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79. Structure chimique des aspergillomarasmines A et B 
par A. L. Haenni, M. Robert, W. Vetter, L. ROUX, M. Barbier et E. Lederer 

(10 I11 65) 

En 1927, MORIZAWA [l] montrait la prCsence dans le muscle d’0ctopus vulgaris d’un 
nouvel amino-acide: Z’octo$ine (I), dont la structure a Ct6 Ctablie par MOORE & 
WILSON [2]. Depuis, une serie de composCs prCsentant le m&me caractbre structural a 
pu Ctre identifiCe. La lysofiine fut dCcouverte en 1956 par LIORET [3] dans les tissus de 
((crown gall)), et sa structure chimique (11), Ctablie en 1960 par BIEMANN et coll. [4]. 
DARLING & LARSEN [5] ont isolC et identifiC la saccharopine (111) partir de la levure, 
en 1961. Cette substance a C t C  synthCtisCe en 1961 par KJAER & LARSEN [6]. RCcem- 
ment, TRUPIN & BROQUIST [7] ont is016 la saccharopine de Neurospora cyassa, et ont 
montrC qu’elle Ctait un intermkdiaire de la biosynthhse de la lysine. M ~ N A G E R  & 
MOREL [S] ont identifib l’octopine dans des tissus de tcrown galls. 

En 1944, CLAUSON-KAAS, PLATTNER & GAUMANN [9] publiaient les premiers 
rksultats de leurs recherches sur la lyconzarasmine, substance isolCe de Fusarium 
lycopersici Sacc. et provoquant le flCtrissement des feuilles de certaines plantes. 

En 1963, HARDEGGER et coll. [lo] montraient que 19 lycomarasmine posshde la 
structure IV. La lycomarasmine (IV) se lactamise avec perte d‘ammoniaque en une 
substance V (acide anhydrolycomarasmique, ou u Substance J ))) dont la synthhse vient 
d’Ctre dCcrite par HARDEGGER et coll. [ll].  

En 1956, la SociCtC d’Etude et d’Applications Biologiques (S.E.A.B., Jouy-en- 
Josas, S.-et-0.) isolait du milieu de culture d’une souche d’As$ergillus flavus oryzae 
trois substances cristallisCes. Nous avons proposC pour ces substances les noms d’as- 
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pergillomarasmines A et B et d’anhydro-aspergillomarasmine B, ainsi que les struc- 
tures chimiques respectives VI, VII et V [12] [13]. L’aspergillomarasmine B ( V I l )  est 
identique d l’acide lycomarasmiquel) prCparC par HARDEGGER et coll. [lo] B partir de la 
lycomarasmine. Les aspergillomarasmines A et B sont biologiquement actives dans 
les essais de flbtrissement de feuilles de tomates. 

Nous avons rkcemment dkcrit la synthbe de l’aspergillomarasmine B radmique 
(VII) [15], ainsi que celle d’analogues de la lycomarasmine et des aspergillomaras- 
mines (IX, X et XI) [16] [17]. 

Dans le prCsent memoire, nous publions les dktails des recherches ayant permis 
d’ktablir les structures des aspergillomarasmjnes, ainsi que les rksultats des Ctudes de 
ces composCs par spectromdtrie de masse. 

Aspergillomarasmine A. - L’aspergillomarasmine A (VI) est prCsente dans les 
cultures jeunes d’Aspergillus flavus oryzae et disparait dans les cultures &gCes, en 
particulier lorsque le pH devient supCrieur B 7. 

L L 

H,N-C-NH-CHa-CH2-CHz-CH-COOH H,N-CH2-CHz-CH2-CHa-CH-COOH 
I 

NH 
I 

II I 
N H  NH 

I 
CH,-CH-COOH CH,CCH-COOH 

I D IT 
Octopine L ysopine 

L 

D 

COOH 
D /  

NH-CH,-CH,-CH,-CH2-CH-COOH L CHz-CH 

I I / /  
CHe-CH- ----N ’ \NH 

I I 
L CH-CH,-CH, NH, 

I I 
COOH COOH 111 COOH COOH C-CH, 

k Saccharopine 
0 

V 
Anhydro-aspergillomarasmine I3 

COOH IV R = -CH,CONH, Lycomarasmine 
/ 

CH,-CH 
/ 

NH \NH 
I I 

VI R = -CH,-CH-COOH Aspergillomarasmine A 
I 

NH, CHa-CH R 
1 I 

COOH COOH VII 

VIII R = -CH----CH, 

CH,-CH, COOH NH, 

I I 

R = -CH,-COOH Aspergillomarasmine B 

I I 

IT; R = H  
/ \  

XI NH NH 

CHa-CH CH-CH, X R=-CH-CH, 
I I I I I I 

COOH COOH COOH COOH COOH COOH 
- 

l )  L‘acide lycomarasmique a Bt6 decrit pour la premiere fois par LIECHTI [14] et  la structure 
chimique a 6th publiee en 1963 [lo]. - L’aspergillomarasmine B a Bt6 d6crite pour la premiere 
fois en 1962 [13]. Nous maintenons ce terme pour cette substance, surtout parce qu’elle est 
un metabolite d’Aspergillus flavus oryzae e t  ne semble pas produite par Fusarium lycopersici 
Sacc. 
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Nous reportons dans le Tableau I les constantes physiques de l’aspergillomaras- 
mine A, ainsi que celles de l’aspergillomarasmine B et de l‘anhydro-aspergillomaras- 
mine B. Ces substances se prCsentent sous forme de grains incolores; elles sont 
insolubles dans les solvants organiques usuels, solubles en milieu aqueux en pH acide 
(HC1 ZN) ou alcalin (i partir de pH 7). Les recherches de 0-CH,, C-CH,, N-CH,, S, 
P et haloghnes, ont donne des rksultats nkgatifs. 

Les courbes de titrage acidimktrique de l’aspergillomarasmine A montrent la 
prksence de deux aciditCs fortes (pK 3,5 et 4,5) ; on observe deux fonctions aminCes de 
pK 9,5 et 10. Les titrages complexomktriques indiquent qu’un micromole de mCtal est 
chklate par 310 p g  de substance (voir Fig. 1). Le dosage de groupes aminCs libres 
selon VAN SLYKE montre que la substance posskde au moins un groupe NH, libre. 

Fig. 1. Titrage complexomdtriqwe de l’aspergillo~~arasmine A ( V I )  
Courbes de titrage de 100 mg d’aspergillomarasmine A:  

lo aspergillomarasmine A seule; 2’ avcc addition de formald6hyde; 3” avec addition de CuSO,. 

Les analyses Clkmentaires, ainsi que les rksultats exposks ci-dessous, sont en 
accord avec la formule brute C,,H,,O,N, . Les spectres infrarouges des aspergillo- 
marasmines ne se pr6tent pas des interprhtations convenables (une remarque 
semblable a dCjl CtC faite pour la lycomarasmine par HARDEGGER et coll. [lo]). I1 est 
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cependant possible d’y noter l’absence des bandes caractkristiques des fonctions OH 
et CONH. 

L’aspergillomarasmine A rCagit A la ninhydrine A 60” en donnant une coloration 
pourpre. Elle se comporte comme une substance homogbne au cours des diverses 
chromatographies et Clectrophorbses sur papier. Nous reportons dans le Tableau I1 les 
valeurs des Rf observCes dans diffkrents systbmes de solvants. 

