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79. Structure chimique des aspergillomarasmines A et B
par A. L. Haenni, M. Robert, W. Vetter, L. Roux, M. Barbier ¢t E. Lederer
(10 III 65)

En 1927, Morizawa [1] montrait la présence dans le muscle d’Ocfopus vuigaris d'un
nouvel amino-acide: ['octopine (I), dont la structure a été établie par MooRE &
WiLsoN [2]. Depuis, une série de composés présentant le méme caractére structural a
pu étre identifiée. La lysopine fut découverte en 1956 par L1oRET [3] dans les tissus de
«crown gally, et sa structure chimique (II), établie en 1960 par BIEMANN et coll. [4].
DARLING & LARSEN [5] ont isolé et identifié la saccharopine (111} & partir de la levure,
en 1961. Cette substance a été synthétisée en 1961 par KJAER & LARSEN [6]. Récem-
ment, TRUPIN & BroQUIsT [7] ont isolé la saccharopine de Neurospora crassa, et ont
montré qu’elle était un intermédiaire de la biosynthése de la lysine. MENAGER &
MoRreL [8] ont identifié 'octopine dans des tissus de «crown gall».

En 1944, Cravson-Kaas, PLATTNER & GAUMANN [9] publiaient les premiers
résultats de leurs recherches sur la lycomarasmine, substance isolée de Fusarium
lycopersici Sacc. et provoquant le flétrissement des feuilles de certaines plantes.

En 1963, HARDEGGER et coll. [10] montraient que la lycomarasmine posséde la
structure IV. La lycomarasmine (IV) se lactamise avec perte d’'ammoniaque en une
substance V {acide anhydrolycomarasmique, ou « Substance J») dont la synthése vient
d’étre décrite par HARDEGGER et coll. [11].

En 1956, la Société 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’Aspergillus flavus oryzae
trois substances cristallisées. Nous avons proposé 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 (VII) est
identique d I'acide lycomarasmique') préparé par HARDEGGER et coll. [10] 4 partir de la
lycomarasmine. Les aspergillomarasmines A et B sont biologiquement actives dans
les essais de flétrissement de feuilles de tomates.

Nous avons récemment décrit la synthése de I'aspergillomarasmine B racémique
(VII) [15], ainsi que celle d’analogues de la lycomarasmine et des aspergillomaras-
mines (IX, X et XTI} [16] [17].

Dans le présent mémoire, nous publions les détails des recherches ayant permis
d’établir les structures des aspergillomarasmines, ainsi que les résultats des études de
ces composés par spectrométrie de masse.

Aspergillomarasmine A. — L’aspergillomarasmine A (VI) est présente dans les
cultures jeunes d’Aspergilius flavus oryzae et disparait dans les cultures 4gées, en
particulier lorsque le pH devient supérieur a 7.

L L
H,N—C—-NH—-CH,—CH,—CH,—CH—COOH H,N—CH,—CH,—CH,—CH,—CH—COOH
I l [
NH NH NH
| !
CH,C-CH-COOH CH,—CH—COOH
I D 11 D
Octopine Lysopine
L COOH
D/
NH—CHy—CH,—CH,—CH,—CH—-COOH L CH,—CH
/ \
L CH—CH,—CH, NH, CH,—CH————N NH
COOH COOH I11 (|:OOH (l:OOH \C———CI-/I
Saccharopine / 2
(6]
\'
Anhydro-aspergillomarasmine B
COOH v R = -CH,CONH, Lycomarasmine
/
CH,—CH
/ \ .
NH NH VI R = —CH,—CH—COOH Aspergillomarasmine A
I | |
CH, CH R NH,
| |
COOH COOH VIl R = —CH,—COOH Aspergillomarasmine B
VIII R = -—CH——CH,
| |
CH,—CH, COOH NH,
XI NH NH X R=H
! I
CH, CH CH——-CH, X R = -CH——CH,
| I } | I |
COOH COOH COOH COOH COOH COOH

1) L’acide lycomarasmique a été décrit pour la premiére fois par LiecHTI [14] et la structure
chimique a été publiée en 1963 [10]. — L'aspergillomarasmine B a été décrite pour la premiére
fois en 1962 [13]. Nous maintenons ce terme pour cette substance, surtout parce qu’elle est
un métabolite d’Aspergillus flavus ovyzae et ne semble pas produite par Fusarium lycopersici
Sace.
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Nous reportons dans le Tableau I les constantes physiques de l'aspergillomaras-
mine A, ainsi que celles de 'aspergillomarasmine B et de I'anhydro-aspergillomaras-
mine B. Ces substances se présentent sous forme de grains incolores; elles sont
insolubles dans les solvants organiques usuels, solubles en milieu aqueux en pH acide
(HC1 2N) ou alcalin (a partir de pH 7). Les recherches de O-CH,, C-CH;, N-CHj, S,
P et halogénes, ont donné des résultats négatifs.

Les courbes de titrage acidimétrique de 1'aspergillomarasmine A montrent la
présence de deux acidités fortes (pK 3,5 et 4,5) ; on observe deux fonctions aminées de
pK 9,5 et 10. Les titrages complexométriques indiquent qu’'un micromole de métal est
chélaté par 310 ug de substance (voir Fig. 1). Le dosage de groupes aminés libres
selon VAN SLYKE montre que la substance posséde au moins un groupe NH, libre.

pH
. 0,
/

3 o
—®"¢quivalents NaOH par mole de substance
1 | i 1
1 2 3 4
Ay — e
1 3 5 7 9 1 13 15
ml NaOH C.IN

Fig. 1. Titrage complexométrique de Iaspevgillomarasmine A (VI)
Courbes de titrage de 100 mg d’aspergillomarasmine A:
1° aspergillomarasmine A seule; 2° avee addition de formaldéhyde; 3° avec addition de CuSO,.

Les analyses élémentaires, ainsi que les résultats exposés ci-dessous, sont en
accord avec la formule brute C;H,,0sN;. Les spectres infrarouges des aspergillo-
marasmines ne se prétent pas a des interprétations convenables (une remarque
semblable a déja été faite pour la lycomarasmine par HARDEGGER et coll. {10]). Il est
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cependant possible d’y noter I'absence des bandes caractéristiques des fonctions OH
et CONH.

L’aspergillomarasmine A réagit a la ninhydrine & 60° en donnant une coloration
pourpre. Elle se comporte comme une substance homogéne au cours des diverses
chromatographies et électrophoréses sur papier. Nous reportons dans le Tableau IT les
valeurs des Rf observées dans différents systémes de solvants.

