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COMPOSITION EN STEROLS ET EN ACIDES GRAS DE DEUX 
SOUCHES D’ASPERGILLUS FLAWS 
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(Received 19 &fur& 1968) 

R&u&-La fraction acide des lipides d’dspergillus jkvus renferme essentiellement les acides palmitique, 
oleique, linoleique et C( hydroxytetracosanoique. 

Nous avons isole de la fraction insaponifiable plusieurs composes de nature st&olique:l’ergosttSrol, le 
peroxyde d’ergosterol et un autre sterol CzsHaaO~ qui est vrai~mblabl~nt le c&&ist&ol. Ces deux demiers 
composes n’apparaissent pas lorsque les operations sont effect&es en l’absence de h.uni&re. 11s repr&entent 
done des art&facts et non des metabolites d’A. flaws. 

Abstract-The fatty acids of Aspergiilusflavus are essentially: palmitic, oleic, linoleic and ti hydroxytetraco- 
sanoic acids. Three sterols have been found in the signifiable part: ergosterol, ergosterol peroxide and a 
sterol CZsH4603 which is probably cerevisterol. These two last sterols are not present when all operations are 
conducted in the dark. They are not metabolites of A. @us but artefacts arising from ergosterol. 

INTRODUCTION 

L’ANALYSE des lipides de plusieurs especes d’dspergillusflauus a montrt! que les constituants 
essentiels sont representes par des sttfrols et des acides gras en C16 et Crs.l Si l’ergostbrol a 
tste trouve dans de nombreuses especes de moisissures, levures et champignons, la presence 
d’autres sterols p&e si discussion. Le peroxyde d’ergostkol en particuher a t%5 consider& 
comme un compost nature1 isold de Trichophyton schiinZeini,* Daedalea quercina,3 Penicillium 
sclerotigenum.4 Pour Hamilton et Castrejon,s le peroxyde d’ergosterol est un intermediaire 
dans la biosynthbe de l’ergosterol. Cependant Adam et ale6 observent chez Piptoporus 
~etu~~us et 1). quercina l’absence de peroxyde d’ergosterol dans les extraits fraichement 
preparts et sa formation ulterieure a partir de l’ergosterol. 

Dans le but de preciser les mkanismes de la biogentse des sterols chez Aspergillus, nous 
avons Ctudie la composition en lipides de deux souches d’A. $avus. 

RESULTATS 

L’extrait ether-o-alcoolique total donne aprbs saponification 78% d’acides gras et 22% 
d’insaponifiable. 

t M. STEINER, Die Fette der Pilze dans cluck der P~~~e~h~si~Zogi~, Rand VII, p. 70, Springer-Verlag, 
Berlin (1957). 

2 G. BAUSLAUGH, G. JUST et F. BLANK, Nature 202,1218 (1964). 
3 Y. TANAHA~KI et T. TAKAEIASHI. Bull. Chem. Sot. Japan 39,848 (1966). 
4 S. M. CLARKE et M. MCKENZIE; Nature 213,504 (1967). 
5 J. G. HAMILTON et R. N. CASIRFJON. Fed. Proc. 25.221(19661. 
6 H. K. ADAM, I. M. CAMPBELL et N. J. MCCORKI&ALE, &t&e 216,397 (1967). 
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1. Etude des Acides Gras 

Les acides gras sont esterifies par le diazomtthane et les esters chromatographies sur 
colonne d’acide silicique Mallinckrodt. Deux fractions essentielles sont recueillies, Tune 
est Clute par le benzene, l’autre par le solvant benzene-ether 1: I. Le spectra infra-rouge de 
chaque tluat indique que la premiere fraction (90 %) est constituee d’acides gras non hydroxy- 
Its et la deuxieme fraction (10 %) d’acides gras hydroxyles. 

Acides gras non J~ydroxyle’s. La composition et le pourcentage des acides gras non 
hydroxyles des deux souches sont resumes dans le Tableau 1: 

TABLEAU 1. ACIDES GRAS NON HYOROXYL~~S DES DEUX SOUCHES D’Aspergi//us&t:us 

Le palmitate et le stearate de mtthyle sont identifies par chromatographie gaz-liquidc en 
melange avec les esters methyliques d’acides temoins. On note Cgalement la presence de 
traces d’esters d’acides satures en Cr2, Cr4, Crs, Cr7, CzO, CZ2 et CZ4. 