Hydrolyse acide de l’aspergillomarasmine A (v. Tableau 111). Une 6tude cinCtique 
de l’hydrolyse de l’aspergillomarasmine A par HC16 N i 120” en tube scellk a conduit 
aux rCsultats suivants: dirs la premibre heure on constate, par chromatographie sur 
papier, la formation de deux substances: de l’acide aspartique (XIII) et une substance 
se comportant comme un acide dans l’klectrophorbse sur papier. Ce produit, appelC 
d’abord ccacide A)), a Btk is016 a l’Ctat amorphe par chromatographie prkparative sur 
papier. Par la suite, nous avons reconnu que ul’acide A)) Ctait la monolactame XI1 de 
l’aspergillomarasmine A. 

I1 est possible que l’hydrolyse acide de l’aspergillomarasmine A procbde par deux 
voies, comme dans le cas de l’aspergillomarasrnine B (voir plus loin). En effet, on 
observe, d&s le dCbut de l’hydrolyse, la formation d’acide aspartique, alors qu’aprks 
12 h en tube scellC A loo”, ctl’acide A )) n’a pas encore totalement disparu. 

aspergillo- H+ acide acide diamino-2,3- 
marasmine A ~ 4 aspartique + propionique 

(XIII) (XVI) rapide (VI) 

anhydro-aspergillomarasmine A H+ acide aspartique (XIII) 
(monolactame) - + acide diamino-2,3-propionique 

(XVI) lent (XII) 

Si l’on poursuit l’hydrolyse acide pendant plusieurs heures, on observe la 
disparition progressive de la tache correspondant 8. l’aspergillomarasmine A, le 
renforcement de l’intensite des deux taches signalkes prkcCdemment et l’apparition 
d’une troisicme tache qui par son Rf et par son dkplacement en Blectrophor6se sur 
papier, correspond B. l’acide diamino-2,3-propionique (XVI) z ) .  La chromatographie 
sur Dowex-50 x 12 selon PIEZ & MORRIS [18] confirme la prCsence, dans les produits 
d‘hydrolyse acide, de l’acide aspartique, de l’acide diamino-2,3-propionique et de 
l’((acide Ao3). On remarque aussi la prksence d’ammoniaque. L’acide aspartique et 
l’acide diamino-2,3-propionique semblent &re presents en quantitks CquimolBculaires. 

Une hydrolyse acide plus prolongke provoque la disparition complbte des taches 
correspondant B l’aspergillomarasmine A et A 1’(( acide AH. On observe alors unique- 
ment les taches de l’acide aspartique et de l’acide diamino-2,3-propionique ; ces deux 
amino-acides ont C t C  isolCs par chromatographies prkparatives sur papier. L’acide 

2) La reaction color& de cet amino-acide avec la ninhydrine est peu intense, c’est-&-dire, peu 

3, Nous remercions Monsieur P. JOLLES d’avoir effectu6 cette analyse sur un Autoanalyseur 
sensible. 

TECHNICON. 
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aspartique est de forme I-. L'acide diamino-2,3-propionique est racdmique. I1 est 
probable que cette rackmisation a eu lieu au cours de l'hydrolyse; la facilitk de rack- 
misation de l'acide diamino-2,3-propionique par traitement acide a d'ailleurs ddj 
CtC signalke [19]. 

Les rksultats obtenus au cours de cette hydrolyse s'expliquent par un mk-anisme 
de ,&Blimination [12], reprCsentC sur le Tableau 111. Un tel mkcanisme a dkji Ctd 
proposC par HARDEGGER et coll. [lo]. Notons que les autres imino-acides dCcrits ci- 
dessus (I, 11, 111), qui n'ont pas de carbonyle en de l'azote, ne sont pas hydrolysks 
dans les mCmes conditions. 

I NH, 

I I I 
COOH COOH NH2 

/ 
CH,-CH + CH,=C-COOH + CH,-C-COOH 

II 
N H  

XI11 XVII 

1 
I 

NH, 

f CH,=C-COOH 
1 H+ 

/COOH 
CH,-CH 

Tableau 111. Hydrolyse acide de l'aspergillomarasmine A 

1 XV CH,-C-COOH 

0 +NH, 
A 

II 

Hf COOH NH, 
- /  \ 

/CH-cooH CH,-CH 
/ \  

\ /  

CH, 
/ 

N H  N- CH2 

CH-C 

XI1 
/ Yo 

COOH 

t H+ I I  
N H  NH, 
I 

I I 

/COOH NH, / 

/CH-cooH CH,-CH 
I \  
I 

CH,-CH 

N H  NH-CH, COOH COOH IX 

~~ 

/"H2 CH,=C-COOH 
I 

CH,-CH + N H  
I I I XIV 

COOH COOH CH, 
I 

XI11 H,N-CH-CO3H 

H+ 

CH,-C-COOH XV 
II 
0 

+ 
CH2-CH-COOH 

NH, NH, XVI 
I 1  
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L‘ensemble de ces rksultats et leur comparaison avec ceux obtenus pour l’aspergillo- 
marasmine B ont permis d’avancer pour l’aspergillomarasmine A les deux hypothhses 
de structure VI et VIII. Afin de choisir entre ces deux possibilitks, nous avons CtudiC 
l’action de l’acide nitreux sur le groupe amink libre de l’aspergillomarasmine A. 

Action de I’acide fiitreux. La dksamination nitreuse de l’aspergillomarasmine A, 
suivie de l’hydrolyse acide, conduit, non seulement a l’acide aspartique, mais aussi a 
l’isoskrinc et non A la sCrine. Ce rCsultat prouve que le groupe amink en /I, de l’acide 
diamino-2,3-propionique n’est pas libre, contrairement au groupe u-amink qui est 
libre (structure VI). Cette structure est d’ailleurs confirmke par les mesures de spectro- 
mCtrie de masse (voir plus loin). 

La desamination nitreuse a C t C  effectuke Cgalement sur l’((acide A)) (XII, anhydro- 
aspergillomarasmine A), L’isosCrine est toujours observCe apr&s hydrolyse, ce qui 
indique que la lactamisation de l’aspergillomarasmine A ne se fait pas sur le groupe 
NH, libre. 

L’oxydation de l’aspergillomarasmine A par l‘acide periodique et l’ktude de 1‘hydro- 
gknolyse de son ester benzylique ont permis de confirmer la structure proposke VI. 

Oxydatiolz par I’acide periodique. Lattaque de la molkcule d’aspergillomarasmine A 
par l’acide periodique conduit i deux produits principaux, que l’on a Ctudiks par la 
spectromCtrie de masse de leurs esters mkthyliques. L’un de ces esters correspond par 
sa masse (de m&me d’ailleurs que par ses Rf avant esterification) i l’acide aspartjque 
(XIII) ; l’autre correspond ?I l’ester XVIII : 

COOCH, 
/ 

CH,-CH 

/ /  XVIII 
N/H A H  

CH-C 

COOCH, 

Ces rCsultats sont en accord avec la structure (VI) proposke. Des essais d’isolement 
des produits d’oxydation periodique par chromatographie sur papier ou en phase 
gazeuse (esters mkthyliques) se sont avCrks difficiles et n’ont pas Ctk poursuivis. 

