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Abstract-Triterpenoid acids and sterols from the rnycelium of the woodrotting fungus Len&es trabeu have 
been investigated. In addition to trametenolic and l.%hydroxytrametenolic acids the following compounds 
were identified: eburicoic and sulfurenic acids, 24-methylenelanosterol, ergosterol and firngisterol. Triterpen- 
oid composition of normal cultures was compared to that of submerged cultures. The main effects of sub- 
merged cultures is the increase of trametenolic and eburicoic acids and the decrease of 15a-hydroxytramete- 
nolic acid. 

INTRODUCTION 

DEUX acides en CJO : I’acide trametenolique CJ0H48O3 (Ia) et l’acide 1 Sa-hydroxytram&Cno- 
Iique C3oH48O4 (Ib) ont et6 prtcedemment isoles du basidiomycete Lenzites trubea par 
Lawrie et ~011.~ Nous nous sommes interesse a ces acides en raison de leur role possible 
comme precurseur de leurs homologues possedant un groupe methyltne en C-24: les acides 
eburicofque (IIa) et sulfurenique (IIb). 

Ho& *o& 
I II 

(Ia) R=H (IIa) R=H 
(Ib) R=OH (IIb) R==OH 

Dans le cadre d’essais prtliminaires ayant pour but I’obtention rapide des acides tra- 
mttenolique et lSa-hydroxytram&Cnolique, nous avons mis au point des methodes de 
culture agittes et submergees de Lmzites trabea; elles nous ont permis de reduire le temps de 
croissance maximale de 3 mois & 15 jours. Nous avons Bte ainsi amen6 B comparer les princi- 
paux composants triterpeniques de ce champignon obtenus a partir des ces cultures. Les 
resultats de ce travail font l’objet de la presente note. 

RESULTATS 

Nous avons largement utilise les techniques chromatographiques et de spectrometrie de 
masse pour l’analyse des fractions isoltes, en nous referant A des echantillons authentiques 
et a leurs derives acetylts. Nous avons mis au point une technique d’isolement portant sur 
les acides libres (et non sur leurs esters mtthyliques). Les resultats obtenus sont resumes au 
tableau. 

1 W. LAWRIE, J. MCLEAN et J. WATSON, J. Chem. Sot. (c) 1776 (1967). 
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TABLEAU 1 

Substances 
Culture statique 

(3 moisl (%) 
Culture agitee 
(15 jours) (%) 

acide trametenolique 
acide OH-15a trametenolique 
acide eburicoique 
acide sulfurenique 
methyl&e-24 lanosterol 
ergosterol 
fungisterol 

35 50 
40 18 
20 25 

5 7 
non d&e16 present en traces 

Ces chiffres sont exprimb en pourcentage de la fraction triterpenique totale; ils 
sont calcules a partir de la hauteur des pits mohkulaires en spectrometrie de masse et 
sont valables P & 10% des valeurs indiqukes. 

On constate que I’effet principal de la culture agitee est I’acroissement de la quantite des 
acides trametenolique et tburicoique et la diminution de celle de l’acide 15a-hydroxytra- 
metenolique. Signalons que les acides Cburicdique et sulfurenique ainsi que le methylene-24 
lanosterol, i’ergosterol et le fungisterol n’avaient jamais CtC trouves dans cette souche. 

ANALYSE DES TRITERPENES ET STEROLS 

(a) Nonohydroxyacides triterphiques. Les acides tramettnolique (Ia) et Cburicoi’que (IIa) 
chromatographies sur plaque d’acide silicique impregnt de carbonate de sodium (solvent, 
benzene-acetone, 9: 11) ont respectivement un Rf de 0,42 et 0,52 (de 065 et 0,72 pour les 
acetates correspondants). La spectrometrie de masse* effect&e SW le melange des alcools 
libres ou de leurs derives acttyles donne des rtsultats tout a fait comparables a ceux obtenus 
avec des Cchantillons authentiques. On voit la fragmentation caracteristique de ces composes 
triterptniques avec des pits a M+-15 (M+-CH,), M+-15-18 (M+-CH3-H20) et m/e 281 
et m/e 299 (attribuables a la perte de la chaine laterale et d’un groupe methyle avec ou 
sans perte d’une molecule d’eau par un mecanisme selon McLafferty).’ 

