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Suntnzavy. The biosynthesis of phoenicine and of oosporcine by intact cells of Penicillium 
phoeniceum VAN BEYMA and of Chaelomium aureum CHIVERS respectively, has been investigated. 
Starting from acetic acid, biosynthetic scquences have been proposed; they arc based on thc 
incorporation of radioactivity into the two pigments of labelled, biochemically probable precursors. 
Orsellinic acid appears as a common intermediate, which is converted by multistep processes to 
2,3,5-trihydroxytoluene or to 2,3,5,6-tetrahydroxytoluene. Oxidative coupling of two molecules 
of the triphenol furnishes the reduced form of phoenicine. Similarly, coupling of two molecules 
of the tetraphenol gives leuco-oosporeine. Both leuco-derivatives are easily dehydrogenated, 
under physiological conditions, with formation of the diquinones. Coupling occurs when the 
monophenyl derivatives contain the required number of OH groups in suitable positions. 

Dans l’article prCckdent [l], nous avons dkcrit, entre autres, les synthhses chimi- 
ques de deux pigments fungiens : la phoenicine et l’oosporkine. 

Nos travaux pr6cCdents [Z] [3] [4] ainsi que ceux d’autres auteurs [5] [6] ont 
montrk qu’aussi bien la phoenicine que l’oosporkine sont synthktiskes par les micro- 
organismes en utilisant la voie de l’adtate, l’exclusion de toute autre (mkvalonate 
ou shikimate). Le premier intermkdiaire certain est l’acide (0-)orsellinique (III), 
isolk de nombreux microorganismes. Parmi ces derniers, nous avons choisi Penicillium 
phoeniceum VAN BEYMA pour l’ktude de la biosynthhse de la phoenicine (I) et Chaeto- 
mium aureum CHIVERS pour celle de l’oosporkine (11). 

Nous avons dCjA ktudiC en dCtail [4] le r61e jouC dans ces biosynthhses par le tri- 
hydroxy-2,3,5-tolu&ne (IV), polyphknol dCcelB chez d’autres microorganismes, en 
particulier Aspergillus fumigatus et Penicillium spinulosum [7] [8]. Le but de ce 
travail ktait d’Ctablir de manihre plus prkcise la nature et la skquence des inter- 
m6diaires. 

Comme prkcurseurs nouveaux possibles, nous pouvons envisager : 
1) le tktrahydroxy-2,3,5,6-tolu&ne (V) ou la quinone correspondante. Ces subs- 

tances ont Ctk mises en Bvidence dans des cultures d’Asfiergillus fumigatus FRESENIUS 
LSHTM (souche A 46) [7] [9] [lo] et isolCes comme produit de dkgradation de diverses 
actinomycines [ll]. 
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2) l'acide hydroxy-3-(o-)orsellinique (VI) qui n'a pas Ct6 trouvk 8. l'Ctat libre, 
rnais seulement comme constituant d'un tridepside, l'acide hiascinique, is016 d'un 
lichen: Cetraria hiascePzs [12]. 

3)  le tktrahydroxy-3,3', 5,5'-bitolyle-4,4' (XII) et l'acide dicarboxylique cor- 
respondant XIII, substances qui, 8. notre connaissance, n'ont pas 6th dkcouvertes 
dans la nature. Le produit XIXI est nouveau. 

on on R 

on OH ~ 3 0  '  OR^ 

A B 
DkvivCs d u  type A 

III (acide orsellinique) : R1 = R3 = H ;  R2 = COOH 
I V  (trihydroxytoluhe) : R1 = R3 = H; R2 = OH 
V (t6trahydroxytoluhe): R1 = RZ = OH; R3 = H 
V I  (acide hydroxyorsellinique) : R' = OH; R2 = COOH; R3 = I3 
VII (trimCthoxytolu8ne): R1 = H; R2 = OCH,; R3 = CH, 
VIII (trimdthoxy-3,4,6-rni.thyl-2-bmzaldChyde) : K1 = OCH,; R2 CHO; R3 = CH, 
I X  (ac. trimCthoxy-3,4,6-rn6thyl-2-benzoique): R1 = OCH,; RZ = COOH; R3 = CH, 
X (tCtranidthoxytoluBne): R1 = R2 = OCH,; R3 = CH, 
XI (AldChyde orsellinique) : R1 = R3 = H ;  R2 = CIIO 

Ddrive's du type B 
XI1 (tdtrahydroxybitolylc) : R = H 
XI11 (acidc t6trahydroxybitolyle-dicarboxylique) : R = COOH 

Partie experimentale 
+Wc'thodes et appareillage. Les mithodes et appareils employCs sont les m&mes que dans la 

communication prCcCdente [l]. Rjoutons que la radioactivitk a C t B  mesuree par scintillation 
liquide au moycn d'un appareil Beckman LS 250. Le arcndement isotopiquer indique le pour- 
ccntagc d'isotopc radioactif incorpore dans le pr6curseur lors de la synthkse chimique. - Les 
mici-oorganismcs provicnncnt du Centraalbureau noor Schimnmelcultures, Baarn (NL). 

Synthhse de prkcurseurs marques. - Le rdactif choisi portant I'atome marque (14CH,I) 
a 6 t k  introduit dans les stadcs ultimes dc la synthkse. Les mCthodes ddcrites permettent des 
synthkses de prkcurseurs marques de radioactivite spgcifique maximale (jusqu'L 50 Cilmol). 