Hydrolyse acide de 'aspergillomarasmine A (v. Tableau I1I). Une étude cinétique
de ’hydrolyse de Y'aspergillomarasmine A par HCl 6§ & 120° en tube scellé a conduit
aux résultats suivants: dés la premiére heure on constate, par chromatographie sur
papier, la formation de deux substances: de I’acide aspartique (XIII) et une substance
se comportant comme un acide dans I'électrophorése sur papier. Ce produit, appelé
d’abord «acide A», a été isolé a 1’état amorphe par chromatographie préparative sur
papier. Par la suite, nous avons reconnu que «l’acide A» était la monolactame XII de
l'aspergillomarasmine A.

Il est possible que I'hydrolyse acide de I'aspergillomarasmine A procéde par deux
voies, comme dans le cas de I'aspergillomarasmine B (voir plus loin). En effet, on
observe, dés le début de I'hydrolyse, la formation d’acide aspartique, alors qu’aprés
12 h en tube scellé & 100°, «]’acide A» n’a pas encore totalement disparu.

aspergillo- H+ acide acide diamino-2, 3-
marasmine A —_— aspartique + propionique
(V1) rapide (XI1I) (XV1)
3
o | A
a |+
[
anhydro-aspergillomarasmine A H+ acide aspartique (XIII)
(monolactame) E— + acide diamino-2, 3-propionique
(XII) lent (XVI)

Si Ton poursuit I'hydrolyse acide pendant plusieurs heures, on observe la
disparition progressive de la tache correspondant & l'aspergillomarasmine A, le
renforcement de l'intensité des deux taches signalées précédemment et I’apparition
d’une troisiéme tache qui par son Rf et par son déplacement en électrophorése sur
papier, correspond a l'acide diamino-2,3-propionique (XVI)?). La chromatographie
sur Dowex-50 x 12 selon P1Ez & MoORRIs [18] confirme la présence, dans les produits
d’hydrolyse acide, de I'acide aspartique, de I'acide diamino-2,3-propionique et de
I'«acide A»3). On remarque aussi la présence d’ammoniaque. L’acide aspartique et
I'acide diamino-2, 3-propionique semblent étre présents en quantités équimoléculaires.

Une hydrolyse acide plus prolongée provoque la disparition compléte des taches
correspondant a l'aspergillomarasmine A et a I'cacide A». On observe alors unique-
ment les taches de I'acide aspartique et de 'acide diamino-2, 3-propionique; ces deux
amino-acides ont été isolés par chromatographies préparatives sur papier. L’acide

2) La réaction colorée de cet amino-acide avec la ninhydrine est peu intense, c¢’est-a-dire, peu
sensible.

%) Nous remercions Monsieur P. JorLLEs d’avoir effectué cette analyse sur un Autoanalyseur
TECHNICON.
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aspartique est de forme 1. L’acide diamino-2,3-propionique est racémique. Il est
probable que cette racémisation a eu lien au cours de U'hydrolyse; la facilité de race-
misation de l’acide diamino-2,3-propionique par traitement acide a d’ailleurs déja

été signalée [19].

Les résultats obtenus au cours de cette hydrolyse s’expliquent par un mécanisme
de p-élimination [12], représenté sur le Tableau ITI. Un tel mécanisme a déja été
proposé par HARDEGGER et coll. [10]. Notons que les autres imino-acides décrits ci-
dessus (I, II, III), qui n’ont pas de carbonyle en # de 'azote, ne sont pas hydrolysés

dans les mémes conditions.

Tableau III. Hydrolyse acide de I'aspergillomarasmine A

XV CHy—C—COOH
1
O +NH,

NH, T

H+ COOH NH,
] 7/ \
CH—CH + CH,—~C—COOH —» CH,—C—COOH S JH-cood
[ , | ]
COOH COOH NH, NH R cH
<IIT XVII \CH—C/
A / \
T - 1 /(:H2 0 XII
COOH
COOH  + CH,~C—COOH
/ r H+
CH,—CH NH,
! |
Ilm NH, o /COOH N\H2
+* H*
?HZ (l;H AN CH,—CH }:H—COOH
| . ! \
COOH COOH IX NH NH—CH,
|
CH,——CH
r | He
COOH COOH VI v
/NH2 CH,=C—COOH
CH, CH + NH
| ] | X1V
COOH COOH CH,

X111

I
H,N—CH-COOH

CH;—C—COOH XV
Il

+
CH,—CH—-COOH

| !
NH, NH, XVI
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L’ensemble de ces résultats et leur comparaison avec ceux obtenus pour ’aspergillo-
marasmine B ont permis d’avancer pour l'aspergillomarasmine A les deux hypothéses
de structure VI et VIIL. Afin de choisir entre ces deux possibilités, nous avons étudié
Paction de l'acide nitreux sur le groupe aminé libre de I'aspergillomarasmine A.

Action de Pacide nitreux. La désamination nitreuse de l'aspergillomarasmine A,
suivie de ’hydrolyse acide, conduit, non seulement a l'acide aspartique, mais aussi a
I'isosérine et non & la sérine. Ce résultat prouve que le groupe aminé en g, de I'acide
diamino-2, 3-propionique n’est pas libre, contrairement au groupe «-aminé qui est
libre (structure VI). Cette structure est d’ailleurs confirmée par les mesures de spectro-
métrie de masse (voir plus loin).

La désamination nitreuse a été effectuée également sur 'vacide A» (XII, anhydro-
aspergillomarasmine A). L’isosérine est toujours observée aprés hydrolyse, ce qui
indique que la lactamisation de 1'aspergillomarasmine A ne se fait pas sur le groupe
NH, libre.

L’oxydation de I'aspergillomarasmine A par l'acide periodique et I'étude de 'hydro-
génolyse de son ester benzylique ont permis de confirmer la structure proposée VI.

Oxydation par I acide periodigue. L’ attaque de la molécule d’aspergillomarasmine A
par l'acide periodique conduit & deux produits principaux, que l'on a étudiés par la
spectrométrie de masse de leurs esters méthyliques. L’un de ces esters correspond par
sa masse (de méme d’ailleurs que par ses Rf avant estérification) a 1'acide aspartique
(XIII); l'autre correspond a l'ester XVIII:

COOCH,
/
CH,—CH
NH NH
\ / XVIII
CH—C
/ \
CH, O
\
COOCH,

Ces résultats sont en accord avec la structure (VI) proposée. Des essais d’isolement
des produits d’oxydation periodique par chromatographie sur papier ou en phase
gazeuse (esters méthyliques) se sont avérés difficiles et n’ont pas été poursuivis.