Les esters Cthyleniques sont caracterises par hydrogenation catalytique. La position 
des doubles liaisons est precisee par coupure oxydative par le melange permanganate- 
periodate, selon Chang et Sweeley7 et identification par CGL des produits d’oxydation 
obtenus. 

Acides gras hydroxyk’s. La fraction eluee par le melange benzene-ether represente 10 T/ 

des esters methyliques. Le spectre infra-rouge possede les bandes hydroxyle et ester. Testee 
par chromatographie en couches minces sur gel de silice dans plusieurs solvants, elle donne 
une tache principale. Nous l’avons isolee par CCM preparative en utilisant le solvant 
benzene-methanol (97 : 3). Le spectre de masse indique un poids moltculaire a n7je = 398 
correspondant a C2sHs003. On observe un pit a nz/e= 339, M - 59. 11 provient du depart 
du groupement-COOCH3, ce qui est en accord avec la presence d’un hydroxyle en CL pour 
l’ester methylique. D’autre part, on observe un pit a m/e= 90 caracteristique des esters 
c( hydroxyles, il correspond au fragment (I) 

I1 s’agit done de l’ester methylique de l’acide 2-hydroxytetracosanoique. Notons la 
presence en tres faible quantite des esters homologues correspondant aux cc hydroxyacides 
a 22, 23, 25 et 26 atomes de carbone. Pour confirmer la position de la fonction alcool nous 
avons trait6 I’acide hydroxyle par le tetracttate de plomb selon Kishimoto et Radin.8 L’aldC- 
hyde obtenu est oxydt par l’oxyde d’argent, l’acide est methyl& puis Ctudie par CGL sur 
colonne de silicone SE 30. On observe la presence du tricosanoate de methyle. 

7 T. CHANG et C. C. SWEELEY, J. Lipid Rex 3, 170 (1962). 
8 Y. KISHIMOTO et N. S. RADIN, J. Lipid Res. 1,80 (1959). 
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2. Etude de la Fraction Insaponijiable 

La fraction insaponifiable est riche en sterols comme l’indique la reaction de Lieberman- 
Burchard fortement positive. Elle est CtudiCe par chromatographie en couches minces sur 
gel de silice. On observe la presence de plusieurs sterols, les trois plus importants A, B, C 
ayant pour Rf respectifs: 0,71, 054 et 0,31 dans le solvant chloroforme-methanol (94:6). 
11s sont &pares par CCM preparative. 

St&roZ A. Le sterol A est identifit a l’ergosterol par ses caracteristiques physiques: 
F. 164”, [aIn= - 125”, son spectre ultra-violet: A,,,= 271,282, 293 nm (E= 10 500, 11 000, 
6 000), et son comportement par CCM sur gel de silice dans les solvants suivants: chloro- 
forme-methanol 94: 6 
ether 1: 1, Rf: 0,42. 

Rf: 0,71; benzene-acetate d’tthyle 70:30, Rf: 0,70; et hexane- 

400 350 300 250 200 150 100 50 0 cps 

FIG. 1. SPECTREDE RMN DUST~ROL B (PEROXIDED'ERGOST~ROL). 

St&o1 B.* Le sterol B de Rf=0,54 a ete identifit au peroxyde d’ergosterol. 11 est recristal- 
1isC dans l’adtate d’ethyle et dans le methanol. F. 174-176”, [cc],-, = -27” (c=2,76). Le 
spectre ultra-violet presente une absorption a 204 nm (c =4700 dans l’ethanol) avec un 
Cpaulement vers 220 nm. L’analyse elementaire est en faveur dun sterol fortement 0xygCnC 
(Anal. C 77,72, H 10,28. Calcule pour C2sH4403: C 78,45, H lo,35 %.) 

La presence d’une double liaison dans la chaine laterale et sa position ont ete dtmontrtes 
par l’etude des produits d’ozonolyse rtductrice. L’hydrazone de l’aldehyde volatil est 
identique a celle qui est obtenue en traitant l’ergosterol dans les memes conditions. 