Dihydvoxy-2,5-me'thyl-6-p-bemzoquin ovze- [l4CH3]. Le te'tvame'thoxy-2,3,5,6-toluBne (X-[14CH3]) 
a Bt6 pr6par6 dans les conditions d6crites pr6cCdemment [l] 8. partir du t6tram6thoxy-l,2,4,5- 
henzbne (2,77 mmol) et  de 14CH,I (500 pCi). Kendemcnt: 6 8 % ;  rendement isotopique: 41,3%. 
Sa d&m6thylation a Ctd effectnee 8. l'aide de BBr,. 400 mg (1,88 mrnol) de X sont trait& pendant 
48 h par une solution de BBr, (2 ml) dans CHZC12 (6 ml) h tenipCrature ambiante. Aprbs Bvapo- 
ration, traitement rCpCtC au mCthanol, puis ?i l'cau, on neutralise, reprend par du tampon phos- 
phate (O,~M,  pII 8,O) et fait passer un courant d'air afin d'oxyder le phenol en quinone [9]. La solu- 
tion rouge-violet cst acidifike (HCI) et extraitc L I'Cther. Le rBsidu de la solution CtherCc est 
su1)limB sous vide (120-130"/10 Torr). On obticnt ainsi 167 mg (1,08 mmol, 57,4%), I?. 178" 
(litt. [13]: F. 177'; [14]: F. 1x4"). Kadioactivit6 spCcifique: 265,9,uCi/mmol. Rf (syst. 2 [l]) : 0,lO. - 
RMN. (CD,),SO): 8 (CH,) = 2,83, 6 (H,,,,.) = 5,93 ppm. -- Cette quinonc a dt6 caract6risi.e 
comme Cchantillon non marque par son prodzcit d'acdtylation rdductrice (poudre de Zn, pyridine, 
anhydride acCtique), F. 193-195" (litt. [15]: P. 198"). - RMN. (CD,),SO): 6 (CH,) = 2,01; 
d (OCOCH,) = 2,32 et  2,38; 6 (Harem.) = 7,34 ppm. 

Dc m&mc, lc polyphe'~01 ( 1/-[l4CH,!) a C t C  obtenu ct caract6risC aprbs rkduction de la quinone 
par le dithionite. On agitc unc suspension de quinonc dans du dithionite IM jusqu'h dissolution 
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et d6coloration compkte. Aprbs extraction 8. l’acktate d’ithyle, suivie de 1’6vaporation, on reprcnd 
par le minimum d’6ther et  precipite le produit V par addition d’6ther de p6trolc. Le produit ne 
peut 6tre obtenu analytiquement pur, car il s’oxyde facilement, m6me h 1’Ctat solide. I1 a B t 6  
impossible dc l’obtenir incolore. F. 165”. RMN. (CD,),SO) : 8 (CH,) = 2,Ol; 8 (HaTom.) = G,27; 
8 (OH) 

Acide hydroxy-3- or~eZZinique-[~~CH,] ( VI-[14CH3]) et trihydvoxy-2,3, .5-t0lui.ne-[~~CH.J 
( I V - [ 1 4 C H 3 ] ) .  (Schema 1). 

7,40 ppm (pic trbs &ale‘, protons e‘changeables). 

Schdnza I 

*CH 

M e 0  0 Me HO & / OH ( I V )  

/ 

Me0 QoMe OMe 

”CH3 

Trimdtho~y-2,3,5-toluBne-[~~CH~] ( VII-[14CH3]).  On traite B tempirature ambiante, en milieu 
anhydre, 3 g (12,14 mmol) de trim6thoxy-2,3,5-bromobenzBne [16] en solution dans 5 ml d’6ther 
par un equivalent de butyl-lithium, puis on ajoute, goutte 8. goutte, 14CH,I (0,75 ml, soit 12,05 
mmol, 500 pCi) en solution dans 5 ml d’6thcr. RprBs une heure, on complete la reaction par ad- 
dition d’une nouvelle quantit6 de CH,I non marque (12,OS mmol dans 5 ml d’ether). Le melange 
riactionnel, trait6 par 20 ml d’eau, est extrait 8. 1’6ther. On obtient ainsi 2 g de prodult brut 
constitud par un melange dc trim6thoxy-2,3,5-tolu&ne (Rf = 0,47) et de trimCthoxy-2,3,6- 
toluene (Rf = 0,54, systbme 1 [l]) .  - Par chromatographie preparative [1],  on obtient 1,05 g 
(5,7G mmol) de trirn6thoxy-2,3,5-tol~kne-[~~CH,] pur, sousforme d’une huile jaunephle. Rdt. 47,5%. 
RMN. (CDCl,) : 6 (CH,) = 223;  6 (OCH,) = 3,72 et 3,80; 6 (Harem.) = G,2G et  G,30 ppm. 

Trihydroxy-2,3,5-t0Zu2ne-[~~CH,] ( I  V-[14CH3]). Dans des conditions anhydres, 100 mg 
(0.55 mmol) de trim6tho~y-2,3,5-toluBne-[~~CH,] sont traite‘s pendant 24 h B temperature am- 
biante, par deux equivalents de BBr, en solution B 20% ( v / v )  dans CH,Cl,. Aprk  evaporation 
8. sec, reprise par le methanol suivie d’kvaporation B sec (3 fois), puis par l’eau, on extrait la solution 
aqueuse, par 1’6ther en presence de dithionite. Le r6sidu sec de I’extrait ether6 est d6barrass6 du 
soufre par lavages r6petes avec CS,, puis sublime sous vide (120°/5 . lo-, Torr). On obtient 35 mg 
(0,25 nimol) de produit presque incolore, ayant les m6mes caract6ristiques que celui pr6par6 8. 
partir de la nitroso-orcine [4]. Rdt. 45%. Rdt. isotopique 8. partir de 14CH,I: 19,3% ; radioactivite 
spe‘cifique: 3G,7 ,uCi/mniol. 

