un pigment jaune citron; lorsque la 
culture vieillit, on observe parfois un virage au rose ou meme au rouge 
dA a un phhomkne d’alcalinisation spontanke du milieu, d’oh le nom 
de citreo-roseum par leyuel on d4signe ce micro-organisme. 

Ayant entrepris des cultures dans le but tl’isoler le pigment, 
nous avons adopt6 finalement le milieu synthktique de Cxapek-Dox 
qui ne contient que du glucose comme matihe organique. Sur ce 
milieu, le champignon nianifeste une croissance relativement rapide 
et ses cultures sont bien pigment&. Par une m6thode decrite en d6- 
tail dans la pztrtie exp6rimcntale, nous avons pu isoler k l’ktat cristalli- 
s4 le pigment pour lequel nous proposons le nom de citrdo-rose‘ine. 

Ce produit repond k la formule C,,H,,O,. I1 se prksente sous 
forme d’aiguilles jaune orange solubles en rouge pourpre dam les 
carbonalm alcalins et les alcalis caustiques. I1 ne contient pas de 
groupe mbthoxyle; il donne une forte rdaction colorbe en presence de 
chlorure ferrique. 

La citrko-roskine contient 4 hydroxyles : nous en d4crii o m  les 
derives t&ra-ac&yle, tktra-benzoylk et tktra-mi.thy14 ; tous ces pro- 
duits sorit insolubles dans les alcalis et ne donnent plus de reaction 
avec le chlorure ferrique. 

Oxydi. d’aprbs la mdthode de Kuhn et Roth, le pigment ne fournit 
pas d’acide acbtique. 

Par ses r6actions color4es et par ses propriktes gdni.rales, le pig- 
ment semblait d4ja appartenir A la shie anthraquinonique ; par distil- 
lation sur la poudre tle zinc on obtient effectivement dn P-m&hyl- 
anthrackne : la citrko-rosdine apparait ainsi eomme une tktra-oxy- 
/3-m@thyl-anthraquinone. D’autre part, les faits suivants apportent 
quelques indications sur la position des groupes hydroxyles : 

a) Lo pigment est soluble dans les carbonates alcalins; il forme 
un sel avec une molkcule de pyridine, ce qui indique la pr4seiice d’un 
hydroxyle nueleaire en ,!I2). 

1) E’un de nous a public la premiAre description du pigment pur dam C. K. SOC. 

z ,  Pleijfer, A. 398, 137 (1913); Oesterle, Arch. Pharm. 253, 127 (1915). 
Phys. e t  Hist. Nat. de GenBve, 56, 29 (1939). 
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b) Le pigment ne tire pas sur coton mordanc6; d’aprks la regle 
de Liebermum et Kostaneekil) il est donc trks probable que la citreo- 
roseine ne contienne pas d’hydroxyles vicinaux en a, /I. 

c) Par la couleur de ses solutions dam l’acide sulfurique concentri! 
et dans l’eau B differents pH et par ses domaines de virage, le pigment 
ressemble B s’y mdprendre B 1’6modine (4, 5,  7-tri-oxy-2-mBthyl-an- 
thraquinone) ; les spectres d’absorption des deux substances prksen- 
tent Bgalement de grandes analogies. Comme la couleur des poly-oxy- 
anthraquinones dkpend essentiellement du nombre et de la position des 
hydroxyles nuelBaires, il devient tres probable que la citr6o-roseine, 
tout comme l’kmodine, soit un dBriv6 de la 4,5,7-trioxy-anthraqui- 
none, le quatribme hydroxyle faisant partie de la ehaine 1atBrale. Nous 
attribuons ainsi a notre pigment la constitution d’une 4,5,7-trioxy- 
/I-oxymethyl-anthraquinone repondant b, l’une des trois formules 
suivantes : 

1 I1 
CH,OH 

OH OH 
I11 

Nous poursuivons 1’Btude de la constitution du pigment. 
Jusqu’B present on ne connaissait, parmi les champignons in- 

fbrieurs, que deux groupes dont certains representants produisent 
des pigments anthraquinoniques : 

a) Les helminthospores, dont les pigments (helminthosporine, 
Catharine, cgnodontine, tritisporine) sont des dBrivBs de la 1,4,8- 
trioxy-anthraquinone z). 

b) Certaines espkces d’Aspergillus glaucus qui, k c6tB de physcion 
(7-m@thyl-Bmodine), produisent un pigment anthraquinonique de 
structure encore inconnue : 1’6rythroglaucine3). 