Le spectre de R.M.N. (Fig. 1) presente des pits a 47,5,51,57,61,5 cps correspondant aux 
groupements -CHs et -CH2, a 168 cps pour le proton du groupement OH et a 225 cps 
pour un proton fix8 sur un atome de carbone secondaire hydroxyle. On trouve dans la 

* Nous remercions vivement Monsieur M. Barbier, Institut de Chimie des Substances Naturelles, Gif sur 
Yvette, pour ses prkcieux conseils au sujet de ce stbol. 
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region des protons CthylCniques deux multiplets, l’un centrC B 308 cps, l’autre B 374 cps 
correspondant chacun li 2 protons; le dkplacement vers 374 cps ne peut Ctre dfi qu’A la 
prCsence d’un atome Clectrophile au voisinage des deux protons, correspondant au groupe- 
ment II. 

(II) 

Le spectre de masse (Fig. 2) prCsente le pit molCculaire & m/e =428 (C28H4403), des pits 
correspondant au dCpart de 1, 2, 3 mol&ules d’eau A m/e =410 M - 18, 392 M - (18 x 2), 
374 M - (18 x 3), des pits correspondant au dCpart de 2 moltcules d’eau et d’un groupement 
CH, A m/e= 377 M -(IX x 2 + 15) et de deux moltcules d’eau et d’un atome d’oxygtne B 
m/e=376 M - (18 x 2 + 16). Le pie A m/e= 303 M - 125 correspond au dCpart de la chaine 
lattrale. C’est une chaine monoCthylCnique en Cg. D’autre part on observe une sCrie de 
pits correspondant aux pits prCcCdemment indiquCs avec dCpart de la chaine laterale 
soit: m/e=285 M -(125+18), 267 M -(125+18x2), 251 M -(125+18x2+16), 249 
M -(125+18x3). 

FIG. 2. SPECTRE DE MASSE DU ST~ROL B (PEROXIDE D’ERGOST~ROL). 

La prCsence d’une seule fonction alcool et de 3 atomes d’oxygbne est confirmCe par les 
spectres de masse de l’ac&ate et de 1’Cther trimtthylsilylt? Le pit molCculaire de l’adtate ;i 
m/e=470 indique la prCsence d’un seul groupement adtyle. On retrouve d’autre part les 
m&mes pits que pour le stCro1 B m/e= 392, 376 et 374 et A w/e-2285, 267 et 249. 

Le dCrivC trimCthylsilylC prCsente lc pit molCculaire B m/e= 500 correspondant B la 
fixation d’l;n seul groupement trimCthylsilyle. On trouve un pit B nzje = 468 M - 32 corres- 
pondant au dtpart des deux atomes d’oxygkne du pont peroxydique et les pits A w/e=410 
M - 90 correspondant au dipart de(CH3),SiOH et B m/e= 363 M -(90+ 32-t- 15). 

L’ensemble de ces r&uitats ainsi que l’identitb des CaractCristiques physiques entre le 
composC p&pa& g partir de I’ergostCrol selon Windaus et Brunken9 et le St&o1 I? confirment 
la nature du St&o1 naturel: c’est le peroxyde d’ergostCro1. 

9 A. WINDALE et J. BRUNKEN, Ann. 460,225 (1928). 
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St&-o1 C. Le s&o1 C est p&par6 en faible quantittZ par chromatographie en couches 
minces. Le point de fusion du composC F.225” est en accord avec la valeur indiquk par 
Starratt et MadosinghlO pour le cCrkvist&ol. La structure a &t! prCcis&e par spectromttrie 
de masse (Fig. 3). Le pit mokulaire d m/e =430 correspond B un stCro1 C28H4603 tri- 
hydroxyl6 et di&hylCnique. On observe effectivement le dtpart de 1, 2, 3 molkules d’eau 
donnantdespicsgm/e=412M -18,394M -(18~2),376M -(18~3),361M -(18x3+ 
15). Par con&e aucun pit n’est prksent B m/e = 378 M - (18 x 2 -t- 16) avec dCpart d’oxygkne 
comme nous l’avions remarquk pour le peroxyde d’ergostkrol. La chaine 1atCrale est mono- 
tthylknique comme celle de l’ergostCro1 ainsi que le montre le pit g m/e = 25 1 M - (18 x 3 + 
125). 