T~inz&hoxy-3,4,6-me‘thyZ-2-benzaZddhyde-[~~CH,] ( L‘III-[14CH,]). VII est transform6 en 
aldehyde par la reaction de Gattermann-Adanzs, dans les Conditions utilisecs pour la synthkse de 
l’acide orsellinique [17]. - 1 g (5,49 mmol) de VII-[14CH3] fournit 1 g (4,7G mmol, 87%) d’ald6hyde 
brut, assez pur pour 6tre directement oxyd6 en acide. Par recristallisation dans 1’6thanol absolu, 
on obtient 950 mg d’ald6hyde pur, F. 103” (litt. [12] : F. 104”). 

Acide trirndlh0xy-3,4,6-mdthyZ-2-benzoZque-[’~CH,] ( IX-[14CH3]).  L’oxydation de l’aldihyde 
VIII en acide IX a Bt6 effectu6e au moyen de KMnO, dans l’ace‘tonc, selon les conditions decrites 
pour obtenir l’acide di6thoxycarbonyl-orsellinique [18]. On obticnt ainsi 350 mg (1,55 mmol) 
d’acide brut Bpartir de 500 mg (2,38 mmol) de VIII-[14CH,]. Rdt. 65%. F. de IX purifig: 148-149” 
(litt. [12]: F. 147-149”). 

Acide hydroxy-3-0rseZZZnique-[~~CH,] ( VI-[14CH3]).  Dans des conditions anhydres, 100 mg 
(0,44 mmol) de derive trimethyle‘ IX-[14CH,] en solution clans 2 ml de CH,CI, sont trait& S. 
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lempdrature ambiantc, pendant 24 h par 1,5 ml de BBr, en solution 8. 20% (en vol.) dans CH,CI,. 
hprks Cvaporation L sec, traitement rCp6td au mCthanol, on reprend par l’eau et  extrait 8. 1’6ther 
en presence dc clithionite. L’extrait 6thCrC laisse un rCsidu fortcment colorC, qui est purifi6 par 
chromatographie sur couchc Bpaisse. On obtient environ 8 mg (0,043 mmol, 9,8yo). Rdt. isotopique 
A partir clc 14CH,l: 3,6y0. Contrairciiient aux indications de la litteratwe [19], le produit fond 
2 132” et non B 194”’). Radioactivitd spkifique: 55,s ,uCi/mmol. - RMN. (CD,OD) : S (CH,) = 2,42; 
d (Harem.) = 6,18 ppm (tous les protons dchangeables se retrouvent B 4,78 ppni). 

C,H,O, (184,15) Calc. C 52,18 I1 4,38% Tr. C 52,16 H 4,58y0 

TBtrahydroxy-3,3’, 5,5’-bitoZyle-4, 4‘-[14CH,] (XII-[14CH3j). La m6thode de synthkse detaillCc 
figure dans l’article prCcBdent [l], oil XI1 cst un intcrnikdiairc dans la preparation de la phcenicine. 
Nons indiquerons ici seulement unc nouvelle synthkse du produit de dCpart, la di-0-mCthpl- 
orcinc-[l4CCH,j, qui a Btb Blaborhe selon le schema 2, afin d’obtenir une incorporation maximum 
cle la radioactivite. 

SchBma 2 

On traite en solution BthBrBe 5,5 g (25,3 ininol) dc dimdthoxy-3,5-bromobenz&ne [20] par 
25 mmol dc butyl-lithium pendant I h 8. temperature ambiante. On ajoutc 0,5 ml de CH,I non 
marqui., puis 1 in1 de 14CH,I ( 2  niCi), puis aprks 1 1) encore 1 ml d c  CH,I non marquC. Aprhs 
traitcnient par I’eau, extraction B l’ethcr, le produit est purifiB par distillation (110-111”/19 Torr). 
Iidt. 2 g (13.1 mmol, 52%). Radioactivitd spCcifiquc: 48,3 pCi/mmol: rdt. isotopique: 31,6y0. 
Lcs constantcs physiques (IR., RMN., indice dc rkfraction, Rf cn couche mince) sont identiques 
B cclles de la iii-0)-methylorcine authentiquc. On obticnt le tCtrahydroxybitolyle XII-[14CH3] : 
radioactivit6 sp6cifique: 96,6 pCi/mniol, rdt. isotopiquc: 4,476 8. partir de WH31. 

