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Abstract-When grown on a synthetic medium containing Zn’+ and Cd’ + in toxic concentrations and a high 
concentration of Mg”, the mycelium of Aspergillus niger ATCC 9029 is pigmented yellow..Four pigments have 
been chromatographically separated. Two are still unknown; the others are asperenone and asperrubrol. Asper- 
rubrol is the methyl ester of a dimethyl 13-phenyl-3-ol-2,4,6,8,10,12-tridecahexaenoic acid. One of the methyl 
groups is on C, and the other is probably at C,. Asperrubrol has been obtained as the enol of the all rrans mole- 
cule; ketoenolisation can be obtained by action of heat or alkalis. When grown on the same medium, 13 of 17 
strains of A. niger produced asperrubrol and asperenone. 

R&sum&-Aspergillus niger ATCC 9029 cultive sur un milieu de composition definie renfermant des con- 
centrations Blevtes de Zn”. Cd” et Mg” se pigmente en jaune. Quatre pigments ont CtC &par& par chromato- 
graphie: l’asperrubrol dont la structure correspond B l’ester mtthylique de l’acide dimtthyle, phtnyle-13, 01-3, 
tridicahexaine-2,4,6,8,10,12 oi’que, l’asperCnone et deux pigments non identifits. L’un des mtthyles de I’asperru- 
brol est situ6 sur le C,, la position 8 est retenue comme la plus probable pour le second. Lors de son isolement 
I’asperrubrol est sous la forme lnolique et entitrement trans. La cttoinolisation peut-&tre obtenue par chauffage 
ou alcalinisation. Parmi 17 souches d’iispergillus niger cultivtes dans les m&mes conditions, 13 produisent de 
l’asperrubrol et de I’asperCnone. 

INTRODUCTION 

A PARTIR du mycelium d’Aspergillus awamori, Arima et al.’ ont isolC un pigment jaune 
de formule C,,H,,O: l’asperyellone dont la structure moltculaire, Ctudike par Yu et al.,’ 
est celle d’un phtkylpolykne, dCrivl mkthylC de la phknyle- 13, tridkcapentakne-4,6,8,10,12 
one-3. Le groupement mlthyle port6 par la chaine polyknique a Ctl sit& en position 7 
(la). Les Auteurs avaient trouvk ce pigment dans huit souches d’A. awamori et trois 
souches d’A. niger. 

Indkpendamment, Jefferson3 a obtenu B partir du mycelium d’Aspergillus niger NRRL 
3, cultivt dans un milieu au glyckrol fortement a&C, un pigment de mgme formule: l’asperk- 
none, dont le groupe mkthyle a kti: situ6 sur le C, de la chaine polyknique (lb). La synthkse 
des d&iv&s mkth$lks en position 6, 7 ou 8 de la phknyle-13, tridtcapentatine-4,6,8,10,12 
one-3 a CtC rlalisle par Pattenden,4 ce qui lui a permis de confirmer la prlsence du mlthyle 
sur le C,. 11 a ItC suggCrk par Jefferson que l’asperyellone est identique g l’asperknone. 

’ ARIMA, K., Yu. J. et TAMURA. G. (1967) Nippon Noqri KuUuku Kuishi 41, 571 : C/XVII. Ahsts (1969) 70, 64456. 
’ Yu, J., TAMURA, G., TAKAHASHI, N. et ARIMA, K. (1967) Agric. Bid. Chrrx Jupm 31, 831. 
3 JEFFERSON, JR., W. E. (1967) Biochemistry 6, 3479. 
4 PATTENDEN, G. (1970) J. Chem. Sot. C, 1404. 

637 



638 M. RABACHI.. J. N~~JMA&N et J. LA\oI.I,A\~ 

D’autre part, sur un milieu de culture d&iv@ de celui de Steinberg,” contenant les ions 
Zn’+ et Cd” en concentrations toxiques et un excks de Mg”. le mycelium akien d’A. 

niger ATCC 9029 produit un milange de pigments jaunes liposolubles; l’un d’eux. l’asper- 
rubrol, a Itt prlcCdemment is016 et dkcrit.h Le prksent travail conccrne I’identitkation d’un 
second pigment et une Ctude plus approfondie de la structure et des propri&Cs de l’asperru- 
brol. 

