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INTRODUCTION 

Le Penicillium brevi-compactum a d'abord 6t6 6tudi6 par DIERCKS 1, puis par 
BIOURGE 2, ZALESKY 3 et THOM *, pour ne citer que les principaux auteurs qui se sont 
cantonn6s dans l 'examen morphologique et le classement syst6matique de cette moisis- 
sure. D6signant initialement une esp~ce d~finie, le terme de brevi-compactum engloba 
bient6t tout un groupe de Penicillium dans lequel on distingua diff~rentes esp~ces 5. Les 
recherches relat6es ici ont port6 sur la souche Db 182 A de la mycoth~que du Lab oratoire 
de Microbiologie de l'Universit~ de LOUVAIN, souche catalogu6e comme Penicillium 
brevi-compactum. 

La biochimie de ce groupe de moisissures a 6t6 ~tudi~e par RAISTRICK e/ coll. qui 
isol~rent du milieu de culture et identifi~rent cinq substances ph6noliques6-n: l'acide 
mycoph6nolique: C17H,008, le 3,5-dihydroxy, 2-carboxybenzylm6thylc6tone: C10H1005, 
le 3,5-dihydroxy, 2-carboxyph6nylac6tylcarbinol: CloH1006, l 'hydrate de 3,5-dihydroxy, 
2-carboxybenzoylm6thylc6tone: C10HloOT, ou CloHsO6-H20, et l'acide 3,5-dihydroxy 
phtalique : CsHsO 6. 

Ces m~mes auteurs ont encore extrait  du myc61ium de diverses esp~ces de ce groupe 
de moisissures, l 'i-6rythritol et le palmitate d'ergost6ryle 12. 

Nous nous sommes propos6 dans ce travail, de d6celer par la chromatographie de 
partage sur papier, les diff6rentes substances ternaires produites par la moisissure et 
lib6r6es dans le milieu de culture. Ces recherches sont le point de d6part d'une 6tude 
approfondie du m6tabolisme ternaire de Penicillium brevi-compactum, 6tude susceptible 
de nous apporter des renseignements d'int6rSt fort g6n6ral, notamment ~ propos de la 
biosynth~se des compos6s benz6niques. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Conditions culturales 
Le milieu de culture employ6 est le milieu CZAPEK-~)OX dont  la composit ion est la suivante:  

5 ° g de glucose, 2 g de NaNO 3, o. 5 g de KC1, I g de KH2PO4, o. 5 g de MgSOi-  7 H~O, 0.02 g de 
FeSO4-7H20,  IOOO g d 'eau distill6e. 

* Charg6 de Recherches du F.N.R.S.  
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La moisissure est ensemenc6e dans des erlenmeyers de 50o mI de capaci%, r en fe rmant  darts 
]e cas des cultures s tat ionnaires  200 ml de milieu de culture et daus le cas des cultures imnlerg~es 
5 ° ml de la mOme solution nutrit ive. L ' incubat ion  a lieu ~. la tempdra ture  op t imum de d6veloppement  
du microbe (23-25 ° C). L 'agi ta t ion des cultures immerg6es est obtenue en fixant les er lenmeyers  
de culture au plateau d 'un  agi ta teur  anita6 d 'une  rotat ion plane horizontale d 'environ ioo r6vol utions 
par  minute.  

~Idthodes chromatographiques 

Du fait de la pr6sence de sels et d ' au t res  compos~s assez concentr6s dans le milieu de culture, 
il n 'est  pas possible, sans modifier le RF  de la p lupar t  des substances,  de coucentrer  le d6p6t sur  le 
papier au dell. d 'une  certaine limite. Pour  6viter 'Teffet  de sel", nous nous sommes  donc limit6s 
au nombre  de 2o microgouttes  par  essai, soit environ 7/lOO de ml. Sauf ment ion sp6ciale, on ne fait 
subir  aucun t ra i tement  pr61iminaire aux solutions ~. chromatographier ;  elles sont utilis6es telles 
quelles, apr~s une simple filtration. Pour  toutes  les analyses chromatographiques ,  nous avons employ6 
la m6thode ascendante TM, sauf lors de l 'uti l isation du ph6nol comme solvant;  darts ce cas seulement,  
nous appl iquons la technique descendante. Le papier  employ6 est le W h a t m a n  N ° 4. L'identification 
des substances r6sulte de la comparaison des R F avec ceux d'6chantil lons au thent iques  et, dans la 
mesure du possible, de l 'emploi de r6v~lateurs sp6cifiques. 