Acide  tE‘tvahydroxy-3,3’, 5,5‘-bitoZyl-4,4‘-dicarboxylique-2, z’-[14CH3j (XII I-[l4CH,]). Differcn- 
tcs voies dc carboxylation de XI1 ont Cti.  cssayCcs. La scule qui nous ait permis de rCaliser cettc 
synthZsc est la carboxylation directc au mopen du carbonate de m6thylmagnCsium (CMM). - 
50 nig (0’2 mmol) de XII-[14C€I,j ct 2 nil il‘une solution 2 h l  clc CMM dans le dimethyliormamide 
(DMF), pr6parC selon Finkbeiner et nl. [21], sont chauff6s en tubc scelli. pcndant 4 h B 120”. Lc 
m6langc cst repi-is par HC1 .6p1’ et extrait B 1’Cther. La solution Ctherie est 6vaporCe A sec. Aprks 
avoir bien dlimind le DMF (chaporations r6pdtCcs avcc de l’kthanol), on reprend par un peu d’dther 
et precipite XI11 B l’ether de p6trolc. On obtient 25 B 30 mg dc produit brut qui doit &re purifie 
par chroimtographie sur couche dpaisse. Rdt.: 17 mg (0,05 mmol, 25%). F. 220” (dCc. avec perte 
tle CO,). - IIMN. (CD,OD): 6 (CH,) = 2,59; 6 (Harem.) = 6,45; 6 (OH et COOH) = 5,00 
(d6plac6s par CD,OD). Rdt. isotopiquc 3. partir de 14CH,I: l,lyo. 

C,,H1408 (33428) Calc. C 57,49 H 4,220/, Tr. C 57,54 H 4,36% 

.I c ide  u-o~seEli?ziyzce-[2-1~C (III-[Z-l4C]). L‘acidc orsellinique utilisd a Bt6 marque SUI- le noyau 
en position 2, en ntilisant dcs m6thodes dCj8. decrites: condensation de l’acCtylacBtate-[3-14C] 
d’6tliyle ct d u  crotonate d’kthylc [22], passage par l’scidc tlibromo-orsellinique comme inter- 
mddiairc ct rkduction de cc dernier [ 2 3 ] .  L’acidc orsellinique (III-[2-14C], radioactivit6 spCcifique : 
14,2 pCi/mniol) s’obtient avec un rcnderncnt global, par rapport 8. I’acCtylac6tate d’Cthylc, dc 8% ; 
le rencloment isotopiquc cst du i n h e  ordrc de grandeur (7%). 

-4 cide or~elZinique-[3,5-~H,]. 30 mg (0,092 mniol) d’acide dibromo-3,5-orsellinique, dissous 
clans 2 nil d’Cther anhydrc, sont trait& durant liZ h, B temperature ambiante, par 1 mmol de 
butyl-lithium. On introduit ensuite en h, sous bonne agitation, 0,l  ml d’eau tritike, soit 0,8 mCi. 
Aprbs acidification par HC1, l’acide orscllinique cst extrait B l’ether, purifiC par chromatographie 
et  dnns l’eau/ithanol. RadioactivitC spCcifique : 44,27 pCi/mmol. 

’) I1 s’agit peut-8trc tl’un dimorpliisrrie. 
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Pour obtenir I’acide udoublement marquhs, on a dissous dans NaHCO, aq. IM des quantites 
Cgales d‘acide orsellinique niarquC par 3H et par 14C; le produit a 6tC ensuite pr6cipit6 par acidifica- 
tion avec HCI. RadioactivitC spicifique: 3H 21,35 pCi/inmol; 14C 8,l ,uCi/mmol. 

A~Ctylacktate-[3-~~C] de lithium. I1 cst pr6parC par saponification de I’acCtylac6tate-[3-14C; 
d’6thyle par LiOH selon Hall [24]. 

P h ~ e n i c i n e - [ ~ ~ C ] .  Elle a Ct6 obtenue par culture de P. phoeniceum en prdsence d’acbtate mar- 

Par d6carboxylation de I’acide 0rsellinique-[2-~~C] [ZS], on a pr6parC l’or~inol-[3-~~C] ; P partir 
q U 6  (1- oU 2.14~) .  

de ce dernier, on a obtenu l’aldhhyde orsellinique (XI-[2-14C])  [17].  

Incorporation des precurseurs marques. - Conditions de culture des microorganismes. 
Tous les essais ont 6t6 effectuis en cultures non agities, B la temperature de 25” (&  l o ) ,  sans 
aCration particulih-e; le myc6lium se dBveloppe P la surfacc d’un milieu d’environ 15 inm d’Cpais- 
seur (50 ml de milieu dans un erlenmeyer de 200 ml). 

Le milieu utilisC cst celui de Czapek-Dox acide [26] pour Penicilliuwz phoeniceum van Beyma. 
Nous avons montrC pr6cCdemment [2] que la teneur cle certains ions mCtalliques est importante 
pour une production optimale de phoenicine: Fe++: 9 + f O P 5 ~ ;  Zn++: 8 . 1 0 - 7 ~ ;  Cu++: 3.10-6ix. 
Chaetomiunz aureum Chivers, producteur d’oospordine, est incapable d’utiliser le nitrate cominc 
source d’azote unique, et nous avons dB le remplacer dans le milieu Czapek-Dox par de la D, L-aspa- 
ragine; le fer et le zinc sont utilis6s aux concentrations indiquies. Par contre, le cuivre n’est pas 
n6cessaire e t  semble m&me inhiber la pignientogknkse B des concentrations supgrieures 3 - 1 0 - 6 ~ .  
L’adjonction de pantothgnate de calcium (20 mg/I) favorise Cgalement la production d’oospordine. 
Les compositions comparCes des milieux de culture utilisCs sont indiqu6es dans le tableau 1.  

D-glUCOSe 50 g 50 g 
KH,PO, 1,o g 1,o g 

MgSO,, 7H,O 0,5 g 0s g 
FeSo,, 4H,O 0,OZ g 0,02 g 

KC1 0 3  g 0’5 g 

Tableau 1. Composition des milieux de culture (par  1 d’eau bidist.) 