HydrogLnolyse des esters benzyliques. Nous avons montr6 [17] que l’hydrogknation 
des esters benzyliques d’acides diamino-2,3-propioniques p-substitu6s (XIX) provo- 
quait 1’Climination du groupe R-NH, avec formation d’cr-alanine (XX) : 

W P d  CH,-CH-COOCH,--C,H, __ -_ - RNH, + CH,-CH-COOH + CH,-C,H, 

xx I 
XIX NH, 

Nous avons appliquC cette rCaction a l’aspergillomarasmine A. Aprbs estkrification 
par l’alcool benzylique et hydrogknation en prCsence de palladium sur charbon, la 
chromatographie sur papier indique la prCsence d’acide aspartique et d’oc-alanine. 
L’obtention de ces deux amino-acides est une preuve supplkmentaire en faveur de la 
structure VI; mais elle apporte, en outre, la preuve que le carboxyle central n’est pas 
situC comme en XXII,  mais comme en XXI. En effet, nous n’aurions pas obtenu d’a- 
cide aspartique avec la substance XXII. 

I 1  
R-NH NH, 
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COOCH,C,,H, 
/ 

/ \  
I I 

CH,--CH NH, 
I I 

COOCH,C,H, COOCH,C,H, 

COOCH,C,H, 

CH2-CH 

N H  NH-CH,-CH-COOCH,C,H, 

XXI 

\ 

/ \  
N H  NH-CH,--CH-NHZ 
I 

CH2-- CH 
I I 

COOCH,C6H, COOCH,C,H, 

CH-CH2 

I 
COOCH,C,H, 

XXII  

737 

L‘a-alanine formCe a CtC isolCe par chromatographie prbparative sur papier; elle 
s’est av6rCe Ctre rackmique. 

Aspergillomarasmine B (acide lycomarasmique) . - Dits que le milieu de cul- 
ture atteint le pH 7, Aspergillus flavus oryzae commence i produire l’aspergillo- 
marasmine B (VII). 

Le titrage potentiom6trique de cette substance indique la presence de 4 fonctions 
de pK 2,5; 3,5; 6,6 et 10,Z. Le pK 6,6 correspond A un Cquivalent molCculaire voisin 
de 280 (voir Fig. 2 ) .  Le dosage selon VAN SLYKE ne montre pas de groupe amink libre. 

Les analyses ClCmentaires conduisent zt la formule brute C,H1,O,N,. 
L’aspergillomarasmine B ne rCagit pas avec la ninhydrine zt froid, mais conduit B 

une coloration pourpre vers 100’. L’aspergillomarasmine B se comporte comme une 
substance homogitne au cours des chromatographies et Clectrophorhses sur papier 
‘(voir Tableau 11). 

Hydrolyse acide de l’aspergillomarasmie B L‘Ctude de l‘hydrolyse par HC1 6 N 
en tube scellC zt 110” montre l’apparition tout d’abord d’acide aspartique (XIII), de 
glycine (XXTV) et d’une nouvelle substance : l’anhydro-aspergillomarasmine B 
(V). Une Ctude cinCtique a montrC que l’acide aspartique et la glycine Ctaient LibCrCs 
en mCme temps et en quantitds CquimolCculaires. L’acide aspartique a pu Ctre 
isolC par chromatographie sur colonne d’Amberlite IR 45 AG: il s’agit de l‘acide 
L-aspartique. L’acide aspartique et la glycine apparajssent dks le dCbut de l’hydro- 
lyse (pH infCrieur B 2,6), alors que la disparition de l’anhydro-aspergillomarasmine 
B n’est pas totale aprks 48 h. I1 est donc possible qu’il existe deux mCcanismes 
d’hydrolyse : 

H+ 

rapide 
Aspergillomarasmine B 6 acide aspartique + glycine 

(XIII) (XXIV) (VII) 

H+ 

lent 
anhydro-aspergillomarasmine B acide aspartique + glycine 

(XIII) (XXIV) (V) 
47 



738 

COOH H+ 

/ 

/ \  
CH2-CH 

HELVETICA CHIMICA ACTA 

$0 

J' 
0' 0,' 

/ 'I ,/ Y 

4 
21 

5 10 15 $0 
ml NsOH OIN 

Fig. 2. Titvage complexome'triqzle de I'aspergillomarasinine 3 ( V I I )  
Courbes de titrage de 140 mg d'aspergillomarasmine B : 

1" aspergillomarasmine B seule; 2" avec addition de formaldkhyde; 3" avec addition de CuS04. 

COOH 

CH,=CCOOH 
/ 

CHB-CH 
H+ 

__+ CH,C-COOH 

0 xv 

H+ I 
c NH, + NH 

/ 
NH \NH - 

I I 1 I II 
CHZ-CH CH, CH,-CH CH, 

COOH COOH COOH 
I I I I I I + 

COOH COOH COOH 

vll I 
H2N-CH2--COOH 

XXIV I xxlll 

H+ 
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L’identification de l’acide aspartique et de la glycine ddfinit la nature de six des 
neuf atomes de carbone de la molkcule, celle de six oxyghes sur huit et celle des deux 
azotes. 

L‘ester mCthylique de l’aspergillomarasmine B a CtC prCparC par action de courte 
durCe d’une solution CthCrCe de diazomCthane ; l’analyse ClCmentaire correspond & la 
formule brute C,,H,,O,N, , Le dosage de 0-CH, y dCckle 4 fonctions ester. Les deux 
oxyg&nes manquants aprbs le bilan ci-dessus appartiennent donc A un carboxyle 
(sit& dans la partie centrale de la molCcule). 

La spectromktrie de masse de cet ester mCthylique conduit A la masse 302 (344 pour 
l’ester hthylique). L’ensemble de ces rCsultats e t  ceux de la spectromktrie de masse 
expos& plus loin s’accordent avec la structure proposde VII.  Les rdsultats de l’hydro- 
lyse acide s’expliquent par un mecanisme de B-Climination semblable A celui prCcC- 
demment expos& pour l‘aspergillomarasmine A (voir aussi au sujet de ce m6canisme 
[lo] et [12]). 

Anhydro -aspergillomarasmine B . - L’anhydro-aspergillomarasmine B (v) 
apparait dans les cultures iigkes d’dspergillzcs flavus myzae, en particulier d&s que le 
pH de la culture atteint 8. 

Le titrage potentiomCtrique de cette substance indique trois pK, de valeurs 3,7; 
4,5 et 6,8 ; la masse molCculaire minimale calculke est de 260. Les rCsultats des analyses 
ClCmentaires conduisent A, la formule brute C,H1,O,N,. 

L’anhydro-aspergillomarasmine B donne une tache jaune avec la ninhydrine L 
100”; les Rf observCs au cours des chromatographies et klectrophor6ses sur papier sont 
identiques A, ceux du produit de transformation en pH acide de l’aspergillomarasmine 
B (voir Tableau 11). 

L’e’tude de l’hydrolyse par HCZ 6~ d 120“, en tube scellC, montre que le produit 
libkre progressivement des quantitds CquimolCculaires d’acide aspartique et de glycine. 