RESULTATS ET DISCI:SSION 

La chromatographie en couche mince (CCM) d’un extrait purifii rkvtle la prlsence de 

quatre composls jaunes: x. 0, ;‘. fS. 11s ont Cti &par& par chromatographie sur colonnes 

de silica-gel. Seuls les pigments /r ct ;’ ont kti obtenus h 1’Ctat cristallisk 
H 

Le spectre de masse (SM) (M+ 278) est en accord avec la formule brute C20H,20. La 
molicule comprend: (a) un noyau aromatique (m/g 77; 6 7.2 - 7.5. m): le noyau est mono- 
substitui (m/e 91; l’intensitt: du signal B 7.2 _ 7.5 correspond B 5 H); (b) une chaine 
polyinique (m/r 22 1. 249 ; fi 6 - 7. rn). La chaine polyknique Porte un groupe m@thyle (0 
1,94, s) et un groupe ethyle (I?I!P 57. 22 1 et 29. 249 ; 6 2.47. y et 1 .OS, t). 

Absorption 
IntensitL: 
relative 13)’ (lh)’ Pigment ji 

& aromatiques 5 7.4 _ 7,7 (Vi) 7.1 . 7.5 (N) 7.2 - 75 (111) 

H 0lCfiniques 9 6 - 7.4 (Vi) 6 . 7 (1?1) 6 - 7 (Ill) 
-CO-CFI~ 2 2.64 (~1) 2.55 (y) 2.37 (c/j 

(.I 7 H/I (J 7 H/I 1.1 7 I-1,) 
1 

=&I, 3 1.98 (5) 1,YO (0 1.94 (.\I 
-CH, 3 1.15 (1) 0.90 (1) 1.05 (1) 

(J 7 HI) (.I 7 HL) (J 7 Hz) 

Le dkplacement chimique des protons du groupe mCthyltne est trks voisin de celui dkrit 
par Jefferson pour l’asperkone.3 Comme dans le cas de ce pigment. les fragments qui com- 
portent 10, 11. 13 et 14 carbones sont plus abondants que ceux qui en comportent 12. Les 
diffkkences que prlsentent les spectres UV-visible de ces deux pigments dans l’hexane. 
d’une part et dans l’kthanol, d’autre part. sont identiques. Ces diffkenccs sont caractkristi- 
ques d’un carbonyle conjuguC avec un polykne. La comparaison des donnies des Tableaux 
1 et 2 montre l’identiti du pigment /j’ avec I’asperknone (lb) et la parent6 de ccs deux pig- 
ments avec l’asperyellone. 

PigtJWZf :: 

Ce pigment s’identifie j l’asperrubrol. 11 a ktC montre” que la molCcule de ce compost: 
comporte un noyau aromatique monosubstituk (nJ:‘r 77. 9 1 ; h 7.2 - 7.5. JJI; \f~,fl 745 et 6X6 

’ LAIWRE\~. F. et LAVOLLA~. J. (1967) Camp. Kmd. 264D, 2Y37. 
h RAR.~(.HF. M., LAIWKt‘Y. F’.. NI 1 ‘d4\\. J. ct 1..4vo1.r 4~. J. (1970) (‘o,JI/I’. Reid. 2711). 705 
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cm-‘) et une chaine polyenique (m/e 221, 249; 6 6,l - 6,9, m; vg; 1610, 1550, 106.5, 990 

cm- ‘). La chaine polyenique posdde un groupement ester methylique, elle est insaturee en 
+I et hydroxylee en fi (m/e 304; 6 3,15, s; vkf: 1645 et 1245 cm- ’ ) et Porte deux methyles 
(6 1,84 et 1,92, 2s) dont un sur le C2 (m/e 249, 304). La chaine comporte 6 doubles liaisons 
conjuguees (l’intensite du signal a 6 6,l - 6,9 correspond a 9 protons; la chaine laterale 

Porte 3 substituants). Ce corps est done l’ester mlthylique de l’acide methyle-2, phenyle-13. 
01-3, tridecahexaene-2,4,6,8,10,12 oique, comportant en outre un mtthyle sur la chaine 
polyenique, dont la position est plus difficile a assigner. 