La citr6o-rosBine est donc le premier dBrivB anthraquinonique qui 
ait B t B  isole d’une culture de Penicillium. Ajoutons que l’un de nous 
a retir6 des cultures d’une autre espbce de Penicillium (Penicillium 
roseo-purpureum Dierckz) un pigment rbpondant h la formule 
CI6Hl2O6, qui reprPsente un dBrivB monomBthylB dt: la citrBo-rosBine. 
Sa description fera l’objet d’une communication ultPrieure. 

,4. 240, 245 (1887). 
z) Raistriek et  coll., Biochem. J. 27, 499 (1933); 28, 559 (1934). 
3) Ashley, Rnistrick et Richards, Biochem. J .  33, 1291 (1939). 
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P a r t i e  e x p g r i m e n t a l e .  

Pre’paration d u  pigment. 

Cultures de P. cityeo-roseum. - Ces cultures ont B t B  effectu6es sup 
milieu liquide (milieu de Cxapek-Dox) ayant la composition suivante : 

eau distillbe 1000 parties; 
hTal;lO, 2 parties; 
KH,PO, 1 partie; 
KCI 0,B partie; 
MgSO,-7 H,O 0,5 partie; 
Fe80,.7 H,O 0,02 partie; 
glucose pur 50aparties. 

Le liquide est r6parti dans des fioles coniques et des ballons B 
fond plat, de manikre a remplir les rtkipients au quart. AprBs st6ri- 
lisation A l’autoclave et refroidissement, on ensemence au moyen d’une 
souche de Penicillium citreo-roseum Dierckx (souche sur mofit agaris6 
du Centraalbureau voor Schimmeleultures, Baarn). On laisse la crois- 
same se poursuivre k 20°. En rkgle g6n6rale, au bout de huit jours, 
la surface du liquide est entikrement reeouverte d’un tapis myc6lien ; 
il apparait alors des spores bleu ciel, et, en meme temps, le revers du 
mycklium se colore en jaune; le pigment diffuse ensuite petit a petit 
dans le liquide. Au bout de 20-30 jours, la pigmentation n’augmente 
plus. Le revers du myc6lium est alors d’un orange intense. Le liquide, 
de couleur plus faible, r6duit encore la liqueur de Pehling; il contient 
encore l , S %  environ de glucose. 

Cultures sur d‘autres milzeux. - Si, dans le milieu de Czapek-Dox, on remplacc lo 
glucose par d’autres substances organiques, les composants minbraux du milange restant 
les m6mes, on constate: 

a) Une croissance et une sporulation normales du champignon, mais sans production 
de citrcio-ros&ine, sur les sucres suivants : I-rhamnose, d-galactose, d-xylose, d-ribose, 
1-arabinose, d-sorbose, d-mannite, inosite. 

b) Une croissance et une sporulation normales accompagnbes de formation de 
citrko-roseine sur le d-fructose et  le d-mannose. 

La production de pigment ne s’observe donc que sin 10s trois hexoses fermentesciblcs: 
glucose, fructose et mannose. 

La substitution du nitrate de sodium dans le milieu de Czapek-Dox par le tartrate 
d‘ammonium ne semble pas influer notablement sur la production du pigment. 

Eatraction du pigment. - Pour extraire le pigment du liquide, 
on introduit environ 25 yo de sel marin et on agite dans un entonnoir 
a robinet avec de petites quantit6s d’alcool isobutylique. Les solu- 
tions iso-butyliquas reunies sont ensuite agitBes avec du carbonate de 
sodium h 2 yo qui s’empare du pigment en se colorant en rouge pourpre. 

Le myce‘lium contient la majeure partie du pigment. Aprks l’avoir 
hach6 A la machine et exprim4 B la presse, on le fait macerer A froid 
dans du carbonate de sodium A 2%;  au bout de quelques heures, on 
exprime B la presse et on traite de nouveau par le carbonate de sodium. 
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Trois extractions successives suffisent en gdndral. Le rdsidu myc6lien 
provenant de 40 litres de cultures phse 105 gr. aprh l’extraction et 
la dessication. 

On reunit les extraits carbonato-sodiques provenant du mycPlium 
et du liquide de culture et on les acidifie B l’acide chlorhydrique: il 
se produit un prdcipith qui entrafne la majeure partie du pigment. 
I1 est essord, s6ch6 et extrait B l’alcool bouillant qui dissout la cit(r6o- 
ros4ine et l a k e  comme r6sidu une substance contenant du phosphore 
et de l’azote et representant peut-&re une nnclhine. La solution 
alcoolique d6pose, aprks concentration convenable, des cristaux de 
pigment qu’on presse sur une assiette poreuse; on les purifie par dis- 
solution dans l’alcool en essorant, h chaud, les impuretds insolubles. 
Le pigment est ensuite rcdissous dans le carbonate de sodium h 2 yo; 
on filtre la solution sur uno couche de noritc et prdcipite par l’acide. 