Hydrogénolyse des esters benzyliques. Nous avons montré [17] que 'hydrogénation
des esters benzyliques d’acides diamino-2, 3-propioniques f-substitués (XIX) provo-
quait I'élimination du groupe R-NH, avec formation d’z-alanine (XX):

CH,—CH-COOCH,—CgH, __2*_ —» RNH, + CH;—CH—COOH + CHy—CH,
|

R_NH I\|IH2 XIX NH, XX

Nous avons appliqué cette réaction & 'aspergillomarasmine A. Aprés estérification
par l'alcool benzylique et hydrogénation en présence de palladium sur charbon, la
chromatographie sur papier indique la présence d’acide aspartique et d’«-alanine.
L’obtention de ces deux amino-acides est une preuve supplémentaire en faveur de la
structure VI; mais elle apporte, en outre, la preuve que le carboxyle central n’est pas
situé comme en XXII, mais comme en XXI. En effet, nous n’aurions pas obtenu d’a-
cide aspartique avec la substance XXII.
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COOCH,C,H;
CH,—CH
/ \
NH  NH—CH, CH—COOCH,C¢H;
I
CH, —CH NH,
I [
COOCH,C,H, COOCH,CqH; XXT
COOCH,C,H;
\
CH-CH,
/ \
NH  NH-CH,—CH-NH,
I I
CH, —CH COOCH,C¢H;
] |
COOCH,C,H; COOCH,CeH; XXI1

L’a-alanine formée a été isolée par chromatographie préparative sur papier; elle
s’est avérée étre racémique.

Aspergillomarasmine B (acide lycomarasmique). — Dés que le milieu de cul-
ture atteint le pH 7, Aspergilius flavus oryzae commence a produire I'aspergillo-
marasmine B (VII).

Le titrage potentiométrique de cette substance indique la présence de 4 fonctions
de pK 2,5; 3,5; 6,6 et 10,2. Le pK 6,6 correspond & un équivalent moléculaire voisin
de 280 (voir Fig. 2). Le dosage selon VAN SLYKE ne montre pas de groupe aminé libre.

Les analyses élémentaires conduisent a la formule brute CoH,;,O4N,.

L’aspergillomarasmine B ne réagit pas avec la ninhydrine a froid, mais conduit a
une coloration pourpre vers 100°. L’aspergillomarasmine B se comporte comme une
substance homogéne au cours des chromatographies et électrophoréses sur papier
(voir Tableau II).

Hydrolyse acide de I'aspergillomarasmine B L’étude de Phydrolyse par HCl 6N
en tube scellé & 110° montre Vapparition tout d’abord d’acide aspartique (XIII), de
glycine (XX1V) et d’une nouvelle substance: l'anhydro-aspergillomarasmine B
(V). Une étude cinétique a montré que I'acide aspartique et la glycine étaient libérés
en méme temps et en quantités équimoléculaires. L’acide aspartique a pu étre
isolé par chromatographie sur colonne d’Amberlite IR 45 AG: il s’agit de I'acide
L-aspartique. L’acide aspartique et la glycine apparaissent dés le début de I'hydro-
lyse (pH inférieur & 2,6), alors que la disparition de I'anhydro-aspergillomarasmine
B n'est pas totale aprés 48 h. Il est donc possible qu’il existe deux mécanismes
d’hydrolyse:

H+
Aspergillomarasmine B —_—> acide aspartique + glycine
(VID) rapide (X111 (XXIV)
8
BT
o +
[l
H+
anhydro-aspergillomarasmine B —_— acide aspartique + glycine
1
) ent (X111) (XX1V)

47
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4

5
m! NaOH O!N

10 5

20

Fig. 2. Titrage complexométvique de Uaspergillomarasmine B (VII)

Courbes de titrage de 140 mg d’aspergillomarasmine B:
1° aspergillomarasmine B seule; 2° avec addition de formaldéhyde; 3° avec addition de CuSO,.

COOH
/
CH,CH CH,=C—COOH
/ \ Ht |
NH NH > NH, + NH
| | | |
CH,— CH  CH, CH—CH  CH,
] | | | | |
COOH COOH COOH COOH COOH COOH
Vi1 X111 T XXITT
H* COOH
/ Ht+
CH,—CH
/ \
> CHy— CH——N NH |
| |
COOH COOH \C—-—C/H2

v

4
O

H+
——

CH;—C—COOH
I

0O XV
+
H,N—CH,—COOH

XXIV
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L’identification de I’acide aspartique et de la glycine définit la nature de six des
neuf atomes de carbone de la molécule, celle de six oxygénes sur huit et celle des deux
azotes.

L’ester méthylique de 'aspergillomarasmine B a été préparé par action de courte
durée d’une solution éthérée de diazométhane; I’analyse élémentaire correspond & la
formule brute C,3H;,04N,. Le dosage de O-CHj v décele 4 fonctions ester. Les deux
oxygénes manquants aprés le bilan ci-dessus appartiennent donc i un carboxyle
(situé dans la partie centrale de la molécule).

La spectrométrie de masse de cet ester méthylique conduit & la masse 302 (344 pour
I'ester éthylique). L’ensemble de ces résultats et ceux de la spectrométrie de masse
exposés plus loin s’accordent avec la structure proposée VIIL. Les résultats de 'hydro-
lyse acide s’expliquent par un mécanisme de f-élimination semblable & celui précé-
demment exposé pour l'aspergillomarasmine A (voir aussi au sujet de ce mécanisme
[10] et [12]).

Anhydro-aspergillomarasmine B. — L’anhydro-aspergillomarasmine B (V)
apparait dans les cultures adgées d'Aspergillus flavus oryzae, en particulier dés que le
pH de la culture atteint 8.

Le titrage potentiométrique de cette substance indique trois pK, de valeurs 3,7;
4,5 et 6,8 la masse moléculaire minimale calculée est de 260. Les résultats des analyses
élémentaires conduisent 4 la formule brute C4H;,0,N,.

L’anhydro-aspergillomarasmine B donne une tache jaune avec la ninhydrine 4
100°; les Rf observés au cours des chromatographies et électrophoreses sur papier sont
identiques & ceux du produit de transformation en pH acide de V'aspergillomarasmine
B (voir Tableau II).

L’étude de I'hydrolyse par HCl 6N & 720°, en tube scellé, montre que le produit
libére progressivement des quantités équimoléculaires d’acide aspartique et de glycine.

L’ester méthyligue préparé par action bréve d’une solution éthérée de diazométhane
posséde, selon l'analyse élémentaire, la formule brute C,H,,0,N,; les dosages de
O-CH, indiquent la présence de trois fonctions esters. Le spectre UV. de cet ester,
mesuré dans I'hexane, présente bien 4 190 nm la bande d’absorption caractéristique
de la fonction amide (¢ = 10000).

L’ensemble de ces résultats, de méme que ceux de la spectrométrie de masse, sont
en accord avec la structure proposée pour la lactame V.