P. phoeniceum Ch. aureum I P. phoeniceum Ch. aureunz 
~ 

NaNO, 2,o g 0 
D, L-asparagine 0 7,O g 
Zn++ 8 I 1 0 - 7 ~  8 . 1 0 - 7 ~ ~  
cu++  3.1o“M 0 
PantothCnate 0 4 mg 
de calcium 

Les souches sont conservdes sur Czapek-Dox/ l% agar et Potato extract/glucose/agar (4% : 2% : 
1 yo) respectivement pour P. phoeniceum et Ch. aureum. 

Mode d’udministration des pr6cuvseurs. Les precurseurs sont introduits stCrilement dans le 
milieu de culture d8s le debut de la production de pigment, soit au bout de 8 P 10 jours pour 
P. phoeniceum, et de 4 P 6 jours pour Ch. auveum. Sauf indication contraire (cf. tableaux d’in- 
corporation), le prdcurseur est administrd en une seule fois, afin de ddfavoriser la biosynthbse 
d’enzymes induits. Les cultures sont arr6t6es une semaine aprbs l’administration du precurseur. 

Extraction et purijication des pigments. Apr8s filtration des cultures, les myckliums laves k 
l’cau sont sCch6s et pesCs. Pour la phoeniciwe, la solution est acidifi6e 8. pH 2 et  une aliquote est 
prClevde pour le dosage. Le pigmcnt est extrait au chloroforme [3], puis recristallis6 dans 1’6thanol 
absolu. Un Bchantillon est transform6, en vue de la inesure de la radioactivitC, en hexaacktate de 
leucophoenicine [27],  purifi6 par chromatographie sur couche de d i c e  (systbme 1 [l]), puis 
recristallis6 dans l’acide acdtique. Pour le dosage de l’oospore’ine, une aliquote de la solution dc 
culture est pr6levCe avant l’acidification, car P pH 2 l’oosporkinc est trBs peu soluble e t  prbcipite. 
I1 suffit dc l’isoler par centrifugation et de la recristalliser dans le dioxanne. La radioactivitg est 
Bgalement mesurde sur un dchantillon transform6 en octa-acetate de leuco-oosporCine [28], purifiC 
par chromatographie sur couche de siliee e t  recristallisk. 

Dosage des pigments. Vu le grand excits de phoenicine ou d’oosporCine present dans le milieu, 
on peut doser ces pigments avec une bonne approximation par Ie rCactif de Folin des ph6nols. 
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1 in1 de solution contenant 25 i. 80 pg de pigmcnt est additionn.6 de 10 ml de Na,CO, IM 
et de 1 ml de reactif de Fohn. Aprks 15 min h tenipdrature ambiante, on niesure la densit6 optique 
i 766 nm. Dans les limites indiqu6cs, la relation concentration/densitk optique est lindaire pour 
les deux pigmcnts. 

Mesure de la radioactivitk. Les mesures sont eIIcctu6cs sur les d6rivCs acCtylks ci-dessus par 
scintillation liquide, dans le mClange de Bray [29]. Les produits sont recristallis6s jusqu’h radio- 
activit6 constantc. 

Resultats et discussion 

Rernarques ge‘ntfrales. Jusqu’B prksent, nous n’avons pu disposer d‘extraits acellu- 
laires de P. $hoeniceurn ou de Ch. aureurn susceptibles d’effectuer des pigmento- 
ginitses. Nous avons donc dG itudier les biosynthitses des deux pigments au moyen 
de cellules intactes. Cette technique comporte les sources d‘erreur suivantes dont, 
souvent, on ne tient pas assez compte: 

a) Par suite d’un mauvais transport travers les membranes cellulaires, la radio- 
activitC d’un intermkdiaire physiologique sera ma1 incorporke dans le produit final. 

b) En prksence de quantitks suffisantes d’une substance radioactive qui n’est pas 
un intermidiaire physiologique, les cellules klaborent, dans certaines conditions (par 
exeniple lorsque le produit est introduit en plusieurs portions), des enzymes induits. 
L’attaque par ces derniers du nouveau substrat se traduit parfois par une incorpora- 
tion radioactive dans le produit final. 

c) EnonCons enfin une regle qui a k t k  frkquemment confirmke: en prCsence de 
prkparations acellulaires, il faut s’attendre B une incorporation radioactive d’autant 
plus forte que l’intermkdiaire est plus proclie du produit final dans la skquence bio- 
synthktique. 

Les tableaux 2 et 4 montrent qu’aucun dirivk du biphknyle ne donne lieu A une 
incorporation notable. On pourrait en dkduire, par exemple, que la perm6abilitk 
cellulaire dkfavorise l’entrke de ces substances en raison de leur poids molkculaire 
relativement &lev& Si l’on considere, toutefois, des composks de poids molkculaire 
environ deux fois plus faible, on constate que la radioactivitk de certains d’entre eux 
(orcine, aldkhyde orsellinique, acide hydroxyorselliniquc) est tr6s ma1 incorpor6e 
(<2yo) dans la phoenicine; d’autres, parmi ces composks, montrent par contre des 
incorporations considkrables (de 6 B 21yo dam la phoenicine et de 6 a 35% dans 
l’oosporkine). Nous verrons par la suite que la r6gle c) n’est pas respectke, ce qui 
s’expliquerait kvidemment par des variations de permkabilit6 cellulaire. Ces varia- 
tions ne sont cependant pas tr6s consiclkrables. Nous admettons alors que les subs- 
tances produisant de fortes incorporations reprksentent des intermkdiaires physio- 
logiques, B condition, toutefois, que les incorporations ne soient pas augmentkes, 
lorsque l’administration aux cultures a lieu de manikre 8 favoriser la formation 
d’enzymes d’adaptation. C’est en nous basant sur ces principes que nous proposerons 
des voies biosynthktiques pour les deux pigments. 