Pour la purification finale, il est indiquP de passer par l’interm6- 
diaire du dBriv6 acdtylf?. Le produit brut, bien sf?ch6 et finement pul- 
vBris6, est trait6 par cinq fois son poids d’un mPlange de 95 volumes 
tl’anhydride acPtique et  de 5 volumts d’acide sulfurique concentri. j 
on chauffe Idgkrement pour tout dissoudre. Aprds refroidissement, 
de fines aiguilles jaunes se &parent qu’on emore am bout de quelques 
heures et qu’on lave avec un peu d’anhydride ac6tique. Aprks re- 
crista,llisation dans l’alcool, le ddriv6 achtyl6 fond a 187-188O. Pour 
le saponifier, on en suspend 1 gr. dam 20 cm3 d’alcool mdthylique 
ehaud et on ajoute 4 em3 de potasse aqueuse a 50 yo. Aprks quelques 
minutes, on dilue de 4 volumes d’eau et acidific par l’acide chlorhy- 
drique coneentr6. On chauffe au bain-niarie pour coaguler le pr6ci- 
pith jaune, qu’on essore aprBs refroidissement. Le produit est ensuite 
recristallisP dans 25 parties d’alcool absolu bouillant. 

Suivant les cultures, la quantith obtenue de pigment pur varie 
considdrablement : on en obtient de 15 a 80 mgr. par litre de culture. 

Propiete’s dc la citydo-rosei’ne. 

Le pigment cristallise en aiguilles jaune orange, fondant en se 
d6composant (noircissement) vers 273-275 O (chauffe lente). 

2,785 mgr. subst. ont donne 6,415 mgr. CO, et 0,960 nigr. H,O 
C,,H,,O, Calcule C 62,92 H 3,86% 

Trouvi. .. 62,82 ,, 3,52% 

Le produit se dissout cn rouge pourpre dam les carbonates al- 
calins et les alcalis caustiques et en rouge orange dans l’acide sul- 
furique concentre. En solution alcoolique, il donne une coloration 
brun rouge avec le chlorure ferrique. I1 est trbs peu soluble dans l’eau, 
1’6ther, Ie benzene et le ehloroforme, un peu plus dans l’alcool iso- 
butylique. L’alcool et l’acido acbtique le dissolvent assez bien B chaud, 
mais difficilement a froid. 
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En solution acdtique, le pigment est 16gerement fluorescent a la 
lumiere ordinaire j il manifeste une forte fluorescence jaune vert sous 
l’action des rayons ultra-violets. 

l’alumine ont Btk 
n4gatifs. 

- 

Des essais de teinture sur coton mordanc6 

Couleurs et spectres d’absorption; comparaison avec l’dmodine. 

Les couleurs des solutions de citrbo-ros6ine dans l’acide sulfurique 
concentrd et dans l’eau, diffkrents pH, ressemblent a s’y mbprendre 
k celles de l’dmodine. A des pH inf6rieurs a 7,1, la solution aqueuse 
est jaune; k 7,1-8,2, on observe un virage au rouge orange; k pH 
9,7-10,9 il se produit un nouveau virage au rouge pourpre. Les do- 
nmines do virage correspondants de l’dmodinc sont respectivement 

Dans l’acide sulfurique concentre, la citrdo-rosBine prksente deux 
bandes d’absorption de largeur inkgale; le maximum d’absorption 
cle la plus large est situB vers 491 m p ;  celui de la plus mince vers 
528 mpl).  En solution alealine, on observe une trks large bande Q maxi- 
mum situd vers 515 m , ~ ~ ) .  Dans les mgmes dissolvants, les bandes de 
l’bmodine ont exactement les m6mes caracteres, mais sont dBplacBes 
d’environ 10 mp vers les grandes longueurs d’onde3). 

Be1 de pylridilze: I1 se sdpare par refroidissement d’une solution 
chaude du pigment dam la pyridine anhydre. Amnt l’analyse, il a 
d t k  sBchB k temperature ordinaire sur l’anhydride phosphorique dans 
une atmosphere de pyridine. 

7,s-8,2 et 9,7-11 , O .  