Le spectre de RMN. de l'anhydro-aspergillomarasmine B, dissoute dans I'eau
lourde (avec NaOH), est identique au spectre de RMN. publié par HARDEGGER et coll.
[10] pour la «substance J» obtenue par lactamisation de la lycomarasmine (IV). (Par
ailleurs, toutes les propriétés de cette «substance J» sont identiques & celles de I'an-
hydro-aspergillomarasmine B, voir Tableau I.)

Spectrométrie de masse. — Les esters méthyliques et éthyliques des aspergillo-
marasmines ont été préparés selon la technique de BiEMANN [20]; les spectres ont été
mesurés sur un appareil Atlas CH4; température de la source d’ions: 260°; tension
d’ionisation: 70 €V ; température du réservoir: 150° 4).

Dans ce qui suit, nous allons d’abord étudier la spectrométrie de masse de ’asper-
4) Nous remercions Madame W. VETTER et le Professeur K. BIEMANN de leur aide dans l'inter-

prétation des spectres. Quelques-uns des spectres ont été déterminés au M. I. T., Boston, Mass.
sur un appareil CEC 21-103 dans les conditions décrites ci-dessus.
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gillomarasmine B (acide lycomarasmique), étant donné que le spectre de cette sub-
stance a donné les renseignements les plus précis, permettant I’établissement de la
structure; I'aspergillomarasmine A sera étudiée ensuite.

Aspergillomarasmine B et anhydro-aspergillomarasmine B (Fig. 3 et Tableau IV).
Par suite d’une légére décomposition thermique des esters étudiés, les spectres de
masse ne sont pas reproductibles avec la précision habituelle, de sorte qu'une com-
paraison exacte des spectres de deux substances est difficile. Avec cette restriction,
on peut admettre que les spectres des esters de l'aspergillomarasmine B et de I'an-
hydro-aspergillomarasmine B sont identiques.

Tableau IV. Principales fragmentations de Uester éthylique de I'aspergillomarasmine B en spectvo-
métrie de masse

Co0CH, | +
/
/N
CH, CH N NH
| ! \N__/
COOC,H, COOC,H, /
0 mje 344
/ -COOC,Hy \~CH2COOC2H5
COOC,H;
ST +
CH, CH N  NH mje 271 H,C,00C—HC=N  NH mje 257
| I \__/
COOC,H, COOC,H; /
o \-CZH5OH* o \-cszoH*
l -Co mle 225 -€o mie 211
COOC.H,
/
\+ /7 N\
CH, CH N NH mfe 243 H,C,00C—HC=N  NH mfe 229
! ] ~ ~
COOC,H, COOC,H,
co -Co
-C,H,0H* - -C,H,OH*
- c-0
7 <
/T A+ +/
CH CH N  NH mfe 197 H,C,00C—HC=N NH m/je183
i | ~. ~.
C COOC,H;
[
o)

*) Une seule des deux possibilités de pertc de ce groupe est représentée

On observe I'ion moléculaire attendu 4 m/e 302 pour I'ester méthylique, et 344 pour
lester éthylique. Ces masses indiquent que les composés correspondent bien aux
esters de Panhydro-aspergillomarasmine B (V). La différence des masses moléculaires
344 — 302 = 42 est égale, en effet, a la différence entre la masse d'un tri-ester éthylique
et celle d’un tri-ester méthylique.

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



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

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

La fragmentation de ces composés est en accord avec la structure proposée pour
I'anhydro-aspergillomarasmine B.

197

225 2n

56 93 127

30 50 100 ' 200 300 =k
Fig. 3. Spectre de masse de U'ester éthylique de I'aspergillomarasmine B

Le spectre de I'ester éthylique montre une paire de pics a m/e 298 et mfe 299,
apparemment dus a la perte de C,H,OH (pic métastable trouvé a 258,4, calc. 258,2)
et de C,H;O, respectivement, a partir d'un groupe ester.

Le pic intense & m/e 271 représente la perte d’un des deux groupements ~CO,C,Hy
fixés sur un atome de carbone portant un atome d’azote et correspond aux «pics
d’amines» qui sont généralement intenses pour des dérivés d’acides aminés [20][21].

Le pic & mfe 270 (M-74) est dli soit & la perte d’un groupe -CO,C,H; (avec un H
supplémentaire provenant de l'ion moléculaire) ou 4 la perte de CO du fragment a
mfe 298. Cependant, aucune de ces deux fragmentations ne se trouve dans les spectres
de masse des esters des acides aminés habituels.

Le pic a m/e 257 résulte de la perte de -CH,CO,C,H, & partir de I'ion moléculaire,
en analogie avec le «pic ester» dans l'ester diéthylique de l'acide aspartique [20].

Deux séries paralieles de pics peuvent étre dérivées des fragments & m/e 271 et
257, par perte de CO et/ou de C;H;OH : & partir de m/e 271 est dérivé le pic 4 mje 243
par expulsion de CO (probablement a partir de la fonction lactame); le pic & mje 225,
par élimination de C;H,OH (pic métastable trouvé a 187,0, calculé: 186,8), et le pic a
m/le 197, par perte de CO et C,H,OH (ou ~COOC,H; + H).

En partant de m/e 257, les pics & mfe 229, 211 (pic métastable trouvé & 273,0;
calc. 273,2) et 183 peuvent étre expliqués de la méme fagon.

Les pics relativement intenses & m/e 169 et 155 sont probablement aussi des
membres de ces deux séries, formés par la perte (formellement au moins) de 2 CO et
C,H,OH a partir des pics & m/e 271 et 257, respectivement.
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Nous n’avons pas essayé d’expliquer les pics dans la région inférieure du spectre,
car leur interprétation semblait trop aléatoire, sans haute résolution, ou sans marquage
isotopique.

Aucun pic n’a pu étre décelé permettant la détermination de la position du car-
boxyle de la partie centrale de la molécule.

Les pics non interprétés dans la partie des masses élevées sont le plus souvent de
faible intensité et sont probablement dus & des impuretés.

Le spectre de l'ester méthylique de I'aspergillomarasmine B contient tous les pics
mentionnés ci-dessus, déplacés vers les masses inférieures théoriquement prévisibles,
confirmant ainsi l'interprétation donnée. Ceci est particuliérement important en ce
qui concerne la perte de 28 unités de masse qui, dans U'ester éthylique, aurait pu étre
due a la perte de CO ou de CH, ; puisque cette méme perte est observée dans le spectre
de l'ester méthylique, on peut conclure qu’il s’agit essentiellement de CO.