Les syst~mes de solvants utilis6s sont  les suivants :  
- -  pour  les sucres et leurs d~riv6s, le ph6nol satur6 d 'eau : Ph ; 

pour  les acides et substances c6toniques non volatils, un m61ange de 2 volumes de n-butanol  satur6 
d 'eau et d 'un  volume d'acide formique A 90% : BF14; 
- - p o u r  les substances ph6noliques, les acides et compos6s c6toniques non volatils, la phase surna-  
geante d 'un  m61ange de 4 volumes de n-butanol ,  de 5 volumes d 'eau et d 'un  volume d'acide ac6tique : 
BAc 15 ; 

Les rdvdlateurs employds sont:  
--- pour  les sucres et leurs d4rivds, soit l 'oxalate acide d'aniline TM, soit le rdactif au naphtor6sorcinol  iv, 
soit le dichlorhydrate de o-phdnyl~nediaminOS; 
- -  pour  les acides, le vert  de bromocrdsol ~t 0.o5% dans l 'dthanol et, pour  les oxyacides, le chlorure 
ferrique ~ 0.5% ; 
- -  pour  les compos6s c6toniques, le r6actif de BRADY (2,4-DNP) ; 
- -  pour  les substances  ph6noliques, le chlorure ferrique ~. 0.5%. 

Les r~sultats exp~rimentaux 

Cultures stationnaires 

La consommation totale du glucose du milieu de culture est r~alis6e en 25-27 jours 
(polarim6trie). 

On d6c61e dans la solution de m6tabolisme, les substances suivantes synth6tis6es 
par la moisissure : 
- - l ' a r a b i n o s e  d~celable apr~s cinq jours de culture, est toujours faiblement concentr6. 
Caract~risation: spot rose ~ l 'oxalate acide d'aniline. Rp dans Ph: 0.58-0.60. 
- -  le ribose apparait  quelques jours apr~s l 'arabinose et sa concentration devient l~g~re- 
ment plus 61ev6e que celle du premier pentose. 
Caract6risation: spot rose k l 'oxalate acide d'aniline. Rp: 0.66-0.68 dans Ph. 
- - l ' a c i d e  glucuronique, en tr~s minime quantit6, se d6c~le ~ part ir  du cinqui~me jour 
de culture. 
Caract6risation: spot jaune-brun k l 'oxalate acide d'aniline, virant  ult6rieurement au 
rose brique; tache bleue avec le r6actif au naphtor6sorcinol, par chauffage en atmosph6re 
humide. RF dans Ph: O.l-O.2. 
- - l ' a e i d e  2-c~togluconique mis en 6vidence en tr~s faible quantit6 apr~s 26-28 jours de 
culture, il disparait 2-3 jours aprOs consommation totale du glucose. 
Caract6risation: spot rose ~, l 'oxalate acide d'aniline; tache brun-dor6 au dichlorhydrate 
de o-ph6nyl~nediamine. RF dans Ph: o.19. 
- -  l'acide gluconique est d6cel6 en quantit6 notable dos le d6but de la culture et ne dis- 
paralt  compl+tement que 2-3 jours apr~s consommation totale du glucose. 
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Caract6risation: acide; spot jaune au FeC13. RF: o.15 dans BF et o.I dans BAc. 
- - l ' ac ide  citrique est d6cel6 apr~s 15 jours de culture. I1 reste faiblement concentr6 et 
disparalt avant le glucose. 
Caract6risation: acide; spot jaune au FeC1 a. RF: 0.33 dans BF. 
- -  l'acide malique accompagne l'acide citrique ~ aussi faible concentration que ce dernier. 
Caract6risation: acide; tache jaune au FeC13. RF: o.41 dans BF. 
- - l a  dihydroxyac~tone faiblement concentr6e disparalt en m6me temps que le glucose. 
Caract6risation: spot jaune-brun, en train6e, ~ la 2,4-DNP. RF: 0.27-0.35 dans BF, 
0.30-0.33 dans BAc. 
- -  les substances ph~noliques ClcHl~Oe et C~oHloO 7 ne sont pas s6parables par chromato- 
graphie. Elles donnent des spots qui se superposent et pr6sentent les mSmes caract~res 
d'identification. Ce sont les compos6s ph6noliques les plus concentr6s dans le milieu et 
les premiers d6cel~s. 
Caract6risation: acides; c6toniques (spot jaune canari ~ la 2,4-DNP); tache pourpre 
amarante au FeCI~. RF dans BAc: 0.80 pour C10H~oO e et 0.82 pour C~0H~007. 
- -  l'acide ph~nolique C~oH~oO 5 est pr6sent en tr~s faible quantit6 et transitoirement. 
Caract6risation: acide; pourpre-amarante au FeCI~; teinte jaune-brun peu accus6e k la 
2,4-DNP. RF dans BAc: 0.87. 
- -  l'acide 3,5-dihydroxyphtalique n'est d6celable, en tr~s faible quantit6, qu'apr~s 15-2o 
j ours de culture. 
Caract6risation : acide; teinte pourpre-amarante au FeC13. RF dans BAc: 0.5o 5. 
- - l ' a c i d e  mycoph~nolique n'est d6celable qu'apr~s extraction par l'ac6tate d'6thyle du 
milieu de culture acidifi6 et concentration de l 'extrait. 
Caract6risation: spot violet-bleu au FeC13. RF dans BAc; 0.935. 