L’ester mkthyliqzre prCparC par action brbve d’une solution CthCrCe de diazomkthane 
posskde, selon l’analyse ClCmentaire, la formule brute C12Hl,0,N, ; les dosages de 
0-CH, indiquent la prdsence de trois fonctions esters. Le spectre UV. de cet ester, 
mesur6 dans l’hexane, prdsente bien ?I 190 nm la bande d’absorption caract6ristique 
de la fonction amide (E  = 10000). 

L’ensemble de ces rCsultats, de m&me que ceux de la spectromktrie de masse, sont 
en accord avec la structure proposCe pour la lactame V. 

Le spectre de RMN. de l’anhydro-aspergillomarasmine B, dissoute dans l’eau 
lourde (avec NaOH), est identique au spectre de RMN. publi6 par HARDEGGER et coll. 
[lo] pour la ((substance Jj)  obtenue par lactamisation de la lycomarasmine (IV). (Par 
ailleurs, toutes les propri6tks de cette ((substance J o  sont identiques A celles de l’an- 
hydro-aspergillomarasmine R, voir Tableau I.) 

Spectromktrie de masse. - Les esters mkthyliques et Cthyliques des aspergillo- 
marasmines ont CtC prCparCs selon la technique de BIEMANN [ZO] ; les spectres ont Ct6 
mesurCs sur un appareil Atlas CH4; tempdrature de la source d’ions: 260”; tension 
d’ionisation: 70 eV; temperature du rCservoir: 150” 

Dans ce qui suit, nous allons d‘abord ktudier la spectrornitrie de masse de l’asper- 

4) Nous remercions Madame W. VETTER e t  le Professeur K. BIEMANN de leur aide dam I’inter- 
prdtation des spectres. Quclques-uns des spectres ont Bt6 determines au M. I. T., Boston, Mass. 
sur un appareil CEC 21-103 dans les conditions d6crites ci-dessus. 
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/-- A+ 
CHz-CH- N NH m / e 2 4 3  

I I \/ 
COOC,H, COOC,H, 

-CzH50H* 1 

gillomarasmine B (acide lycomarasmique), &ant donnC que le spectre de cette sub- 
stance a donnC les renseignements les plus prCcis, permettant VCtablissement de la 
structure ; l’aspergillomarasmine A sera CtudiCe ensuite. 

Aspergillomarasmilze B et alzhydro-aspergillomarasmine B (Fig. 3 et Tableau IV) . 
Par suite d’une lCg6re dCcomposition thermique des esters CtudiCs, les spectres de 
masse ne sont pas reproductibles avec la prCcision habituelle, de sorte qu’une com- 
paraison exacte dcs spectres de deux substances est difficile. Avec cette restriction, 
on peut admettre que les spectres des esters de l’aspergillomarasmine B et de l’an- 
hydro-aspergillomarasmine R sont identiques. 

Tableau IV. Principales fragmentations de l’ester dthylique de l’aspergillomarasmine B en spectro- 
mdtrie de masse 

COOCzH, 
/ 
+/7 
\/ 

H,C,OOC-HC=N NH m / e  229 

-co 
-C2H50H* 1 -co 

COOC,H, 
/ 

I I_/ 
CHz-CH- d7NH 1 
COOC,H, COOC,H, // 

0 

r COOC,H, 
/ 

I I I_/ 
CHz-CH- d7NH 1 
COOC,H, COOC,H, // 

0 

-COOC2H5 J 

+ 

mje 344 

-CH,COOC,H, 

COOC,H, 
/ 

*) TJne seule des deux possibilites de pertc de ce groupe est reprdsentCe 

On observe l’ion molCculaire attendu B mle 302 pour l’ester mCthylique, et 344 pour 
l’ester Cthylique. Ces masses indiquent que les composes correspondent bien aux 
esters de l’anhydro-aspergillomarasmine B (V) . La diffkrence des masses molkculaires 
344 - 302 = 42 est Cgale, en effet, B la diffkrence entre la masse d’un tri-ester Cthylique 
et celle d’un tri-ester mkthylique. 

Comme on pouvait s’y attendre, les esters d’un Cchantillon de lycomarasmine (IV) 
(aimablement fourni par le Professeur E. HARDEGGER. E.T.H., Zurich) ont montrC le 



Volumen 48, Fasciculus 4 (1965) - No. 79 741 

mCme spectre de masse que les esters de l'aspergillomarasmine B ou de l'anhydro- 
aspergillomarasmine B. - -  

La fragmentation de ces composCs est en accord avec la structure proposCe 
l'anhydro-aspergillomarasmine B. 

pour 

1 

225 

,7" 

30 50 im 200 

1 

344 

Fig. 3. Spectre de masse de l'ester dthylique de l'aspergallomarasmine B 

Le spectre de l'ester Cthylique montre une paire de pics h mje 298 et mle 299, 
apparemment dus B la perte de C,H,OH (pic mCtastable trouvC h 258,4, calc. 258,2) 
et de C,H,O, respectivement, B partir d'un groupe ester. 

Le pic intense a m/e 271 reprksente la perte d'un des deux groupements -CO,C,H, 
fixes sur un atome de carbone portant un atome d'azote et correspond aux epics 
d'amines L qui sont gCnCralement intenses pour des dCriv6s d'acides amines [20] [21]. 

Le pic a m/e 270 (M-74) est dQ soit h la perte d'un groupe -CO,C,H, (avec un H 
suppldmentaire provenant de l'ion molCculaire) ou h la perte de CO du fragment ?I 
mle 298. Cependant, aucune de ces deux fragmentations ne se trouve dans les spectres 
de masse des esters des acides aminCs habituels. 

Le pic a m/e 257 rCsulte de la perte de -CH,CO,C,H, h partir de l'ion mol&ulaire, 
en analogie avec le ((pic ester)) dam l'ester diethylique de l'acide aspartique [20]. 

Deux skies parallhles de pics peuvent &re dCrivCes des fragments A m/e 271 et 
257, par perte de CO et/ou de C,H,OH: a partir de m/e 271 est dCrivC le pic B mje 243 
par expulsion de CO (probablement m/e 225, 
par Climination de C,H,OH (pic metastable trouvC a 187,0, calculC: 186,8), et le pic B 
m/e 197, par perte de CO et C,H,OH (ou -COOC,H, + H). 

En partant de m/e 257, les pics B m/e 229, 211 (pic metastable trouvC a 273,O; 
calc. 273,Z) et 183 peuvent &re expliquCs de'la m6me faqon. 

Les pics relativement intenses h mje 169 et 155 sont probablement aussi des 
membres de ces deux series, form& par la perte (formellement au moins) de 2 CO et 
C,H,OH B partir des pics h m/e 271 et 257, respectivement. 

partir de la fonction lactame) ; le pic 
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Nous n’avons pas essay6 d’expliquer les pics dans la region infCrieure du spectre, 
car leur interprCtation semblait trop alCatoire, sans haute rCsolution, ou sans marquage 
isotopique. 

Aucun pic n’a pu &re dCcel6 permettant la dktermination de la position du car- 
boxyle de la partie centrale de la molkcule. 

Les pics non interpr6tb dans la partie des masses 6levCes sont le plus souvent de 
faible intensit6 et sont probablement dus B des impuretks. 