Aspergillomarasmine A et anhydro-aspergillomarasmine A (Fig. 4 et Tableau V).
Les spectres de masse des esters éthyliques de I'aspergillomarasmine A et de I'anhydro-
aspergillomarasmine A sont identiques (en tenant compte de la difficulté de reproduire
les spectres de fagon rigoureuse — voir ci-dessus). Le pic moléculaire est a mje 327,
c’est-a-dire & M-46 pour le triester éthylique de 'anhydro-aspergillomarasmine A et
4 2X 46 unités de masse de moins que le poids moléculaire du tétra-ester éthylique de
I'aspergillomarasmine A. Ceci suggére que pendant la préparation les esters ont perdu
respectivement une et deux molécules d’éthanol. Le spectre de I'éthanol (pic de base a
mfe 31) est en fait présent, superposé a celui des deux substances.

% 327
149 212
| 240
I
i 129
69 88 9
% 184
253
166 206
‘ ‘ 3 0 282
! i M k| B i 8
M‘m N ‘\ [ | 8
‘\ uud mm. m ‘\mu uh‘uu lMHhm u\m\wlw R PR By T O D R oyl b
100 200 300 mfe

Flg. 4. Spectve de masse de Uester éthylique de Uaspergillomarasmine A

Le fait que le spectre observé est vraiment celui de I'éthanol superposé a celui de la
substance et n’est pas di A une fragmentation particuli¢re de l'ester lui-méme, a été
prouvé par I'étude des spectres des esters éthyliques d’acides aminés banaux, [20] ainsi
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Tableau V. Principales fragmentations de Uestey éthylique de aspervgillomarasmine A
en spectrométrie de masse

o
NNu
\—cooc,H
S— 2+5
a¥ N—
\__/
I\
CH, O
|
COOC,H; mle 327

~CH,COOC,H, / _ \ -COOC,Hj

O o
3 )
—COOC,H 3
+/ s N\
HN N—/ HN N—/
—
6] mle 240 CH, wmfe 254
j
COOC,H,
—CO*
-CO*
mle 226
y -cor
mfe 198
2N
4+, —COOC,H;, NH,  COOC,H,
HN N— _— +
—-CO HN N
N\ ~
O mle 212 mfe 184

* Une des deux possibilités de perte de ce groupe est représentée

que de ceux de 'anhydrolycomarasmine B et de l'acide éthyléne-N, N'-diaspartique
(XI) [16]. Dans tous ces spectres les pics en question (& mje 31, 45 et 46) sont trés
faibles ou absents. Ainsi, la présence d’éthanol dans les échantillons d’aspergillomaras-
mine A étudiés est certaine: nous n’avons pas essayé d’en déterminer la quantité.

Ces observations s’expliquent le mieux par I’hypothése que le tétraester de départ
subit une double lactamisation (voir Tableau V).

En analogie avec le cas de I'ester de I'aspergillomarasmine B, de l'ester de I'acide
N, N’-éthyléne-diaspartique [16] et de l'ester éthylique de 'ornithine, on peut penser
qu’une lactame est formée au cours de la libération de la base, pendant la préparation
de l'ester libre. Aprés cette lactamisation, on n’observe pas d’éthanol dans le spectre
de masse, puisque 1'éthanol est évaporé avec le solvant (CH,Cl,) avant I'introduction
de 'échantillon dans le spectrométre de masse.

La deuxiéme lactamisation doit cependant, au moins en partie, avoir lieu pendant
ou aprés 'évaporation de 1’échantillon dans le systéme d'introduction, seule explica-
tion valable pour la présence du spectre de I'éthanol.
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Le mode de fragmentation de ’amino-ester est en accord avec I’hypothése d’une
kilactame comme molécule-mére. La fragmentation suit les mémes lignes que celle
de l'anhydro-aspergillomarasmine B, mais elle différe considérablement dans les
détails. Le premier groupe de pics en dessous de I'ion moléculaire 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 troisiéme n’a pas pu étre interprété.

Le pic & m/e 254 est formé par la perte du groupe —-CO,C,H; a partir de la moitié
diaminopropiocnique; le pic & m/e 253 est formé par la perte d’un groupe —-CO,C,H;
avec un atome d’hydrogéne supplémentaire; le pic & m/e 240 est dl 4 la perte de
~-CH,CO,C,H; a partir de la partie aspartique. Dans le pic & m/e 240 la charge est
stabilisée par la fonction amine, tandis que dans le pic & m/e 254 I'azote avoisinant est
acylé et de ce fait beaucoup moins apte a stabiliser la charge positive. Cette différence
de stabilisation de charge peut étre responsable de la grande différence d’intensité des
pics, différence qui devient méme encore plus prononcée au cours des deux fragmenta-
tions suivantes,

A partir de m/e 240 peuvent étre dérivés: mfe 212 par perte de CO, m/fe 184 par
perte de 2 CO (probablement un CO de chacun des noyaux lactames) et finalement
mfe 166 par perte de CO et C,H,OH.

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

Encore une fois, nous n’avons pas essayé d’interpréter les pics dans la partie infé-
rieure du spectre (sauf pour m/e 116, pic d’amine [20] [21] dérivée probablement d’une
certaine quantité d’ester diéthylique de U'acide aspartique formé au cours de la pré-
paration de I’échantillon). La plupart des pics dans la partie supérieure du spectre non
mentionnés ci-dessus, notamment celui & mfe 280, peuvent étre attribués a des
impuretés ou 4 des produits de décomposition thermique.

Le spectre de I'ester méthylique confirme les interprétations données ci-dessus {en
particulier de nouveau la perte de deux CO, voir ci-dessus).

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

La facilité de la lactamisation observée semble rendre la formule XXV peu pro-
bable, en particulier si I'on tient compte, du fait que les esters éthyliques de la lysine
[20] et de la lysopine [4], qui — tous les deux — pourraient former une lactame 3 7
chainons, ne se lactamisent pas dans ces conditions.

COOR NH, o H f£O0GH,
\ .
D \_COOR , AN
H X XXV —»
N_/ N
/N [ =7
\ 9 HN 5§\
COOR  xxv : R =CH, (Ha O
XXVa: R = H COOC,H,  XXVb

Configuration de I’'aspergillomarasmine A. ~ Ayant ainsi établiles structures des
aspergillomarasmines et de leurs dérivés, nous avons voulu préciser leur stéréochimie.
L’aspergillomarasmine A contient trois centres asymétriques, I'aspergillomarasmine B
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(acide lycomarasmique) en a deux. L'un de ces centres, celui qui se retrouve aprés
hydrolyse acide dans I'acide aspartique, est de configuration L (S).

La configuration L de ce «fragment aspartique» était déja connue pour l'acide
lycomarasmique [10] (identique a I’aspergillomarasmine B (VII)).

1l restait encore & déterminer la configuration des deux autres centres d’asymétrie
pour 'aspergillomarasmine A et d'un des centres pour I’aspergillomarasmine B.