La disparition de tousles corps trouv6s sauf les substances ph6noliques accompagne 
celle du glucose. 

Cultures immerg~es 

La consommation de tout  le glucose du milieu de culture est r~alis6e en 7-8 jours. 
On d6c~le par chromatographie les compos6s suivants form6s par la moisissure: 

- -  l'arabinose en tr~s faible quantitY. 
- - l ' a c i d e  gluconique assez fortement concentr6 ne disparalt qu'apr~s consommation 
totale du glucose. 
- - l ' a c i d e  citrique est pr6sent en quantit6 notable. 
- -  l'acide malique est 6galement pr6sent en quantit6 notable. 
- -  l'acide a-c~toglutarique est tr~s faiblement concentr6. 
Caract6risation: acide; c6tonique. RF: 0.42 dans BAc, 0.57 dans BF. 
- -  l'acide succinique est tr~s faiblement concentr6. 
Caract6risation: acide. R~ dans BF: 0.67. 
- -  l'acide [urnarique est plus faiblement concentr6 encore que le pr6c6dent. 
Caract6risation: acide. RF dans BF:  0.82. 
- -  la dihydroxyae~tone est assez faiblement concentr6e. 
- -  les substances ph~noliques CloH1oO ~ et/ou CloHlo07 sont pr6sentes ~ l'6tat tr~s dilu6. 
- - l e s  autres substances ph~noliques ne sont d6celables qu'apr~s extraction par l'ac6tat~ 
d'6thyle du milieu de culture acidifi6 et concentration pouss6e de la solution d 'extraction 

La disparition de tousles corps trouv6s sauf les acides ph6noliques va de pair avec 
celle du glucose. 
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Remarque. Dans les deux modes de culture dont il est question ici, aucun acide 
volatil n 'a  pu 8tre d6cel6 par chromatographie de la solution de m6tabolisme. 

DISCUSSION 

Grace ~ l 'analyse chromatographique, on a donc pu d6celer dans la solution de 
m~tabolisme de Penicillium brevi-compactum, ~ c6t6 des cinq substances ph6noliques 
identifi6es par RAISTRICK et coll., les acides gluconique, glucuronique, 2-c6togluconique, 
citrique, malique, a-c6toglutarique, succinique et fumarique, l 'arabinose, le ribose et la 
dihydroxyac6tone. 

Les %sultats obtenus appellent deux genres de commentaires. Le premier est relatif 
la diff6rence existant entre le m6tabolisme d'une culture stationnaire et celui d'une 

culture immerg~e. Le second concerne le r61e jou~ par les diff~rents compos~s trouv~s, 
dans le m6tabolisme de Penicillium brevi-compactum. 