Le spectre de l’ester mCthylique de l’aspergillomarasmine B contient tous les pics 
mentionnks ci-dessus, dCplacCs vers les masses infkrieures thkoriquement prkvisibles, 
confirmant ainsi l’interpr6tation donn6e. Ceci est particulihrement important en ce 
qui concerne la perte de 28 unitks de masse qui, dans l’ester Cthylique, aurait pu Ctre 
due 2 la perte de CO ou de C2H, ; puisque cette m$me perte est observCe dans le spectre 
de l’ester mbthylique, on peut conclure qu’il s’agit essentiellement de CO. 

Aspergillornayasmine A et anhydro-aspergillomarasmine A (Fig. 4 et Tableau V) . 
Les spectres de masse des esters Cthyliques de l’aspergillomarasmine A et de l’anhydro- 
aspergillomarasmine A sont identiques (en tenant compte de la difficult6 de reproduire 
les spectres de faqon rigoureuse - voir ci-dessus). Le pic mol6culaire est A mle 327, 
c’est-&-dire & M-46 pour le triester Cthylique de l’anhydro-aspergillomarasmine A et 
A 2 x 46 unitCs de masse de moins que le poids molCculaire du tCtra-ester Cthylique de 
l’aspergillomarasmine A. Ceci suggkre que pendant la prkparation les esters ont perdu 
respectivement une et deux molCcules d’6thanol. Le spectre de 1’Cthanol (pic de base i 
mje 31) est en fait prCsent, superposk i celui des deux substances. 

Fig. 4. Spectre de masse de l’ester Bthylique de l’aspergillomarasmine A 

Le fait que le spectre observC est vraiment celui de l’ethanol superpos6 2 celui de la 
substance et n’est pas dG B une fragmentation particuliPre de l’ester lui-mCme, a Ct6 
prouvC par l’Ctude des spectres des esters Cthyliques d’acides aminCs banaux, [20] ainsi 
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Tableau V. Princifiales fragmentations de l’ester dthylique de l’aspergillomarasnzine A 
e n  sfectromktrie de masse 

! -co* 
I I 

__* -co 
‘0 mle 212 

743 

mle 327 

-COOC,H5 

I 
CHZ Wkle 2.54 

I 
COOCzH5 1 -co* 

mle 226 

J. - co*  

m/e 198 

$NAN ” Y O C z H 5  
\/ 

wale 184 

* Une des deux possibilitks de perte de ce groupe est representee 

que de ceux de l’anhydrolycomarasmine B et de l’acide Cthylbne-N, N’-diaspartique 
(XI) [16]. Dans tous ces spectres les pics en question (a m/e 31, 45 et 46) sont tr&s 
faibles ou absents. Ainsi, la prCsence d’kthanol dans les Cchantillons d’aspergillomaras- 
mine A CtudiCs est certaine: nous n’avons pas essay6 d’en dkterminer la quantitC. 

Ces observations s’expliquent le mieux par l’hypothbse que le tktraester de dBpart 
subit une double lactamisation (voir Tableau V). 

En analogie avec le cas de l’ester de l’aspergillomarasmine B, de l’ester de l’acide 
N, N’-kthylbne-diaspartique [16] et de l’ester Cthylique de l’ornithine, on peut penser 
qu’une lactame est formke au cours de la liberation de la base, pendant la pr6paration 
de l’ester libre. Apr6s cette lactamisation, on n’observe pas d’dthanol dans le spectre 
de masse, puisque l’Cthanol est Cvapork avec le solvant (CH,Cl,) avant l’introduction 
de 1’6chantillon dans le spectrombtre de masse. 

La deuxibme lactamisation doit cependant, au moins en partie, avoir lieu pendant 
ou aprks l’Cvaporation de 1’6chantillon dans le systbme d’introduction, seule explica- 
tion valable pour la presence du spectre de l’Cthanol. 
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Le mode de fragmentation de l’amino-ester est en accord avec l’hypothkse d’une 
bilactame comme mol6cule-m&re. La fragmentation suit les mCmes lignes que celle 
de l’anhydro-aspergillomarasmine B, mais elle diffbre considkrablement dans les 
ddtails. Le premier groupe de pics en dessous de l’ion mol6culaire est a m/e 282, 281 et 
280. Les deux premiers sont dus aux pertes de C,H,O et C,H,OH, respectivement, 
comme il fallait s’y attendre, mais le troisibme n’a pas pu Ctre interprCt6. 

Le pic A m/e 254 est form6 par la perte du groupe -CO,C,H, a partir de la moiti6 
diaminopropionique; le pic a m/e 253 est form6 par la perte d’un groupe -C02C,H5 
avec un atome d’hydrog6ne supplkmentaire; le pic a mle 240 est dii a la perte de 
-CH,CO,C,H, a partir de la partie aspartique. Dans le pic A m/e 240 la charge est 
stabilisde par la fonction amine, tandis que dans le pic P mle 254 l’azote avoisinant est 
acylk et de ce fait beaucoup moins apte 5 stabiliser la charge positive. Cette diffCrence 
de stabilisation de charge peut &tre responsable de la grande diff6rence d’intensitd des 
pics, diff6rence qui devient m&me encore plus prononc6e au cours des deux fragmenta- 
tions suivantes. 

A partir de mle 240 peuvent &re d6rivCs: mle 212 par perte de CO, m/e 184 par 
perte de 2 CO (prohablement un CO de chacun des noyaux lactames) et finalenient 
m/e 166 par perte de CO et C,H,OH. 

En partant de mle 254 on trouve seulement des pics peu intenses: mle 226 (-CO), 
m/e 208 (-C,H,OH) et m/e 198 (-2 CO). 

Encore une fois, nous n’avons pas essay6 d’interprdter les pics dans la partie inf6- 
rieure du spectre (sauf pour m/e 116, pic d’amine [20] [21] d6rivke probablement d’une 
certaine quantit6 dester diCthylique de l’acide aspartique form6 au cours de la pr6- 
paration de 1’6chantillon). La plupart des pics dans la partie supdrjeure du spectre non 
mentionn6s ci-dessus, notamment celui B mle 280, peuvent Ctre attribuCs B des 
impuretks ou B des produits de dkcomposition thermique. 

Le spectre de l’ester mkthylique confirme les interprbtations donnCes ci-dessus (en 
particulier de nouveau la perte de deux CO, voir ci-dessus). 

Les fragmentations Ctudides ne permettent pas de distinguer entre les deux for- 
mules VI et XXVa, qui diffbrent par la position du carboxyle de la partie centrale. 

La faciliti: de la lactamisation observke semble rendre la formule XXV peu pro- 
bable, en particulier si 1’011 tient compte, du fait que les esters kthyliques de la lysine 
[20] et de la lysopine [4], qui - tous les deux - pourraient former une lactame A 7 
chainons, ne se lactamisent pas dans ces conditions. 

COOR NH, H COOC,H, 
0 y,N-’ 

/ io /--/ 
7% 0 

I ’I, 
\/ 

HN < 1 

? 
L C O O R  

H h Y J  XXV -- 

‘‘OR XXV : R = C,H, 

L/ 

XXVa: R = H COOC,H, XXVb 

Configuration de I’aspergillomarasmine A. - Ayant ainsi Ctabli les structures des 
aspergillomarasmines et de leurs dkrivCs, nous avons voulu prCciser leur st6r6ochimie. 
L’aspergillomarasmine A contient trois centres asymktriques, l’aspergillomarasmine B 
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(acide lycomarasmique) en a deux. L‘un de ces centres, celui qui se retrouve ap rb  
hydrolyse acide dans l’acide aspartique, est de configuration L (S). 