L’acide diamino-2, 3-propionique obtenu par hydrolyse acide de 1'aspergillomaras-
mine A est dépourvu de pouvoir rotatoire; il semble donc qu’il a été racémisé au cours
de I'hydrolyse.

D’autre part, ’'hydrogénolyse de l'ester benzylique de l'aspergillomarasmine A
(voir précédemment) donne de I'alanine; toutefois, son pouvoir rotatoire étant nul,
cette méthode s’est révélée inutilisable pour la détermination des centres d’asymétrie
de I'aspergillomarasmine A.

Les méthodes chimiques ne nous ayant pas permis de résoudre ce probléme, nous
avons fait appel a 'oxydation par une amino-acide-oxydase.

Le présent travail permet d’attribuer la configuration p 4 l'un et probablement
aux deux centres d’asymétrie encore indéterminés de 1’aspergillomarasmine A, et par
analogie au centre asymétrique encore indéterminé de l'aspergillomarasmine B
(= acide lycomarasmique).

Oxydation de Paspergillomarasmine A par une D-amino-acide-oxydase. Apres
plusieurs essais infructueux d’oxydation, mettant en ceuvre des D-amino-acide-
oxydases de rein de mouton?®) et de Trigonopsis variabilis, ainsi que de la L-amino-

A

acide-oxydase de Crotalus adamanteus’), nous nous sommes adressés & un enzyme
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Fig. 5. Oxydation enzymatique de I'aspergillomarasmine A pav une D-amino-acide-oxydase
d’Aspergillus ustus
Courbe 1: aspergillomarasmine A; courbe 2: acide p-aspartique; courbe 3: acide L-aspartique.

5) Nous remercions le D* MrvosH1 Ikawa (Université de Californie, Berkeley, U.S.A.), qui a effec-
tué ces essais.
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produit par un Aspergillus, et avons préparé un extrait contenant la D-amino-acide-
oxydase d’Aspergillus ustus décrite par SAKAGUCHI et coll. [22].

L’extrait brut est utilisé en fiole de WARBURG pour I'étude de l'oxydation d.
l'aspergillomarasmine A ; des quantités équimoléculaires d’aspergillomarasmine A et
des acides D- et L-aspartique sont incubées. La Figure 5 montre que, comparée a 'acide
D-aspartique, 'aspergillomarasmine A (XXVI) consomme deux fois plus d’oxygéne.

L’étude des produits d’oxydation, par chromatographie sur papier, nous a montré
la présence d’acide aspartique. '

La consommation d’oxygéne double de celle de I'acide p-aspartique et la formation
d’acide aspartique peuvent étre expliquées de la maniére suivante (Tableau VI): une
premiere oxydation conduit au céto-acide XXVII, qui s’énolise en XXVIIT; I'énol
s’isomérise en base de ScHIFF XXIX, dont I'hydrolyse conduit & XXX ; cet amino-
acide est oxydé par I’enzyme avec une nouvelle consommation d’oxygéne en céto-acide

Tableau VI. Oxydation enzymatigue de Uaspergillomarasmine A

COOH COOH
CH2~123H b CH,—CH
A II\IH—CH2~CH—COOH _lﬁ'-; NH I;\IH—CHz—C-COOH
cn— 2l A, oH,—¢H 0
doon  doon XXVI oo oon XXVII
COOH “ COOH
CH,—CH CHz—C/H
tn Y-cH-cH-coon - du dH-cr-c-coon
CHz———(‘ZH on CH, ¢n ou
door toom XXIX doorr doom XXVIII
leo
COOH
CHZ—C/H CH,—C—COOH CH=C—COOH
\H \NH2 \H 6 NH OH
CH2——C[H Mﬁ CH2—~C|H «—* CH, (‘JH
loom loom xxx loon loom xxxt loorr boom xxxT

l

CH—CH—COOH
I |
NII, N OH
| H,0 !
CH,——CH «’ CH,—CH

[ J [ f
COOH COOH XIII COOH COOH XXXIII
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XXXT; I'énolisation en XXXII et I'isomérisation de I’énol en base de ScuirF X X XIII,
ainsi que I'hydrolyse de cette derniére, donnent finalement I'acide aspartique {XIII).

Conclusion. L’aspergillomarasmine A ayant été oxydée par une D-amino-oxydase
avec libération d’acide L-aspartique, on peut attribuer & cette substance la stéréo-
chimie LoD (SRR) (XXVI). ’

Il est probable que l'aspergillomarasmine B (acide lycomarasmique) (VII) a la
méme stéréochimie, d’autant plus qu'il semble que dans les milieux de cultures
d’ Aspergillus flavus oryzae 1’aspergillomarasmine B soit formée & partir de 'aspergillo-
marasmine A (peut-étre par une oxydation partielle conduisant au céto-acide XXVII
qui peut se décarboxyler).

L’aspergillomarasmine B (VII) étant identique 4 l'acide lycomarasmique, la
lycomarasmine (IV) aurait également la configuration LD.

Partie expérimentale

Chromatographies suy papier (voir tableau II). Elles ont été effectudes en chromatographies
descendantes sur papier WHATMAN n® 1. Solvants utilisés (v/v):
n®1l. butanol-1: acide acétique: eau (4:1:5), phase supérieure.
n® 2. phénol: eau (8:2), en présence de KCN.
n® 3. pyridine: acide acétique: eau (10:7:3).
n° 4. butanol-1: pyridine : acide chlorhydrique 0,1N (5:3:2).
n® 5. alcool butylique tertiaire : acide formique : eau (69,5:1:29,5).
n® 6. isopropanol : ammoniaque: eau (70:10:20).
n® 7. pyridine : eau (97,5:52,5).
Révélation par une solution de ninhydrine 4 0,29, dans le butanol-1.

Electrophoréses suv papier. Elles ont été effectuées sur papier WHATMAN 3MM dans le systéme
pyridine : acide acétique : eau (100:4:900; pH 6,4), pendant 4 h et & 10,5 V/cm.

Hydrolyses acides. A moins d'une indication contraire, les hydrolyses acides se font en tube
scellé, en présence de 1 ml de HCl 6~ par mg de substance, & 120°, pendant 16 h. On évapore
I’hydrolysat et on le reprend plusieurs fois par 1 ml d’eau pour éliminer HCI.

Dosages des produits d’hydrolyse. Aprés hydrolyse acide de 40 h 3 110° dans HC1 6N de I'asper-
gillomarasmine A ou de I'anhydro-aspergillomarasmine A, on élimine HCI par évaporation répé-
tées en présence d’eau et chromatographie sur Dowex 50-X 12 selon Piez & Morris [18].