L'accroissement de l 'a6ration %sultant de l 'agitation des cultures est d6favorable 
la biosynth~se des substances ph6noliques, quoique l'intensit6 du m6tabolisme s'en 

trouve accrue (vitesse de consommation du glucose acc6l~%e). Ceci va  de pair avec la 
mise en 6vidence dans la solution de m~tabolisme, des acides a-c~toglutarique, succinique 
et fumarique, corps non d6cel6s dans le cas des cultures stationnaires, et avec une aug- 
mentation de la teneur de cette solution en acides citrique et malique. Par contre le 
ribose et les acides 2-c~togluconique et glucuronique n 'y  sont plus remarqu6s. I1 semble 
doric que l 'a6ration accrue d6vie le m6tabolisme de la moisissure aux d@ens des sub- 
stances ph~noliques, mais au profit des acides di- et tricarboxyliques. Peut-~tre existe-t-il 
un 6quilibre entre le sch6ma de transformation de ces derniers acides et le processus 
de biosynth~se des phenols, ~quilibre d@lac6 en faveur des premiers par une augmen- 
tation de l'a6ration. 

La production d'acide gluconique par de nombreuses moisissures des genres Peni- 
cillium et Aspergillus est connue depuis longtemps TM. Mais ce n 'est  que tout r6cemment 
que SIMONART ET GODIN 2° ont signal6 la prfisence des acides glucuronique et 2-c6to- 
gluconique, du ribose et de l 'arabinose dans la solution de m6tabolisme de Penicillium 
brevi-compactum. La production de ces substances de mSme que celle de l'i-6rythritol, 
r6sulte probablement de l 'existence chez cette moisissure du sch6ma de d~gradation du 
glucose appel6 oxydation directe ou phosphorylation oxydative des glucides2h 

La raise en 6vidence des acides citrique, a-c6toglutarique, succinique, fumarique 
et malique dans la solution de m6tabolisme de Penicillium brevi-compactum, porte 
croire que le cycle des acides tricarboxyliques fait pattie du m6tabolisme ternaire de 
cette moisissure. Les t ravaux de WALKER et coll. ~-24 semblent d'ailleurs confirmer 
l 'hypoth~se suivant laquelle ce cycle existe bien chez les moisissures. 

Les r6sultats de l 'analyse chromatographique du milieu de culture nous permettent  
donc d 'avancer trois hypoth&es de travail  sur lesquelles nous nous sommes bas6s dans 
nos recherches. On verra, dans diverses publications ult6rieures, qu'il %sulte de ces 
t ravaux une confirmation tr~s nette des dites hypothSses. 
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Ri~SUM}~ 

L ' a n a l y s e  c h r o m a t o g r a p h i q u e  de la solut ion de m6tabo l i sme  de Penicillium brevi-compaetum 
nous  a pe rmis  de d6celer diff~rentes s u b s t a n c e s  te rna i res  p rodu i t e s  pa r  ce t te  mois issure .  Les  r6sul ta t s  
o b t e n u s  fon t  l ' ob je t  d ' u n e  d iscuss ion et  de la p rdsen ta t ion  d ' h y p o t h 6 s e s  de t ravai l .  

S U M M A R Y  

Chroma tog raph ic  ana lys i s  of Penicillium brevi-compactum metabol ic  solut ion ha s  revealed 
different  t e r n a r y  subs t ances  p roduced  by  t h a t  mould .  The  resu l t s  ob ta ined  are t he  objec t  of a dis- 
cuss ion and  of t he  p re sen t a t i on  of work ing  hypo theses .  

ZUSAMMENFASSUNG 

Die c h r o m a t o g r a p h i s c h e  Ana lyse  einer Me tabo l i smen l6sung  yon  Penieillium brevi-eompactum 
e r l aub te  uns  versch iedene  Te rnArsubs t anzen  welche dieser Sch immel  produzier t ,  anzuzeigen.  Die 
e rha l t enen  R e s u l t a t e  werden  einer Diskuss ion  un te rzogen ;  au f  G r u n d  dieser R e s u l t a t e  werden 
A r b e i t s h y p o t h e s e n  vorgeschlagen.  
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