La configuration L de ce afragment aspartique, Ctait dCjB connue pour l’acide 
lycomarasmique [lo] (identique A l’aspergillomarasmine 3 (VII)). 

I1 restait encore B dCterminer la configuration des deux autres centres d’asymktrie 
pour l’aspergillomarasmine A et d’un des centres pour l’aspergillomarasmine B. 

L’acide diamino-2,3-propionique obtenu par hydro1 yse acide de l’aspergillomaras- 
mine A est dkpourvu de pouvoir rotatoire; il semble donc qu’il a Ct6 rackmist5 au cours 
de l’hydrolyse. 

D’autre part, I’hydrogCnolyse de l’ester benzylique de l’aspergillomarasmine A 
(voir pr6cCdemment) donne de l’alanine ; toutefois, son pouvoir rotatoire Ctant nul, 
cette m6thode s’est rCv616e inutilisable pour la dkterrnination des centres d’asym6trie 
de l’aspergillomarasmine A. 

Les m6thodes chimiques ne nous ayant pas permis de rCsoudre ce problhme, nous 
avons fait appel 8. l’oxydation par une amino-acide-oxydase. 

Le prt5sent travail permet d’attribuer la configuration D ?L l’un et probablement 
aux deux centres d’asymCtrie encore ind6terminCs de l’aspergillomarasmine A, et par 
analogie au centre asymktrique encore indCtermin6 de l’aspergillomarasmine B 
(= acide lycomarasmique) . 

Oxydation de L’aspergillomarasmine A par une D-amino-acide-oxydase. Aprks 
plusieurs essais infructueux doxydation, mettant en ceuvre des mamino-acide- 
oxydases de rein de mouton5) et de Trigonopsis variabilis, ainsi que de la L-amino- 
acide-oxydase de Crotalus adamanteus5), nous nous sommes adressCs A un enzyme 
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” 
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” ._ 
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1380 minutes 

Fig. 5.  Oxydutiolz enzymatique de l’aspergillomarasmine A par une  D-amino-ucide-oxydase 

Courbe 1 : aspergillomarasmine A; courbe 2 : acide n-aspartique; courbe 3 : acide L-aspartique. 
d’ Aspergillus ustus 

6, Nous remercions le DT MIYOSHI IKAWA (Universit6 de Californie, Berkeley, U.S.A.), qui a effec- 
tu6 ces essais. 



746 HELVETICA CHIMICA ACTA 

produit par un As@ergillus, et avons prCpar6 un extrait contenant la D-amino-acide- 
oxydase d‘As9ergillu.s ustus d6crite par SAKAGUCHI et coll. [22]. 

L’extrait brut est utilisC en fiole de WARBURG pour 1’6tude de l’oxydation d, 
l’aspergillomarasmine A ; des quantitks CquimolCculaires d‘aspergillomarasmine A et 
des acides D- et L-aspartique sont incubCes. La Figure 5 montre que, comparke 8. l’acide 
D-aspartique, l‘aspergillomarasmine A (XXVI) consomme deux fois plus d’oxygbne. 

L’Ctude des produits d’oxydation, par chromatographie sur papier, nous a montrC 
la prCsence d’acide aspartique. 

La consommation d’oxyghe double de celle de l’acide D-aspartique et la formation 
d’acide aspartique peuvent &tre expliquCes de la manikre suivante (Tableau VI) : une 
premibre oxydation conduit au cCto-acide XXVII, qui s’knolise en XXVIII ; l’Cnol 
s’isomkrise en base de SCHIFF XXIX, dont l’hydrolyse conduit 8. XXX; cet amino- 
acide est oxydC par l’enzyme avec une nouvelle consommation d‘oxygbne en cCto-acide 

Tableau VI. Oxydation enzymatiqw de l’aspe~gillomarasmine A 
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XXXI ; l’knolisation en XXXII et l’isomkrisation de 1’6nol en base de SCHIFF XXXIII, 
ainsi que l’hydrolyse de cette derni&re, donnent finalement l’acide aspartique (XIII). 

Conclusion. L’aspergillomarasmine A ayant k t6  oxydke par une D-amino-oxydase 
avec IibCration d’acide L-aspartique, on peut attribuer 8. cette substance la stkrCo- 
chimie LDD (SRR) (XXVI). 

I1 est probable que l’aspergillomarasmine B (acide lycomarasmique) (VII) a la 
mCme stdrkochimie, d’autant plus qu’il semble que dans les milieux de cultures 
d’Aspergillws flavus oryzae l’aspergillomarasmine B soit formCe & partir de l’aspergillo- 
marasmine A (peut-&tre par une oxydation partielle conduisant au cCto-acide XXVII 
qui peut se ddcarboxyler) . 

L’aspergillomarasmine B (VII) &ant identique 8. l’acide lycomarasmique, la 
lycomarasmine (IV) aurait Cgalement la configuration LD. 

Partie expkrimentale 
Chromatographies sur papier (voir tableau 11). Elles ont Bt6 effectuees en chromatographies 

descendantes sur papier WHATMAN no 1. Solvants utilisks (o/v) : 
butanol-1 : acide acetique : eau (4 : 1 : 5), phase superieure. 
phinol: eau (8:2),  en presence de KCN. 
pyridine : acide acdtique : eau (10 : 7 : 3). 
butanol-1 : pyridine : acide chlorhydrique OJN (5 : 3 : 2). 
alcool butylique tertiaire : acide formique : eau (69,5: 1 : 29,5), 
isopropanol : ammoniaque : eau (70 : 10 : 20). 
pyridine : eau (97,5: 52,5). 

no 1. 
no 2. 
no 3. 
no 4. 
no 5 .  
no 6 .  
no 7. 

Revelation par unc solution de ninhydrine 2. 0,2% dans le butanol-1. 
Electrophorhses sur papier. Elles ont B t B  effectuees sur papier WHATMAN 3MM clans le systhme 

pyridine : acide acdtique : eau (100:4:900; pH 6.4). pendant 4 h e t  B 10,5 V/cm. 
Hydrolyses acides. A moins d’une indication contraire, les hydrolyses acides se font en tube 

scell6, en presence de 1 ml de HC1 6~ par mg de substance, B 120”, pendant 16 h. On Bvapore 
l’hydrolysat e t  on le reprend plusieurs fois par 1 ml d’eau pour Bliminer HCl. 

Dosages des fwoduits d‘hydrolyse. Aprks hydrolyse acide de 40 h B 110“ dans HCI 6~ de l’asper- 
gillomarasmine A ou de l’anhydro-aspergillomarasmine A, on Blimine HC1 par evaporation ripe- 
tCes en presence d’eau et chromatographie sur Dowex 50-X 12 selon PIEZ & MORRIS [18]. 

Aprhs hydrolyse de 3 jours B 100” dans HC16N de l’aspergillomarasmine B, l’acide aspartique 
et la glycine ont B t B  chromatographi& sur Amberlite C. G. 120 e t  doses selon MOORE, SPACKMAN & 
STEIN [23]. 