Aprés hydrolyse de 3 jours 3 100° dans HC1 6~ de I’aspergillomarasmine B, 1’acide aspartique
et la glycine ont été chromatographiés sur Amberlite C. G. 120 et dosés selon MOORE, SPACKMAN &
STEIN [23].

Isolement des aspergillomarasmines. On cultive la souche d’Aspergilius flavus oryzae dans des
boites de Roux contenant 250 ml de milien de culture «Czarek Dox» modifié, pendant 10 jours
4 30°. Le milieu de culture contient 40 g de glucose, 3 g de NaNQ,, 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 distillée.

On élimine I’ spergilius par filtration et on ameéne le jus de culture 3 pH 9,5 par NH,OH.
Par litre de milieu de culture on ajoute 20 ml de CaCl, 1M et 10 g de Cay (PO,),, puis lentement
3 volumes d’acétone. On laisse reposer plusieurs heures & 0°, puis on centrifuge. Le précipité est
remis en suspension dans 15 ml d’eau, la liqueur ajustée comme précédemment & pH 9,5 est
centrifugée, et le surnageant, recueilli. Cette opération est effectuée trois fois et les surnageants
sont réunis.

On ajoute 5 ml de CaCl, par 30 ml de surnageant, en maintenant & pH 9,5; on précipite par
2,5 volumes d’acétone et on centrifuge. Le précipité est séché, puis repris dans 15 ml d’eau. On
élimine les fractions insolubles par centrifugation. Le surnageant est passé sur Amberlite IRC
50 chargée d’ions NH, et élué avec de I’eau.

On ameéne I’éluat & 2°, puis on ajoute goutte 2 goutte et en agitant sans arrét H,SO, 1N jusqu’a
pH 3,2. On laisse reposer 30 min & 0°. Si le liquide contient de 'aspergillomarasmine A, celle-ci
commence & cristalliser. On améne la solution & pH 3,0, puis on recueille les cristaux par centri-
fugation.
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Le surnageant est amené a pH 2,5 et refroidi & 0°, ce qui favorise la précipitation de I'asper-
gillomarasmine B.

L’anhydro-aspergillomarsmine B apparait dans les cultures dgdes, en particulier dés que le
pH atteint 8.

Aspergillomarasmine A. ~ Purification. On suspend I'aspergillomarasmine A dans I'eaun
(1 g dans 15 ml) et on ajoute peu a peu, tout en agitant, de la soude caustique 0,1 jusqu’a pH 4,5.
On améne & 500 ml par addition d’eau, puis on acidifie jusqu’a pH 2,9 par HC1 0,1~ versé goutte a
goutte et en agitant. Pour éviter 'obtention du sel monesodique, la précipitation ne doit commencer
qu’a un pH inférieur & 3. Tant que la précipitation de I'aspergillomarasmine A n’est pas terminde,
¢’est-4-dire pendant plusieurs heures, on maintient le pH a 2,9 par HCl 0,1N. On laisse reposer
16 h a 2°

Le précipité est filtré, puis lavé par 25 ml d’eau (amenée & pH 2,5 par HCI), par 50 ml d’alcool:
éther (1:1) et enfin par 25 ml d’éther. On le séche sous vide en présence de P,0;.

CioHp,04N,  Calc. C 39,10 H 5,54 N 13,70 %

]
Tr. ,, 38,26; 38,74; 38,83 ,, 5,76; 5,71; 5,35 ,, 13,71; 14,02; 13,509,
Isolement de I'anhydro-aspergillomarasmine A (X1I) aprés hydrolyse acide ménagée. Le produit
d’hydrolyse acide de 'aspergillomarasmine A (300 mg dans 6 ml HCl 6N en tube scellé 4 120°
pendant 4 h) est amené A sec et repris plusieurs fois par de P'eau. On le reprend dans 1 ml d’eau
et on le chromatographie sur papier dans le systéme n® 1. La bande de Rf correspondant a 'an-
hydro-aspergillomarasmine A est éluée par de 1’eau et amenée a sec. On obtient 100 mg de produit
amorphe.

Isolement de Pacide aspartique et de Uacide diamino-2, 3-propionique aprés hydrolyse acide dans
les conditions novmales. — a) Acide aspartique: On traite 1'hydrolysat comme indiqué ci-dessus pour
lisolement de I'anhydro-aspergillomarasmine A. Aprés chromatographie préparative dans le sol-
vant n° 1, on élue par de I'’eau la bande de Rf correspondant a l’acide aspartique et on Paméne
A sec. On obtient 34 mg d’acide aspartique a partir de 100 mg d’aspergillomarasmine A. [¢]% =
+48° (¢ = 0,7 dans HCl 6n).

b) Acide diamino-2, 3-propionique: Aprés hydrolyse acide de I'aspergillomarasmine A dans les
conditions normales, on reprend I’hydrolysat plusieurs fois par un peu d’eau (pour faciliter I'éva-
poration de HCl) et enfin par 1 m! d’eau. Aprés électrophoreése préparative de I'hydrolysat, on
élue la bande correspondant a l'acide diamino-2, 3-propionique, on filtre sur du noir animal et on
améne & sec. [a]fy = 0° {c = 1 dans HCI 2n).

Désamination nitreuse et hydrolyse acide. On traite 2 mg d’aspergillomarasmine A par 0,05 ml
de HC1 1N et 3 mg de NaNO,. Aprés 15 min on ajoute 7 mg de phénylalanine et 1 ml de HCl 6n.
Aprés 30 min le tube est scellé et maintenu 16 h & 120°. Les produits d’hydrolyse sont traités
selon les indications données précédemment (voir hydrolyse acide). La méme réaction a été
effectuée sur 'eacide A» (anhydro-aspergillomarasmine A).

Oxydation par I'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’a pH 8-9. On abandonne 2 h &4 tempé-
rature ordinaire.

Les tentatives d’isolement d’un produit défini, aprés estérification et chromatographie en
phase gazeuse, n’ont pas abouti.

Hydrogénolyse des esters benzyligues. A 10 mg d’aspergillomarasmine A, on ajoute 1 ml d’alcool
benzylique, 5 mg d’acide p-toluénesulfonique et on chauffe a reflux pendant 2 h. L’alcool est
chassé sous vide & 120-130°. Le résidu est repris sous N, par 10 ml de méthanol et hydrogéné
pendant 16 h en présence de 20 mg de palladium sur charbon, 2 5%,. Le catalyseur est éliminé
par centrifugation et Javé 3 fois par 2 ml d’eau chaude; les surnagcants sont réunis, amenés & sec,
puis repris par 1 ml d’eau. Une chromatographie préparative du produit dans le systéme n°® 2
permet d’éluer par I'eau la bande de Rf correspondant & I'alanine; I'éluat est amené a sec.