(b) Dihydroxyacides triterphziques. Les acides OH-l 5a tramtttnolique (Ib) et sulfure- 
nique (IIb), chromatographits sur les memes plaques que precedemment (solvent, ether 
ethylique) ont respectivement un R, de 0,54 et 060. Le spectre de masse du melange des 
alcools libres montre des pits a M +-I5 (M+-CH,), M+-15-18 (M+-CH,-H,O) et M+-15-36 
(M+-CH3-2Hz0), qui suggerent la presence de deux groupes hydroxyles, confirmee par la 
spectrometrie de masse des derives adtylb et methyl& Le pit a m/e 289 peut etre attribue a 
la perte de la chaine laterale et d’un groupe methyle, 

D’aprbs la spectrometrie de masse on dedle a c6te de ces acides, des pits de faible 
intensite possedant deux unites de masse de moins attribuables aux d&es 7,9(11) correspon- 

* Nous remercions MM. Cosson et Bardey qui ont effectue les spectres de masse sur un appareil AEL 
MS9; temperature d’introduction: entre 180” et 240”. De meme nous remercions vivement MM. les 
Drs. B. C. Das et A. Alcaide pour les discussions tres fructueuses concernant la spectrometrie de masse de 
triterpenes et sterols. 

’ V. R. VILLANUEVA, M. BARBIER et E. LEDERER, Bull. Sot. Chim. Biol. 49, 389 (1967). 
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dams. En effet, le spectre ultraviolet de ces acides contient un triplet de basse inter&d a 236, 
243 et 252 nm. Cette observation est frequente pour la serie des acides triterpeniques des 
champignons.3-6 

(c) Alcools triterphiques. La fraction isolte par chromatographie sur colonne puis par 
chromatographie sur couche mince (Rf 0,56) a et6 soumise a la reaction de Liebermann- 
Burchard; elle donne une coloration jaune, comparable B celle produite par des kchantillons 
authentiques de lanosterol’ et methylene-24 lanosterol. L’analyse par spectromttrie de 
masse montre un pit principal a m/e 440 (CJ1HS20). Ce spectre est comparable a celui d’un 
m&hylBne-24 lanosterol authentique. 11 donne un pit de base a m/e 425 (M+-CH3) et un 
pit B m/e 407 (M+-CH3-H20). La presence du groupe methylene-24 est indiquQ par le pit 
a m/e 341 representant la perte dune partie de la chaine laterale (-84) a partir de M+-15, 
par un mtcanisme selon McLafferty dti a la double liaison 24(28)*-I1 

On observe aussi des pits de masse de plus faible intensite B M+ 426 (C30H500) et B M+ 
428 (CJOHS20) pouvant correspondre respectivement au lanosterol et au dihydro-24 lano- 
sterol. 

(d) St&ok Par chromatographie sur colonne nous avons isolt une fraction de meme R, 
que l’ergosterol, positive a la reaction de Liebermann-Burchard.‘2 Les spectres U.V. et de 
masse sont tout a fait comparables avec ceux obtenus avec un khantillon authentique 
d’ergosterol. Le spectre de masse montre les coupures caracteristiques de ce St&o1 a m/e 
363 (M+ - CH3 - H,O), m/e 337, m/e 271 et m/e 253; ces deux derniers pits correspondant 
a la perte de la chaine laterale accompagnke ou non de la perte dune molecule d’eau. 

D’autres fractions, moins pures que la preddente, mais positives d la reaction de Lieber- 
mann-Burchard ont CtB rtunies et chromatographiees sur plaque preparative d’acide sili- 
cique (solvent, hexane-acetate d’ethyle 65 : 35). On isole ainsi une zone principale de meme 
R, que l’ergosttrol (0,66) qui est fortement positive a la reaction de Moore et Baumann,lz 
caracteristique des doubles liasons en position 7. A la spectrometrie de masse elle donne 
deux pits principaux a m/e 396 (C28H440) et m/e 400 (C28H480) attribuables respectivement 
a l’ergosterol et au fungisterol (ergostene-7, 01-3/I), deja trouve dans d’autres champig- 
nons.13-1s La presence du fungisterol peut &re expliquek par l’abondance relativement 
importante du pit molkculaire (m/e 400) par rapport a m/e 385 (M+-CHJ et la faible 
intensite des pits a m/e 382 (M+-H,O) et B m/e 367 (M+-CH3-H,O), fragmentation caracter- 
istique des sterols A-7; la perte de la chaine laterale accompagnee ou non dune molecule 
d’eau est indiqute par les ions a m/e 255 et m/e 273.16 

3 L. A. CORT, R. M. GASC~IGNE, J. S. E. HOLKER, B. J. RALPH, A. ROBERTSON et J. J. H. SIMES, J. Chem. 
Sec. 3713 (1954). 

4 J. M. GUIDER, T. G. HALSALL, R. HODGES et E. R. H. JONES, J. Chem. Sot. 3234 (1954). 
5 A. KANEMATSU et S. NATORI, Chem. Pharm. Bull. 18,779 (1970). 
6 H. UNOUYE, K. TOKURA et T. HAYASHI, Tetrahedron Letters 2811 (1970). 
‘I E. LEDERER et P. K. TCHEN, Bull. Sot. Chim. Biol. 27,419 (1944). 
* P. BENVENISIX, L. HIRTH et-G. OURISSON, Phytochem. 5, 31; 45 (1966). 
g J. BERGMAN. B. 0. LINDGREIN et C. M. SVAHN. Acfa Chem. Stand. 19.1661 (1965). 