C,H,-(CH),-CCH,-(CH),-COH-COH-CCHa- 
CO,Me 

C,H,-(CH),-CCH,-(CH),-CO-CO-CCH~-CO+ 
C,H,+CH),-CCH,-(CH),CO-CH,-Me 
C,H,-(CH),-CCH,&CH),-CO+ 
C,H,&CH),-CCH,-(CH),+ 
C,H,-(CH),-CCH,-CH,+ (-2H) 
C,H5-(CH),-C+Me (-2H) 
C&&CH),-CH=CH + (+2H) 
C,H5-(CH),CH,+ 
C,H5-(CH)Z-CH=CH+ 
C,H,&CH),-CH2+ 
C,H,+CH),-CH, + (-2H) 
C,H,-CH=CH + (f2H) 
C,H5-CH2+ 

C,H,+ 
Me-O-CO+ 
Me-CH,-CO+ 
MeO+ 
Me-CH,’ 

TARLEAL 2. INTERPRETATION DES SM DE L'ASPER~NONE (lb),w PIGMENTB.ETDU PIGMENT:' (2) 

Fragments m/e 
(lW3 
(7”) 

Pigment fl 

(73 
(2) 
(%) 

336(M+) 38 
304 - I 
278(M +) 72 69 
249 7 5 14 
221 20 17 26 
181(1X3 - 2) II 11 8 
167 (169 - 2) 13 13 8 
157(155 + 2) 5 5 12 
143 IX 17 12 
129 27 19 20 
117 22 18 24 
llS(117 - 2) 22 20 38 
105 (103 + 2) 30 32 34 
91 100 100 100 
77 12 12 18 
59 12 
57 65 64 8 
31 31 
29 22 22 

Ce groupe methyle est situi sur l’un des carbones C,-C,, de la chaine polyenique, 
comme l’indique la presence du fragment de masse m/e 249, fragment qui est commun aux 
spectres de masse de l’asperenone et de l’asperrubrol. L’abondance des fragments de masse 
m/e 115 (38% du pit de base) avait conduit B situer le-Me sur le carbone 12 de la chaine 
polyenique.6 La SM g haute resolution a rev& la presence de deux types de fragments: 
l’un de masse exacte 115,090 correspondant Li C,H, , l’autre de masse exacte 115,076 corres- 
pondant a C,H,03. Les fragments C,H, participent pour 22-24’4 du pit de base. Leur 
abondance relative est du m&me ordre de grandeur que celle trouvee sur le spectre de l’as- 
per&one par Jefferson et sur celui du pigment p. 11 n’y a done plus de raisons pour attri- 
buer au groupe methyle une autre position que dans l’asperenone. La structure proposee 
pour l’asperrubrol est representee en (2). L’asperrubrol et l’asperenone Ctant trouves 

ensemble dans le mycelium, il est probable qu’ils derivent biogenetiquement l’un de l’autre. 
Dans les conditions d&rites par Jefferson, 3 l’asperenone etait accompagnee de deux 

autres pigments appeles: “Inconnus A et B”. L’auteur avait obtenu 1,7 mg de cristaux de 
l’lnconnu B (F. 117-l 21’) et donnait les Amax de son spectre UV, qui sont identiques a celles 
du spectre de l’asperrubrol. L’lnconnu B Ctait probablement de l’asperrubrol impur, 
compte tenu de la difference entre les points de fusion. 



Dans le proche UV, le spectre d’absorption de I’aspcrrubrol est encore plus plat que c&i 
du phInylundtcapenta~na1 entitrement t~~s.~ En vue d’itudier Ia conformation de sa 
chaine polyknique. l’asperrubrol a dtt! soumis 5 l’isomdrisation par la lumitre en prtknce 
d’iode. suivant Zechmeister. Les modifications spectrales rti-sultant de ce traitcment sont 
analogues 11 celles qui ont ktt- dkritcs pour lc phL:nqlund~ca~~c~~t;il:~‘al-: diminution de 

1’~ des trois maximums situks dans le visible, sans dtiplacement apparent des pits, et aug- 
mentation de 1’ E dans la region du pit cis (/.,,,, B 300 nm). L’asperru brol a done tit6 is016 
h 1’Ctat cnti2remcnt 1wf.k 