Le dosage de Yalanine a été effectué par réaction 2 la ninhydrine en présence de tampon
cyanure-acétate selon RosEN [24]. Rendement: 1,1mg d’alanine & partir de 60mg d’aspergillo-
marasmine A; [o)} = 0° (¢ = 0,3 dans HCI 1n).

Aspergillomarasmine B (acide lycomarasmique). — Purification. On suspend l'asper-
gillomarasmine B dans 'eau (1 g dans 15 ml) et on ajoute NaOH 0,1~ jusqu’a dissolution. Le pH
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est amené 4 2,5 par H,SO,, ce qui provoque la précipitation de V'aspergillomarasmine B. On isole
les cristaux comme décrit ci-dessus pour ’aspergillomarasmine A.
Rendement: 140 mg d’aspergillomarasmine B par litre de milieu de culture.

CgH, 04N, Calc. C3884 °  H507 N 10,07 0 46,04%
Tr. ,,39,22;3998 ,, 575;501 ,, 10,01;10,09 ,, 45,80%
. 39,36; 38,97 ,, 504; 514 ,, 10,32; 9,889

Tétraester méthylique de I'aspergillomarasmine B. L’aspergillomarasmine B est agitée en pré-
sence d’un excés d’une solution éthérée de diazométhane. On arréte la réaction lorsque toute
la substance solide a disparu. On distille I’ester dans un tube & boules (140-150° sous 0,05 Torr);
il se présente sous la forme d’une huile jaune clair et visqueuse.

CieHpOgN;,  Calc. C46,80° H 6,60 N 8,39 (0)-CH, 17,99 (N)-CH;0 9%
Tr. ,, 47,80 ,, 6,90 ,, 8,13 . 17,58 . 2,30%

Les résultats des analyses sont probablement perturbés par une méthylation partielle sur
les azotes. '

Isolement de acide aspartique, de la glycine et de 'anhydro-aspergillomayasmine B & partiv de
Laspergillomarasmine B. — a) Acide aspartique et glycine: Aprés hydrolyse acide de 'aspergillo-
marasmine B (50 mg dans HCl 6N en tube scellé pendant 10 j. & 120°), on sépare les deux acides
aminés sur Amberlite IR 45 A.G, On élue la glycine par de I'eau, puis l'acide aspartique par
HCI1 1N. On obtient 17 mg d’acide aspartique brut; [a]}° = +20° (¢ = 1 dans HCI 2n).

b) Ankydro-aspergiliomarasmine B: A 500 mg d’aspergillomarasmine B on ajoute 20 ml d’eau
et on ajuste 3 pH 5 par NaOH 1~. On chauffe le mélange au bain-marie & 60°, on améne le pH
au-dessous de 1 par HCl 5~ et on chauffe encore 15 min & 60°. On refroidit & 15°, puis on ajuste
le pH a 2,3 par NaOH. Aprés 16 h a 0°, on filtre les cristaux, on les lave & I’alcool-éther (1:1)
et on les séche sous vide. On obtient 165 mg d’anhydro-aspergillomarasmine B.

On peut aussi préparer cette substance par hydrolyse aqueuse: 32 mg d’aspergillomarasmine B
sont traités par 1,5 ml d’eau en tube scellé pendant 210 min & 95°; on laisse reposer 24 h a 0°,
on filtre, lave et séche les cristaux comme indiqué ci-dessus pour l'isolement par hydrolyse acide.
On obtient 14 mg d’anhydro-aspergillomarasmine B [16].

CH,,O.N, Calc. C41,53 H 4,61 N 10,75%
Tr. ,, 41,32 ,, 462 ,, 10,85; 10,68%

Oxydation enzymatique de I'aspergillomarasmine A. — Un essai de culture d'4 spergillus
wusius n° 473 (collection du Museum National d’Histoire Naturelle, Paris), selon MizusHima &
SAKAGUCHI [22], nous ayant donné de trés faibles rendements en Aspergillus, nous avons modifié
les conditions de culture comme suit:

Chaque boite de Roux contient: 2 g de glucose, 0,5 g d’acide p-glutamique, 0,2 g de K,HPO,,
0,1 g de MgSO,, 7H,0, 2 mg de FeSO,, 7H,0, 1 mg de MnSO,, 7H,0, 1 mg de ZnSO,, 7H,0 dans
100 ml d’H,0 distillée. Les milieux sont autoclavés 20 min a 110°, puis ensemenceés. .

Apreés 14 jours de culture a4 23° on filtre le mycélium, on le lave par de I'eau distillée et on
le lyophilise. .

A partir de 600 ml de milieu de culture, on obtient environ 2 g d’ Aspergilius que ’on conserve
a —20°.

L’extrait brut est obtenu en broyant dans un mortier 20 g d’'4spergillus ustus avec 5 g d’alu-
mine ALCOA 301 et 10 ml de tampon borate-phosphate (30 ml Na,HPO,,12H,0 0,2M, 70 ml
H,BO, 0,2M et 100 ml d’eau), ajusté a2 pH 8,0 pendant 15 min 4 4°. On ajoute 10 ml de tampon,
on abandonne 60 min & 4° et on centrifuge 30 min a4 16000 tours/min (SERvALL). Le culot est
repris par 15 ml de tampon, abandonné 60 min & 4° et centrifugé comme précédemment. Les sur-
nageants réunis sont maintenus 16 h & — 20°, puis recentrifugés comme ci-dessus. On obtient ainsi
environ 30 ml d’un extrait légérement jaune, que I’on conserve 3 — 20°.

Les oxydations ont été effectuées dans I'appareil de WARBURG a 28°. Chaque récipient 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 et 10 gmoles de substrat/0,4 ml de
tampon dans le bras latéral; substances de référence: acides D- et L-aspartiques.

Les résultats de cette oxydation enzymatique sont reportés sur la figure 5.
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Essais de flétrissement sur les feuilles de tomates (voir tableau I). — Les tiges de
tomates sont introduites dans des solutions contenant par ml 0,2 mg de substance (solubilisée parle
minimum de soude caustique 0,5N) et 0,03 mg de FeCl,. On observe les feuilles toutes les 6 heures
environ.

Au début, les bords des feuilles se roulent. A ce moment, commence le {létrissement, qui est
en général terminé en 24 h. Les feuilles se desséchent progressivement et deviennent totalement
séches en 48 h.

RESUME

La structure chimique, ainsi que la configuration de deux phytotoxines isolées
d’ Aspergillus flavus oryzae: les aspergillomarasmines A (XXVI) et B (VII) (cette der-
niere étant identique & I'acide lycomarasmique) sont établies.

Institut de Chimie des Substances Naturelles
C.N.R.S., Gif-sur-Yvette (S.-et-0.), France
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