251 

376 

250 350 400 
FIG. 3. SWCTREDE MASSE DUStiROLC(C!&&VlST~ROL). 

Le spectre de masse est done celui d’un s&o1 trihydroxylk diCthyl&ique avec une double 
liaison dans la chaine latkrale. 11 est vraisemblable qu’il s’agit du ctrkvist6rol qui accom- 
pagne souvent l’ergostkrol dans les levures l1 et qui a CtB isolC d’dmanita phallofdes et de 
Clavicepspurpurea.‘2 

VARIATION DES PROPORTIONS DE STEROLS ET DISCUSSION 

Nous avons recherchb la rkpartition quantitative des diffkents stCrols. Au tours des 
prkparations, nous avons constat que les proportions relatives subissaient des variations 
importantes avec le temps. 

Les extraits stkroliques fraichement p&par& sent riches en ergostkrol, renferment du 
peroxyde d’ergostkrol en faible qua&&C et des traces de cQCvist&ol. Lorsque les extraits 
sent CtudiBs au bout de quelques jours, la proportion de peroxyde d’ergosttrol et de &r&is- 
t&o1 augmente. En utilisant des extraits prkparb depuis plusieurs mois, on constate la 
disparitition totale de l’ergosttrol et la pr&ence de peroxyde d’ergostkol en quantitk pr& 
pond&ante accompagnk de cCr&ist&ol et d’autres stkrols en faible quantitk. Le comporte- 
ment de ces derniers par chromatographie en couches minces indique qu’il s’agit de stkrols 
polyhydroxylb. 

10 A. N. STARRATT et C. MADHOSINGH, Can. .I. Microbial. 13, 1351 (1967). 
11 E. M. HONEYWELL et C. E. B~us, J. Biol. Chem. 99,71 (1932). 
12 H. WIELAND et G. COKJTELLE, Ann. 548,270 (1941). 
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On pouvait alors se demander si la prCsence de peroxyde d’ergostkrol et de cBrCvistero1 
ttait naturelle ou bien si elle ttait la conskquence d’une oxydation de I’ergostCrol lors des 
manipulations, oxydation fortement favoriske par la lumikre. 9 Les cultures Ctant effect&es 
& l’obscuritt, une oxydation accidentelle ne pouvait avoir lieu qu’au tours de I’extraction et 
de la prkparation des stCrols. Nous avons effect& un cycle complet d’opkrations: cultures, 
extractions, purification et isolement dans I’obscuritC. On n’observe dans ce cas aucune 
trace de peroxyde d’ergostkrol ou de cCrCvistCro1; le seul stCro1 prksent est l’ergosttrol. 

Ce rtsultat indique de faGon formelle que les “compagnons” de I’ergostCrol chez Asper- 
gillusflavus sont des artkfacts et non des mktabolites du microorganisme. 

On pouvait en effet supposer que le peroxyde d’ergostbol Ctait un intermkdiaire bio- 
gCn&ique de I’ergosttrol. C’est d’ailleurs la conclusion g laquelle ont abouti Hamilton et 
Castrejons avec Saccharomyces cerevisiue en cultivant la levure sur I’acktate marquC. 11 est 
possible que le peroxyde d’ergosttrol participe effectivement au mktabolisme de la levure; 
il convient cependant de garder la plus grande prudence &ant donnC la facilitk avec laquelle 
l’ergostkrol est oxydC en peroxyde. L’oxydation fait intervenir I’oxygkne atmosphtrique, la 
lumike et des composk jouant un r61e photo-sensibilisateur, I3 il est certain que les pigments 
prksents dans les lipides des microorganismes’j peuvent catalyser cette autooxydation, ce qui 
explique la rapiditi: d’apparition des produits d’oxydation de I’ergosttrol au tours des 
manipulations. 

Aprtts une etude des produits d’oxydation de l’ergostCro1, Fi_irst14 propose la filiation 
suivante : 

ErgostCrol --f peroxyde d’ergostkrol --f cCrtvistCro1 

L’apparition en quantitk croissante en premier lieu du peroxyde d’ergosthol puis du 
c&tvistCrol dans les extraits d’A.Jlavus est parfaitement en accord avec ces conclusions. 