L’asperrubrol comportc un groupement Pnol dont le proton esl chdlatk (d 12.50. s. I l-J: 
d&placement de la bande carbonyle’ ;I I~~~: 1645 cm- ‘). Le spectre l_:V des solutions d’as- 
perrubrol dans l’hexane est modifid par le chauflage ii X0 . i l’abri de l’air. de fayon d’autant 
plus marqu2e yue la durCc du chauffagc cst plus Ionguc. Lcq modifications produitw apt& 
2 hr. consistent en la suppression dcs bandes fines (/_,,,,, 39 I. $12. 136 nm) ct I’augmen~ation 
de l’absorption dans la rtigion du pit c,i\. Le spcctrc comporte alors III> maximum unique 

di 39X nm cl deux ipaulcmcnts situ& aux longueurs d’ondc des maximums de l‘asperru- 
brol; I’kpaulement lc plus marqud cst situ6 j 412~ 414 nm. L’augmentation de l’absorption 
dansla rtgion du pit cis a rendu le spectre, dans cettc r&ion. tr2s voisin de celui dc l’aspere- 
none. Ces modifications speckales sont partiellement rkversibles et rigressent au tours du 
temps it la tempkature du laboratoire: riapparition du pit B 412 nm et de dcux dpaule- 
mcnts trts marquCs A 436 et 394 nm. Or, la chaine polqknique dc l’asperrubrol comporte 
six doubles liaisons conjuguk dans la forme ;3noliquc de la mokulc et seulement cinq 
dans la forme cktonique (3): le systkne chromophore de cette dernit:rc est alors identique 
B celui de l’aspertinonc. L’expkience montrc que lcs spcctres UV-\Jisihlc des solutions d’as- 
perrubrol chauffks sont effcctivemcnt semblables (1 ceux de mklanpcs d’asperrubrol et 
d’aspcrknone. 

L’interpr&ation dcs modifications spectrales rksultant du chauffage des solulions, par 
la transformation partielle de la formc klolique dans la forme citoniquc. est en accord 
avec les modifications des tkluilibrcs cCto&oliques des /I ctitocsters obtenues sous l’cffet 
de la temp&ature, par Burdelt et Rogers.” 

Les spectres RMN des solutions d’asperrubrol dans lc CDCl,. avant. puis aprk lc chauf- 
fage. prekentent des modificaGons qui pcuvent Cgalement rksulter dc la transformation par- 
tielle de la forme kolique dans la forme citonique. Tous les signaux prkents sur les 
spectres avant le chauffage des solutions se rctrouvcnt sur les spectres aprks lc chauffage. 
Mais, sur ccs derniers, on note la prksence d’un quadruplet ccntr6 B ci 3.5 (.I 7 Hz) et d’un 
doublet centrt: li 0 1.25 (J 7 Hz). Lcs intcnsiti‘s des singulct~ mL:thyles in ci 1.92 et 1.X4 corrcs- 
pondent ;k 3 protons chacunc avant le chaufTagc. Apt& chaufE1ge. ces intensittk devien- 

nent Cgales respcctivement 3 3 el 2. Cette modification est compatible avec la Wansforma- 
tion d’un tiers de l’asperrubrol en sa forme cdtonique. 

Toutefois. un phkomkne irrdversible doit accompagner la &onisation de l’asperrubrol 
par la chaleur: les modifications du spectre UV-visible ne rkgresscnt jamais totalemcnt 
B la temp@rature du laboratoirc et le spectre RMN prkente, i c&C du doublet centrti ;i 
b 1.25, un petit signal qui pourrail appartenir B uii triplet partiellemen1 niasqui par It: 
doublet pr@ddent. 
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D’autre part, le spectre d’absorption de l’asperrubrol dans l’tthanol est modifie par 
chauffage ou par alcalinisation (MeONa ou NaOH): deplacement de la 1,,, du visible 
(414416) vers une plus courte longueur d’onde (4OG402) et augmentation de l’absorption 
dans la region du pit cis. L’ensemble du spectre UV-visible devient alors identique a celui 
de l’asperenone, ce qui doit-etre effectivement le cas si la molecule est transformee en sa 
forme cetonique. L’acidification fait regresser immediatement les modifications spectrales 
dues a l’alcalinisation ou au chauffage. L’asperrubrol a CtC obtenu cristallise sous sa forme 
enolique. La facilite avec laquelle il se cetonise ne permet pas de preciser l’etat dans lequel 
il se trouve In viuo. 