On avait observk auparavant que ces biosynthitses ont lieu 8. partir de l’acide 
acktique. Utilisant de l’acktate-[l-14C] ou -[2-14C], on avait montrC, aussi bien dans 
la phoenicine produite par P. phoeniceum [a] [3]  que dans l’oosporkine de Beauveria 
bassiana [5] et de Ch. aureum [6], une rkpartition isotopique correspondant a la 
rhgle de l’acktate. ConformCment B cettc rggle, l’acktylacktate produit une incor- 
poration de 9,3% dans la phoenicine et, il est vrai, plus faible (3,5%) dans l’oo- 
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sporkine. L‘acide orsellinique (111), form6 & partir de 4 molkcules d’acktate, donne des 
incorporations Clevkes dans les deux pigments: 21 B 36%. Dans le cas de la phoeni- 
cine, l’administration du prkcurseur en 5 portions, c’est-&-dire dans des conditions 
favorisant l’adaptation, au lieu de l’augmenter, abaisse 9% l’incorporation, ce 
qui rend probable l’action de systbmes enzymatiques natifs. 

La question se rkduit maintenant B celle du mode de conversion de l’acide orsel- 
linique. A un moment donnk, il doit se faire un couplage de deux composks mono- 
phknylks en un dkrivk du biphknyle. Vu l’incorporation presque nulle, dans les deux 
pigments, de la radioactivitk de l’acide tktrahydroxybitolyle-dicarboxylique XI11 
et du tktrahydroxybitolyle XII, on peut exclure un couplage direct de l’acide orsel- 
linique ou de l’orcinol. D’ailleurs, ce dernier ne donne lieu qu’B une faible incorpora- 
tion (0,7 & 1,5y0) dans la phoenicine, incorporation passant & 3,9% dans des condi- 
tions favorisant la production d’enzymes d’adaptation. 

Phoenicine ( I ) .  Le tableau 2 indique une incorporation tr6s faible (1%) de l’acide 
hydroxy-orsellinique (VI), ce qui exclut la formation de ce produit par hydroxy- 
lation de l’acide orsellinique. On constate, par contre, une assez bonne incorporation 
de la radioactivitk du trihydroxytolukne IV : 8,6y0. D’aprks les critkres indiquks 

en 1 f o i s  

en 1 f a i s  

en 1 fais 
en 5 fo is ‘  

en 1 f o i s  

en 5 f o i s ’  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 5 f o i ?  

en 1 f o i s  

en 4 f o i s ‘  

en 1 f o i s  

en 4 f o i s ‘  

en 5 f o i s ‘  

en 5 f o i s 2  

Tableau 2. Incorfioration radioactive dans la phoenicine 

44 

29.1 

2 5 3  

475,8 

27,4 

428 

27 .3  

1 3 8  

11,2 

112,4 

35,8 
32,l 

96.7 

131.3 

483,3 

525.8 

Acety lace ta te  de L i  

Ac. o r s e l l i n i q u e  

Ac. o r s e l l  i n i q u e ’  

R c .  o r s e l l i n i q u e  

Tr ihydroxy to luene 

T r i  hydroxy to l  uene 

Acide hydroxy- 
o r s e l l  i n i q u e  

Ac. te t rahydroxy-  
b i  t o l y l - d i c a r -  
boxy l ique 

Tetrahydroxy- 
b i ‘ io ly le  

Orc ino l  

Orc ino l  

Orc ino l  

Orc ino l  

Orc i no1 

Aldehyde o r s e l l .  

13,9 

14,2 

8,1 

8 8  

36.7 

4,O 

5 5 3  

96.6 

96,6 

l 0 , O  

14,9 

14,9 

160.4 

3,9 

4,6 

4.6 

P r e c u r s e u r  

0,61 

0.41 

0.21 

4,19 

1 ,o 

1,7 

1,52 

1.33 

1,08 

1,12 

0.53 

0,48 

15.5 

0.52 

2.22 

2,42 

0,079 

0,076 

0,052 

0,343 

0,158 

0.098 

0,027 

0,026 

0,008 

0,004 

0,010 

0,720 

0,021 

0,015 

0,085 

0,052 

Radi o a c t i  v i  t e  
i p g c i f i q u e  t o t a l e  
: u C i / m o l )  (uCi)  

0,057 

0,047 

0,045 

0,383 

0,086 

0,099 

0,015 

0,018 

0,004 

0,003 

0,008 

0, l l  

0 ,014 

0,010 

0,082 

0,049 

197 

169 

236 

306 

149 

276 

150 

190 

130 

202 

220 

181 

42 

188 

266 

258 - 

i e n i c i  n e  

R a d i o a c t i v i t e  
pgc i f ique  t o t a l e  
uc i /nmol )  I ( u c i )  

ncorpora t  i o 
dans l a  

phoenic ine 
(%I 

9.3 % 

11.5 

21,4 

9.1 

8.6 

5.8 [4] 