35,7 mgr. subst. ont perdu A 105O 8,3 mgr. pyridine 
C,,H1,O,. C,H$ Calculb C,H,N 21,6 Trouv6 C,H,N 23,2% 

Ddrriiud tdtra-acdtyld. 
On l’obtient, comme il a Bt6 dit plus haut, par l’action de l’anhy- 

drique acktique en prksence d’acide sulfurique concentrh. I1 forme de 
fines aiguilles jaunes qui fondent a 187-188O aprh  recristallisation 
dans l’alcool. Le produit est insoluble dans les alcalis et ne donne pas 
de rkaction color& avec le chlorure ferrique. 

6,088 mgr. subst. ont donne; 11,345 mgr. CO, et 1,78 mgr. H,O 
0,189 mgr. subst.: 1,882 mgr. camphre; A = 8,5O 

C,,Hl,O,o Calcule C 60,77 H 3,99% Poids mol. 454 
Trouvb ,, 60,81 ,, 3,92% ,, ,, 472 

l) L’addition d’acide borique dbplace les deux bandes d‘environ 4 m p  vers les grandcs 

2, Nous adressous tous nos remerciements B M. le Dr B. Perrotet qui a bien voulu 

3, Pour le spectre d’absorption dc I’kmodine, voir: Tschirch et Heuberger, Arch, 

ondes. 

effectuer ces mesures. 

Pharm. 240, 609 (1902). 
16 
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De’whe’ te’tra-bewoyle’. 
chaud dans 0,s em3 de pyri- 

dine anhydre; on refroidit rapidement et ajoute 0,2 em3 de chlorure 
de benzoyle. Le lendemain, on verse dans l’eau; le prBcipit6 est essor6, 
lave B l’alcsli, s8ehP et extrait a l’alcool froid. Le rBsidu insoluble dans 
l’alcool est recristallisk finalement dans le benzkne. Aiguilles jaune 
clair, groupkes en houpettes fondant a 206-208O, puis se solidifiant 
de nouveau pour fondre B 223O. 

30 mgr. de pigment sont dissous 

4,058 mgr. subst. ont donne 10,959 mgr. CO, et 1,431 nigr. H,O 
C,,H,,O,, Calculb C 73,48 H 3,73% 

Trow6 ,, 73,65 ,, 3,95% 

Dkive’ te’tra-me’thyle’. 
La mdthylation complete du pigment est assez difficile et se fait 

par agitations rBpBtPes en presence d’un grand exces de sulfate de 
methyle. :SO mgr. de citreo-rosBine dissous dans 6 em3 de NaOH 2-n. 
sont agitds en prBsence de 0,5 em3 de sulfate neutre de mBthyle jusqu’8 
disparition du rdactif. On rhphte encore einq fois la mBthylation en 
introduisant B chaque reprise 2 em3 de NaOH 2-n. et 0,5 em3 de sulfate 
de m6thyle. Le prBcipit4 form4 est finalement essor6; on le traite 
2 chaud par la soude caustique diluBe pour le dhbarrasser des com- 
posBs incomplktement mBthy16s et on le recristallise plusieurs fois 
dans l’a,lcool chaud. Le produit est dimorphe: il se sBpare parfois de 
sa solution alcoolique en longues et fines aiguilles groupkes en gerbes 
qui, au bout de quelques heures, se transforment en petits prismes 
rectangulaires. P. de f. 187-188O. 

3,468 mgr. subst. ont donne 9,372 mgr. AgI 
C,,H,,O, Calculb OCH, 36,27 Trouvb OCH, 35,70% 

Distillation SUT la poudre  de zinc. 
Cette opBratioii a P t B  effectuee dans les petits tubes coudes fermPs 

B une extrPmit6 dhcrits par KogZ et Deijs’) (Knierohrchen). 
Le pigment (10 mgr.) mBlangB intimement k 20 fois son poids 

de poudre de zinc est introduit dans le fond du tube; on recouvre 
encore de 200 mgr. de poudre de zinc; on chauffe ensuite le mklange, 
d’abord avec precaution, puis plus fortement. Des cristaux incolokes 
se deposent, en formant un anneau, dans la partie non chauffde du 
tube. On coupe ensuite le tube de chaque c6tB de cet anneau. Les 
cristaux provenant de 10  operations semblables sont reunis; on hes 
lave la soude, puis on les recristallise dans l’acide acetique. P. ds f .  
203O. Le melange avec du ,f?-mBthyl-anthrackne (p. de f .  205O) fond 
vers 204O. 

Geneve, Laboratoire de Chimie organiquel 
et inorganique de l’Universit6. 

I) A. 515, 20 (1935). 