TABLEAU 3. SPECTRE RMN OE L'ASPERRUBROL 

Absorption 

Avant chauffage (2) 
Intensitt 
relative 6 

Apr&s chauffage (2) + (3) 
Intensitt 
relative 6 

-OH chelatt 1 IL5 (4 
u aromatiques 5 7.2 - 7,5 (m) 5 7,2 - 7,5 (m) 
H 0lCfiniques 9 6,l - 6,9 (m) 9 6.1 - 629 (m) 
-OCH, 3 3,75 (s) 3 3,75 (s) 

=C-CH, 
I 

=C-CH, 
-CO-CH 

-CH, 

3 

3 

~92 (s) 

1,84 (s) 

3 

2 
<1 

>l 

1,92 (s) 

184 (s) 
3>5 (4) 

K75::; 
(; 1 Hz) 

Pigments cd et 6 

Les spectres UV-visible des pigments CI et 6 sont tres differents de ceux des pigments 
jaunes d’ilspergillus niger actuellement decrits”-’ 3 et de celui de l’lnconnu A de Jefferson3 
Les spectres UV-visible des pigments a et 6 cornportent trois regions d’absorption qui sont 
celles des phenylpolyenes conjugues et, comme ces derniers, ces pigments donnent une reac- 

tion bleue fugace avec l’acide sulfurique concentre: leur structure moleculaire parait voi- 
sine de celle de l’asperenone et de l’asperrubrol. Leurs &,,,, dans le visible &ant tres proches 
de celles de l’asperenone, leurs systtmes chromophores sont probablement semblables. La 
molecule du pigment I est moins polaire et celle du pigment 6, plus polaire que celles de 
l’asperenone et de l’asperrubrol. 

Dans les conditions de culture donnees dans la partie experimentale, les teneurs en 
asperrubrol et en asperenone etaient respectivement de 0,06 et 0,008 pour 100 du mycelium 
sec. En admettant que les structures des pigments z et 6 sont voisines de celles de l’aspere- 
none, les valeurs de leur coefficient d’extinction moleculaire doivent etre du mCme ordre 

de grandeur; il en resulterait que leurs teneurs dans le mycelium seraient de l’ordre de 4 
a 5% de celle de l’asperenone. 

L’aptitude a produire des pigments phenylpolyeniques n’est pas exclusive de la souche 
ATCC 9029: douze souches d’A. niger de collection sur seize, et une souche sauvage pro- 
duisent de tels pigments lorsqu’elles sont cultivees en presence de doses toxiques de ZnZf 
et de Cd’+, associees a un exces de MgZf. 

” BYCROFT, B. W., DODSON, T. et ROBERTS, J. L. (1962) J. Chem. Sot. 40. 
‘I TANAKA, H., WANG, P. L., YAMADA, 0. et TAMURA, T. (1966) Agric. Biol. Chem. Japan 30, 107. 
IL WANG. P. L. et TASAKA. H. (1966) Aqric. Biol. Chcm. Jupn. 30, 683. 

I3 ZAJIC, J. E. et KLEHN, H. H. (1962) Mwoparhol. MJ~co/. ilppl. 17, 149. 



D’autre part, le pouvoir de biosynthktiser des pigments phtkylpoly~niques (non iso- 
preniques), n’appartient pas seulement aux .il.sper~~~i/lus. Un phinylpolykne a Ct6 isol de 

C’orticiunl suli~ir~un~: la cortisaline. I ’ 
L’asperrubrol est le troisikme phdnylpolykne isok It partir de champignons, dont la 

structure et les proprktks ont 6tt2 d&rites. 

H~,I~I~‘I.L~II,~JI~,~I~s~ La Auteurs remcrcient les Professcurs: D. Molho (Must;um National d’tlistow Nuturslle). 

pour la d&rmination des SM; k. Roth (C’ommissariat il I’Encrpic Atomique; Saclaq). pour la d&xmination dcy 
SM a haute rkolution: P. Scgum ((‘onscrvatoirc Natlonsl tic\ Arts ct ML:tiel-sl. pour- la d2tcrtnination dcs 
spectrcs IR. ainqi quc J. Acknine pollr son xdc dans I’intcrpt-L:t;‘tio11 dcs SM. 