0,99 

1 2  

0,37 

0,27 

1 3  

2,9 

0.7 I31 
1 3  

3,7 

2.0 

’ Precurseur doublement marque. 
’ Precurseur i n t r o d u i t  en 4 a 5 p o r t i o n s  a 2 j o u r s  d ’ i n t e r v a l l e .  Exp. terminee 2 j o u r s  apres l a  dern ie re  adjonc. 
Taus l e s  r e s u l t a t s  sont  rappor tes  a 200 m l  de c u l t u r e  ( 4  c u l t u r e s  de 50 ml.)  

plus haut, la substance I V  apparait bien comme un intermkdiaire physiologique, 
puisque, dans des conditions favorisant l’adaptation, on observe non une augmen- 
tation, mais une diminution de l’incorporation de la radioactivitk de IV dans la 
phoenicine. Une question intkressante se pose concernant le mode de conversion 
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de l’acide orsellinique (111) en triphdnol IV. Formellement, il s’agit du remplace- 
ment d’un groupe carboxyle par un groupe hydroxyle, c’est-&-dire d’une ((decarboxy- 
lation liydroxylante H. On sait que niaintes hydroxylations aromatiques se font par 
intervention d‘oxyghnases mixtes, d’aprhs le principe indiquk par les equations (2) 
et ( 3 ) .  On peut alors se reprksenter les reactions concertees indiqukes dans le schCma 3 2). 

Deux mol6cules de trihydroxytolukne subiraient ensuite un couplage par dCs- 
hydroghnation en position 4 pour fournir l’hexahydroxy-Z,Z’, 3,3’, 5,5’-bitolyle-4,4’, 
c’est-&-dire le produit de reduction de la phoenicine. Cette tleucophoenicine o se 
rencontre regulibrement dans les milieux de culture, & cat6 de la phoenicine, en 

Radi oactivi tB 
pmol G~~~~~~ specifique totale 

(pCi/mmol) (vCi) 

1 4c 8,1 0.21 

3H 21,35 0,55 
25.8 

NADH.H NAD 

+[o] - 0” +H,O (3) 
ou 

NADPH.H NADP 

Quantite Radioactivite Incorporati on 
produite specifique totale 

(ms) (vCi/mmol) (uCi) ( % I  
0,052 0,045 21,4 

0,059 0,051 9,3 
236 

B i l a n :  A c i d e  o r s e l i i n i q u e  (111) + O2 + OU 

!IADPII.H 

___) C02 + trihydroxytoluene (IV) + ;:’, OU + H 0 

Rapports 3H/14C a : 2,6 

Tableau 3. Incorporation de l’acide orsellinique doublement marqub (%-Z et dG3H-3,5) 
dans la phoenicine 

b : 1.13 b/a =& 

I A c .  o r s e l l i n i a u e  I P h o e n i c i n e  I I 
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laquelle elle se convertit facilement par auto-oxydation dans les conditions physio- 
logiques. Une confirmation de ce mCcanisme a Ct6 fournie gr2ce & l'emploi d'acide 
orsellinique (111) doublenient marquC (en 2 par 14C et en 3,5 par 3H). Alors que la 
dkcarboxylation hydroxylante ne causerait aucune perte en tritium, le couplage 
oxydatif du trihydroxytolubne en diminerait la moitiC. Le rapport, dans le pr6cur- 
seur IV, des radioactivitks spbcifiques 3H/14C serait donc r6duit de moitid dans la 
phoenicine. D'aprks le tableau 3, la diminution de ce rapport est la suivante: cal- 
culk : 50% ; trouv6 : 57%. La biosynthkse de la phoenicine s'effectuerait donc selon 
le schbma suivant : 

2 acCtylac6tate + 4 acCtate -+ 2 acide orsellinique (111) 

- 2  co, + 0, - 2 H (couplage) ---* 2 trihydroxy-2,3,5-tolu&ne (IV) ______ + 
hexahydroxy-2,2', 3,3', 5,5'-bitolyle-4,4' (leucophoenicine) 

_ _ ~ ~  + Phoenicine (I) 

Tableau 4. Incorporataon radaoactave dans l'oospordzne 

+ 0, - 2 HgO 

Acetylacetate de L i  

Acftylacetate de L i  

Ac. o r s e l l i n i q u e  

Ac. o r s e l l i n i q u e  

Trihydroxytoluene 

T r i  hydroxytoluene 

Trihydroxytoluene 
Acide hydroxy- 
orse l  l i n i q u e  

Dihydroxy-3,6- ( 
p-toluquinone ( 

Tetrahydroxy- 
b i t o l y l e  

Ac. Gtrahydroxy- , 
b i  t o l y l e - d i c a r -  
boxyl ique 

Phoenicine 

Phoenicine 

Phoenicine 

( 

r e c u r '  

Mode d' 

~ n t r o d u c t i o i  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 5 f o i s '  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 5 f o i s '  

en 1 f o i s  

en 1 fo,; 

en 1 f o i s  

en 1 f o i s  

en 1 fo is  

U P  

luant. 
introd 
llno1 

- 

- 
50 

38 

48.3 

25.8 

28,4 

32,2 

128 

19,l 

24.2 

27.5 

162.4 

11,4 

13,o 

14,6 

72.9 

145.9 

Radioact iv i te  

1 ,18 

55,8 4'0 I :::1 

265.9 
265,9 

96,6 
96,6 

6.03 

6,03 0.94 
6.03 

O o s p o r d i n e  - 
u a n t i t e  
rodui t e  

( m d  - 
69 
124 

81 

123 

50 

115 
244 

67 

56 

129 

372 

60 

1 09 

317 

342 

322 - 

Radioact 
pec i f ique 
uCi/mnol) 