Cultures 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Un premier lot de mycelium d’ilsyergillusfiavrrs (Link) a tte cultive industriellement sur milieu complexe.* 
D’autres cultures ont BtC reaIisCes sur milieu de Sauton soit avec la m&me souche: A. flaws (Link) soit avec 
une autre souche d’A. flaws No. 855 de l’lnstitut Pasteur (Paris). 

Extraction et Fractionnernent des Lipides 

Le mycClium cultivC sur milieu de Sauton est rCcoltt au bout d’une semaine, &part du milieu par filtration 
et Ia& I1 est ensuite extrait par le mtlange chloroforme-m&than01 1 : 1 & froid avec agitation. L’extraction 
est r&pit&e 3 fois. Elle a CtC rCalisCe tantbt h la lumikre, tantat & I’obscuritd. Le mycelium industriel est extrait 
dans les m&mes conditions & la lumikre. 

L’extrait lipidique total est saponifiC par la potasse en solution mCthanolique par chauffage sous reflux 
pendant 5 heures. Les fractions acide et insaponifiable sont ensuite stparees par partage entre une solution 
aqueuse de soude et l’ether. 

Identification des Composts 

Les acides sont analyses sous forme d’esters mCthyliques par chromatographie gaz-liquide sur colonne 
de DEGS B 180” et de silicone SE 30 B 205” en pr&ence d’esters temoins. Les st&ols sont CtudiCs uar chromato- 
graphie en couches minces en presence d’erg&rol et de peroxyde d’ergostCro1 p&par& selon ia mtthode de 
Windaus et Rrunken.9 La r&v&lation est effect&e par pulvCrisation d’une solution chloroformique de 
trichlorure d’antimoine. La chromatographie en couches minces prtparative permet I’isolement de chaque 
stCrol. 

* Le mycClium nous a CtC gracieusement fourni par Monsieur P. Debyser de la Soci& Rapidase, Seclin 
(Nord). 

13 P. WIELAND et V. PRELOG, He/n. Chim. Acta 30, 1028 (1947). 
l4 W. FURS, Arch. Pharm. 2, 144 (1967). 



Composition en sterols et en acides gras de deux souches d’dspergillusjlavus 1651 

La&ate du peroxyde d’ergosterol est prepare par action de l’anhydride acetique dam la pyridine a 37” 
pendant 20 heures. 

Le derive trimethylsilyle du peroxyde d’ergosterol a et6 forme par l’action de l’hexamtthyldisilazane dans 
la pyridine a 80” pendant 2 heures sous atmosphere d’azote. 

L’ozonolyse est effectuee sur 10 a 12 mg de produit. Elle permet de preciser la position de la double liaison 
dans la chaine laterale. Apres ozonisation, l’ozonide est coupe par la triphCnylphosphine,i5 les aldehydes et 
c&ones volatils sont entrain& a vapeur d’eau et recueillis dans une solution de 2,4-dinitrophenylhydrazine. 
Les hydrazones sont test&es par CCMi6 dans le solvant hexane-ether-alcool(88: 10: 2). 

Les spectres de masse ont Bte effect&s sur un appareil A.E.I., MS. 9 a introduction directe; les spectres 
R.M.N. sur un spectrometre Varian A-60 dans le Ccl.+ * Les spectres infra-rouge sont realises avec un appareil 
Perkin-Elmer, Infracord, les spectres ultra-violets sont Cgalement realis& avec un appareil Perkin-Elmer. 
Les pouvoirs rotatoires sont mesures avec un polarimetre Clectronique Roussel-Jouan. 

Remerciements-Nous remercions Monsieur le Professeur E. Lederer de l’interet qu’il a Porte ace travail. 

* Les spectres de masse et de R.M.N. ont Btt realises a 1’Institut de Chimie des Substances Naturelles a 
Gif sur Yvette. 

15 R. A. STEIN et N. NICOLAIDES, J. Lipid Res. 3,476 (1962). 
1.5 C. BORDET et G. MICHEL, C. R. Acad. Sci. 256, 3482 (1963). 