Isolement des aspergillomaraslnines. On cultive la souche d’dspergillus flavus oryzae dans des 
boites de Roux contenant 250 ml de milieu de culture ~CZAPEK Doxn modifi6, pendant 10 jours 
B 30’. Le milieu de culture contient 40 g de glucose, 3 g de NaNO,, 1 g de KH,PO,, 0,5 g de MgSO,, 
0,5 g de KCl, 10 mg de FeSO, et  1 mg de ZnSO, par litre d’eau distillee. 

On Blimine l’AspergiZZus par filtration et  on a m h e  le jus de culture B p H  9,5 par NH,OH. 
Par litre de milieu de culture on ajoute 20 ml de CaCI, 1~ et 10 g de Ca, (PO,),, puis Ientement 
3 volumes d’acetone. On laisse reposer plusieurs heures B O”, puis on centrifuge. Le prBcipit6 est 
remis en suspension dans 15 ml d’eau, la liqueur ajustBe comme prBc6demment B p H  9,5 est 
centrifugke, e t  le surnageant, recueilli. Cette operation est effectude trois fois et les surnageants 
sont reunis. 

On ajoute 5 ml de CaCl, par 30 ml de surnageant, en maintenant B pH 9.5; on precipite par 
2,5 volumes d’acBtone e t  on centrifuge. Le prBcipit6 est s6ch6, puis repris dans 15 ml d’eau. On 
dlimine les fractions insolubles par centrifugation. Le surnageant est passe sur Amberlite IRC 
50 chargee d’ions NH, et  BluB avec de l’eau. 

On a m h e  l’dluat B 2”, puis on ajoute goutte B goutte e t  en agitant sans arrbt H,S04 1~ jusqu’B 
pH 3,2. On laisse reposer 30 min B 0’. Si le liquide contient de l’aspergillomarasmine A, celle-ci 
commence B cristalliser. On a m h e  la solution 2. pH 3,0, puis on recueille les cristaux par centri- 
f ugation. 
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Le surnageant est amen6 8. pH 2,5 et refroidi A O”,  ce qui favorise la precipitation de l’asper- 
gillomarasmine B. 

Lanhydro-aspergillomarsmine B apparait dans les cultures Ag6es. en particulier d8s que le 
pH atteint 8. 

Aspergillomarasmine A. - Purification. On suspend l’aspergillomarasmine A dans l’eau 
(1 g dans 15 ml) et on ajoute peu 8. peu, tout en agitant, de la soude caustique 0 , l ~  jusqu’h p H  4.5. 
On amkne & 500 ml par addition d’eau, puis on acidifie jusqu’i pH 2,9 par H C 1 0 , l ~  versd goutte a 
goutte c t  en agitant. Pour dviter l’obtention du sel monosodique, la precipitation ne doit commencer 
qu’8. un pH inferieur 8.3. Tant que la precipitation de l’aspergillomarasmine A n’est pas termide, 
c’est-&-dire pendant plusieurs heures, on maintient le pH & 2.9 par HC1 OJN. On laisse reposer 
16 h & 2’. 

Le precipitd est filtr6, puis lave par 25 ml d’eau (amen& & p H  2,5 par HCI), par 50 ml d’alcool: 
&her (1 : 1) et enfin par 25 ml d’6ther. On le shche sous vide en presence de P,O,. 

C,,H,,O,N, Calc. C 39,lO H 5,54 N 13,70 

Isolement de l’anhydro-aspergallomarasmine A (XII) aprds hydrolyse acide mdnage’e. Le produit 
d’hydrolyse acide de l’aspergillomarasmine A (300 mg dans 6 ml HCl 6~ en tube scelld a 120’ 
pendant 4 h) est amen6 a sec e t  repris plusieurs fois par de l’eau. On le reprend dans 1 ml d’eau 
et on le chromatographie sur papier dans le systkme no 1. La bande de Rf correspondant 8. l’an- 
hydro-aspergillomarasmine A est Blu6e par de l’eau et  amenkc 8. sec. On obtient 100 mg de produit 
amorphc. 

Isolement de l’acide aspartique et de l’acide diamino-2,3-propionique aprbs hydrolyse acide dans 
Ees conditions normales. - a) Acide aspartique: On traite l’hydrolysat comme indiqud ci-dessus pour 
l’isolement de l’anhydro-aspergillomarasmine A. Aprh chromatographie prdparative dans le sol- 
vant no 1, on dlue par de l’eau la bande de Rf correspondant B l’acide aspartique et on l’amkne 
& sec. On obtient 34 mg d’acide aspartique 8. partir de 100 mg tf’aspergillomarasmine A. [z]g = 
+ 8’ (c = 0,7 dans HC16N). 

b) Acide diamino-2,3-propionique : Aprks hydrolyse acide de l’aspergillomarasmine A dans les 
conditions normales, on reprend I’hydrolysat plusieurs fois par un peu d’eau (pour faciliter 1’Cva- 
poration de HC1) et  enfin par 1 ml d’eau. Aprks dlectrophor&se preparative de I’hydrolysat, on 
Blue la bande correspondant 8. l’acide diamino-2,3-propionique, on filtre sur du noir animal et on 
a m h e  A sec. [m]g = 0’ (G = 1 dans HCI ZN).  

Dksamination nitreuse et hydrolyse acide. On traite 2 mg d’aspcrgillomarasmine A par 0,05 ml 
de HCI 1~ et 3 mg de NaNO,. Aprks 15  min on ajoute 7 mg de phCnylalanine et 1 ml de HCl 6 N .  
Aprks 30 min le tube est scelle e t  maintenu 16 h & 120”. Les produits d’hydrolyse sont trait& 
selon les indications donn6es prdcddemment (voir hydrolyse acide). La m6me reaction a dt6 
effectuee sur l’aacide A B (anhydro-aspergillomarasmine A). 

Oxydation par l’acide periodique. A une solution contenant 4 mg de HIO,, on ajoute 2 mg 
d’aspergillomarasmine A, 1 ml d’eau et du NaHCO, jusqu’k p H  8-9. On abandonne 2 h & temp6- 
rature ordinaire. 

Les tentat ive d’isolement d’un produit dCfini, aprks esterification et  chromatographie en 
phase gazeuse, n’ont pas abouti. 

Hydrogdnolyse des esters benzyliques. A 10 mg d’aspergillomarasmine 4, on ajoutc 1 ml d’alcool 
benzylique, 5 mg d’acide p-tolukncsulfonique et on chauffe 8. reflux pendant 2 h. L‘alcool est 
chasse sous vide A 120-130°. Le rdsidu est repris sous N, par 10 ml de methanol et hydrogen6 
pendant 16 h en pr6sence de 20 mg de palladium sur charbon. & 5%. Lc catalyseur est Blimin6 
par centrifugation et lavd 3 fois par 2 ml d’eau chaude; les surnagcants sont rhnis ,  amends 8. sec, 
puis repris par 1 ml d’eau. Une chromatographie preparative du produit dans le systkme no 2 
pcrmet d’eluer par I’eau la bande de Rf correspondant & 1’alanin.e; 1’6luat est amen6 8. sec 

IR dosage de l’alanine a dt6 effectue par reaction 8. la ninhydrine en presence de tampon 
cyanure-acetate selon ROSEN [24]. Rendement : 1,lmg d’alanine A partir de 60mg d’aspergillo- 
marasmine A; [XI: = 0” (c = 0,3 dans HCI 1 ~ ) .  