0,108 

0,045 

0,695 

0,328 

0,400 

0,400 

0,454 

1 ,ol 

4,11 

3.08 

0,0022 

0,033 

0,016 

0,00048 

0,0019 

0,0028 

- 
i t e  
t o t a l e  
( u c i )  - 
0,024 

0,018 

0.184 

0,132 

0.065 

0,362 

0,221 

0,752 

1,30 

0,150 

0.0027 

0,0065 
0,0057 

0,0005 

0,002 

0,003 - 

icorporatio 
dans 1 '  

losporeine 
(I) 

3.5 

3.4 

26.7 

35.7 

6 2  
12,7 

21,3 [4 

19.9 

11,7 

17,8 

0.17 

0,59 

0.45 

0.57 

0,45 

0.34 

' Precurseur i n t r .  en 4-5 por t ions a 2 jours d ' i n t e r v a l l e .  Exp. terminee 2 j o u r s  apr€s l a  derniPre adjonction 

Tous l e r  r k s u l t a t s  sont rapportes a 200 m l  de c u l t u r e  ( 4  cu l tures de 50 ml.)  

Oosportfine ( I I ) .  Le tableau 4 indique une incorporation notable du trihydroxy- 
toluhe IV. Comme elk augmente considCrablement dans des conditions favorables 
B l'adaptation, nous pensons que ce triphknol I V  n'est pas un intermkdiaire physio- 
logique et que son incorporation rCsulte de la formation d'enzymes induits. De plus, 
le tableau 4 montre que la phoenicinc qui, chez P. phoeniceum, se forme A partir du 
trihydroxytolukne IV, n'apparait pas comme prCcurseur de l'oosporbine. On constate, 
150 
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par contre, des incorporations importantes, sans adaptation prdalable, de la radio- 
activitk de l’acide hydro~yorsellinique-[1~CH~] (VI-[14CH3]) (19,9%) et de la dihy- 
droxy-3,6-$-toluquinone (12 & 18%). Ce dernier coiiiposd pourrait se former, bien 
entendu, par hydroxylation du trihydroxytolui.ne IV, mais, pour les raisons men- 
tionndes ci-dessus, nous avons exclu I \.I cornme intermkdiaire physiologique. I1 nous 
parait trhs probable que le tktrahydroxytoluhe V, qui, par dkshydrogknation, four- 
nit la dihydroxytoluquinone, se forme & partir de l’acide hydroxyorsellinique ( V I )  
par une ctdkcarboxylation hydroxylante H analogue a celle qui intervient clans 1 : ~  bio- 
synthkse de la plioenicine. 

Le couplage, par ddshydrogknation en 4, se fcrait donc & partir d u  tktraphCno1 V 
avec formation d’octahydroxy-2, 2’ ,  3,3’, 5,5’, 6,6’-bitolyle-4,4’ (leuco-oosporkine) , 
puis d’oospordine. Le schCma de biosynthkse dc l’oos;ior&ine, i partir de l’acide 
orsellinique, serait donc le suivant : 

2 acide orsellinique + 0, + 2 acide li3.droxyo!-jellinique (VI) 

- 2 CO, + 0 - 2 H (couplage) A 2 t6traliydroruv-2,3,~,6-toluhne (v) ~- 

octahydroxy-2, Z’, 3,3’, 5,s’ , 6 ,  G‘-bitolyle-4,4’ (leuco-omporkine) 

-+ 

+ 0, - 2 H,O 
+ OosporCine (11) 

On voit que. lors des deux biosynth&ses, le couplage par dkshydrogknation se fait 
A partir d’un dkrivk irionophdnylk contenant dCjB le nombre d’hydroxyles nkcessaire, 
en des emplacemen cs convenables, pour conduire directement A la forme rCduite des 
deux pigments diquinoniques. Notons enfin que tous les intermkdiaires observds 
dans ces biosynthhses sont des produits qui ont dcjk ktk trouvds dans la nature. 

Nous remercions Mlle Josiane Pinol  de sa pr6cieuse collaboration technique. Les micro- 
analyses ont 6t6 effectukes par M. le Dr K .  Eder, Ecole de Chimic, GenBvc. 
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260. The Dianion of Heptalene 
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(4. IX. 74) 

Suunwary. Heptalene - a very unstable compound - can be reduced by lithium at - 80" into 
its dianion. lH- and W-NMR. studies indicate that this dianion, contrary to the neutral molecule, 
has its n-bonds delocalized. The magnetic field induces in this species a large diamagnetic ring 
current. The dianion of heptalene is thermally very stable, much more so than the neutral com- 
pound. All these observations point to  an appreciable stabilization energy associated with the 
14n-electron system; this stabilization energy is probably large enough to impose a planar 
geometry to this dianion. 

1. Introduction. - Recently we succeeded in establishing by I3C-NMR. spectro- 
scopy measurements carried out between - 167" and - 100" that the heptalene mol- 
ecule shows, in its ground state, n-bond fixation but also undergoes an extremely 
fast n-bond shift process [l] [2]. The established n-bond fixation and the requirements 

Fig. 1. T h e  most probable conformation of heptalene 