lo R. T. APL& et G. M. HORNBY, .I. Chem. SOC..(B) 1078 (1966). . . 
I1 L. J. GOAD, B. L. WILLIAMS et T. W. G~~Dw~N, Europ. J. Biochem. 3,232 (1967). 
I2 M. JAVILLIER, Trait& de Chimie Organique de Grignard 16, 853 (1949). 
I3 N. FR&CHL et J. ZELLNER, Monatsh. 50, 201 (1928); Monatsh. 53-54, 146 (1929). E. HARTMANN et 

J. ZELLNER, Monatsh, 50, 193 (1928). J. ZELLNER et E. ZIKM~NDA, Monatsh, 56,200 (1930), L. L~JKACS et 
J. ZELLNER, Monatsh. 62,214 (1933). 0. RUTHNER et J. ZELLNER, Monatsh. 66,76 (1935). 

I4 H. WIE& et G. COUTELLE, &malen 548,270 (1941). 
I5 T. G. HAL~ALL et G. C. SAYER. J. Chem. Sot. 2031 (1959). 
I6 S. G. WYLL~~ et C. DJERASSI, JI Org. Chem. 33, 305 (1968). 
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La spectrometrie de masse montre aussi que l’ergosdrol et le fungisterol sont accom- 
pagnes des pits de tres faibles inter&C a m/e 394 (C28H420) et a m/e 398 (C28H460)r 
pouvant correspondre a leurs derives d&hydrogen&. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Cultures. Lenzites trabea a BtC cultive pendant 3 mois selon une technique dejja decrite.’ A partir de ces 
cultures agees d’un mois on a adapt6 la souche au milieu agite,i7 pendant 15 jours puis ensemence dans un 
fermenteur “Biolafitte”. Cette culture agitee a Bte poursuivie 15 jours B 30”. 

Isolement des produits brats. Le mycelium rt+cup&e par centrifugation, lave a l’eau et seche est extrait a 
l’aide dun appareil Soxhlet, d’abord par l’dther de petrole pendant 20 hr (700 mg) puis par l’cther ethylique 
pendant 5 jours. On obtient ainsi 4,5 g de produit brut, que l’on cristallise dans le melange isopropanol-ether- 
acetone. Les cristaux obtenus (800 mg) ont ete chromatographies sur une colonne de 50 g d’acide silicique 
impregne de C03Na2 (50 g d’acide silicique sont homogeneises dans 100 ml d’une solutionO,Ol Mde C03Na2; 
on laisse s&her une nuit a la temperature du laboratoire et on l’active 30 min & 100” avant utilisation). Nous 
avons clue avec du benzene contenant des pourcentages croissants d’acetone (0,15,30 et 40 %). Les premieres 
fractions contiennent de petites quantites d’alcools triterpeniques; les fractions suivantes, de l’acide tburicoi- 
que et des melanges variables des acides eburicoique et trametenolique. 

Les fractions contenant les alcools triterpeniques ont et& reunies et chromatographiees sur plaque pre- 
parative d’acide silicique (solvent, benzene-acetone 85: 15); on isole ainsi une zone principale de R, 0,56 qui 
contient comme produit majeur le methylene-24 lanosterol. Les eaux meres de cristallisation ont Bte amenees 
a set puis extraites par le benzene B 60”. La partie insoluble (700 mg) represente les dihydroxyacides: OH-15a 
trametenolique et sulfurenique. 1,4 g de la partie soluble dans le benzene ont ete chromatographits sur une 
colonne de 75 g d’acide silicique melange avec 25 g de celite. On developpe avec de l’ether de p&role contenant 
des pourcentages croissants d’ether Bthylique (0, 2, 5, 10, 15, 20, 30 et 40%). Nous avons ainsi obtenu 
l’ergosterol, le fungisterol et les monohydroxyacides: Cburicoique et trametenolique. 

Remerciements-Nous remercions M. le Professeur E. Lederer pour I’interCt qu’il a Porte ri ce travail. 

I7 S. C. PAN et W. R. FRAZIER, Biotechnology and Bioengineering Vol. IV. 303 (1962). 
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Abstract-Methyl decanoate, undecanoate, laurate, tridecanoate, myristate, pentadecanoate, palmitate, 
oleate and stearate were isolated as steam-volatile components from this liverwort. Total amounts of these 
methyl esters accounted for 75.3 per cent of the steam-volatile substances and methyl palmitate (60 %) was 
the major constituent. 

INTRODUCTION 

DURING the last few years the following sesquiterpenes and related compounds have been 
detected in the essential oils of some liverworts: 1,4-dimethyl- and 4-methyl-l-methoxy- 

*Chemical constituents from Hepaticae, Part V: Part IV, A. MATSUO and S. HAYASHI, Tetrahedron 
Letters 1289 (1970). 