Aspergillomarasmine B (acide lycomarasmique). - Purification. On suspend l’asper- 
gillomarasmine B dans l’eau (1 g dans 15 rnl) et on ajoute NaOH 0 , l ~  jusqu’h dissolution. Le pH 

% 
Tr. ,, 38.26; 38,74; 38,83 ,, 5,76; 5,71; 5,35 ,, 13,71; 14,02; 13,50% 
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est amen6 B 2,5 par H,SO,, ce qui provoque la precipitation de l'aspergillomarasmine B. On isole 
les cristaux comme decrit ci-dessus pour l'aspergillomarasmine A. 

Rendement : 140 mg d'aspergillomarasmine B par litre de milieu de culture. 

CgHl,O,N, Calc. C 3834 * H 5,07 N 10,07 0 46,04% 
Tr. ,, 39,22; 39,98 ,, 575;  5,Ol ,, 10,Ol; 10,09 ,, 45,80% 

,, 39.36; 38.97 ,, 5.04; 5.14 ,, 10.32; 9,SS% 

TCtraester mdthylique de l'aspergillomarasmine B. L'aspergillomarasmine R est agitBe en pr6- 
sence d'un exch d'une solution Btheree de diazomkthane. On arrete la reaction lorsque toute 
la substance solide a disparu. On distille l'ester dans un tube B boules (140-150" sous 0,05 Torr) ; 
il se presente sous la forme d'une huile jaune clair e t  visqueuse. 

Cl,H2,0,N, Calc. C 46,80 H 6,60 N 8,39 (0)-CH, 17,99 (N)-CH, 0 yo 
Tr. ,, 47,SO ,, 6,90 ,, 8,13 ,, 17.58 ,, 2,30% 

Les resultats des analyses sont probablement perturb& par une methylation partielle sur 

Isolement de l'acide asFartique, de la glycine et de l'anhydro-aspergillomavasmine B d partir de 
I'aspergillomarasmine B. - a) Acide aspartique et  glycine: Aprlts hydrolyse acide de l'aspergillo- 
marasmine B (50 mg dans HC1 6~ en tube scelle pendant 10 j. B 120"), on separe les deux acides 
amin& sur Amberlite IR 45 A.G. On Blue la glycine par de l'eau, puis l'acide aspartique par 
HC1 1 ~ .  On obtient 17 mg d'acide aspartique brut; [ a ] y  = +Zoo (c = 1 dans HCl ZN). 

b) Anhydro-aspergallomarasmine B: A 500 mg d'aspergillomarasmine B on ajoute 20 ml d'eau 
et on ajuste i pH 5 par NaOH 1 ~ .  On chauffe le melange au bain-marie B 60", on a m h e  le pH 
au-dessous de 1 par HCl 5~ et on chauffe encore 15 rnin & 60". On refroidit B 15", puis on ajuste 
le pH B 2,3 par NaOH. Aprh 16 h B On, on filtre les cristaux, on les lave B l'alcool-ether (1:l) 
et on les skche sous vide. On obtient 165 mg d'anhydro-aspergillomarasmine B. 

On peut aussi pr6parer cette substance par hydrolyse aqueuse : 32 mg d'aspergillomarasmine B 
sont trait& par 1.5 ml d'eau en tube scell6 pendant 210 min B 9.5"; on laisse reposer 24 h O", 
on filtre, lave et skche les cristaux comme indiqu6 ci-dessus pour l'isolement par hydrolyse acide. 
On obtient 14 mg d'anhydro-aspergillomarasmine B [16]. 

les azotes. 

CBH1,O,N, Calc. C 41.53 H 4.61 N 10,75% 
Tr. ,, 41,32 ,, 4,62 ,, 10,85; 10,68% 

Oxydation enzymatique de l'asper$iIlomarasmine A. - Un essai de culture d'Aspergillus 
ustus no 473 (collection du Museum National d'Histoire Naturelle, Paris), selon MIZUSHIMA & 
SAKACUCHI [22], nous ayant donne de trlts faibles rendements en Aspergillus, nous avons modifie 
les conditions de culture comme suit: 

Chaque boite de Roux contient: 2 g de glucose, 0,s g d'acide D-glutamique, 0,2 g de K,HPO,, 
0 , l  g de MgSO,, 7 H,O, 2 mg de FeSO,, 7 H,O, 1 mg de MnSO,, 7 H,O, 1 mg de ZnSO,, 7 H,O dans 
100 ml d'H,O distillee. Les milieux sont autoclaves 20 rnin B 110", puis ensemencks. 

Aprks 14 jours de culture B 23' on filtre le mycelium, on le lave par de l'eau distillee e t  on 
le lyophilise. 

X partir de 600 ml de milieu de culture, on obtient environ 2 g d'rlspergillus que l'on conserve 
B -20". 

L'extrait brut est obtenu en broyant dans un mortier 20 g d'AspergiElus wtus avec 5 g d'alu- 
mine ALCOA 301 e t  10 ml de tampon borate-phosphate (30 ml N~HPO,,lZH,O 0 . 2 ~ .  70 ml 
H,BO, 0 , 2 ~  e t  100 ml d'eau), ajust6 B pH 8,O pendant 15 rnin B 4". On ajoute 10 ml de tampon, 
on abandonne 60 rnin B 4" et  on centrifuge 30 rnin B 16000 tours/min (SERVALL). Le culot est 
repris par 15 ml de tampon, abandonne 60 rnin B 4" et centrifuge comme precedemment. Les sur- 
nageants reunis sont maintenus 16 h A -Zoo, puis recentrifuges comme ci-dessus. On obtient ainsi 
environ 30 ml d'un extrait 16ghrement jaune, que l'on conserve B - 20". 

Les oxydations ont Bt6 effectuees dans l'appareil de WARBURC 2 28'. Chaque recipient con- 
tient: 1 ml d'extrait brut (poids sec 15 mg/ml) et 1,4 ml de tampon borate-phosphate dans le 
puits principal; 0,2 ml de NaOH 10% dans le puits central e t  10 pmoles de substrat/0,4 ml de 
tampon dans lc bras lateral; substances de rCf6rence: acides D- et  L-aspartiques. 

Les rksultats de cette oxydation enzymatique sont report& sur la figure 5. 
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Essais de  fletrissement sur les  feuilles de tomates (voir tableau I). - Les tiges de 
tomates sont introduites dans des solutions contenant par mlO,2 mg de substance (solubilis8e par le 
minimum de soude caustique 0,5 N) e t  0,03 mg de FeC1,. On observe les feuilles toutes les 6 heures 
environ. 

Au debut, les bords des feuilles se rodent. A ce moment, commence le fldtrissement, qui est 
en gendral termin6 en 24 h. Les feuilles se dessschent progressivement e t  deviennent totalement 
skches en 48 h. 

RESUMI? 

La structure chimique, ainsi que la configuration de deux phytotoxines isol6es 
d’AspergiZZus flavus oryzae: les aspergillomarasmines A (XXVI) et B (VII) (cette der- 
nihre &ant identique B. l’acide lycomarasmique) sont Ctablies. 

Institut de Chimie des Substances Naturelles 
C.N.R.S., Gif-sur-Yvette (S.-et-O.), France 
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