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Localisation de I’acide gamma linolénique
dans les mycéliums et dans les spores

chez deux mucorales

A. AGGELIS (1), M. PINA (2) et J. GRAILLE (2)

Résumé. — En vue d’expliquer le réle que pourrait jouer I'acide gammma linolénique dans la croissance des microorganismes. la localisation
de cet actde est ¢tudice chez deux souches de Mucor au miveau des ipides membranaires d’une part, et au niveau des lipides de réscrves des
mycéliums et des spores d’autre part. Les compositions en acides gras de ces différents constituants sont comparges el une hypothése sur la
migration des lipides de réserves est avancée pour comprendre le foncuonnement de la croissance des mycéliums

INTRODUCTION

L’acide gamma hinolénique (CI8 : 3, n-6). acide de plus en
plus fréquemment utilisé en pharmacie et dans I'industrie des
cosmétiques, est un acide pras essentiel de la série n-6.
obtenu par désaturation de 'acide linoléique. Cette désatu-
ration est une étape indispensable chez 'homme [1]

Sa production provient essenticllement d’huiles dites
gamma linoléniques extrarles des grames des plantes des
familles Oenotheraceae [2, 3] et Boragmaceae [4]. Toutefois,
les champignons Phycomycétes sont réputés pour contenir
dans leurs triglycérides des quantités importantes de cet
acide [5, 6], C'est ainsi que depuis 1985 une production des
huiles gamma linolémgues 4 I’échelle industricllc a été
envisagée a partir de ccs champignons [7]. Les &études récen-
les que nous avons menées ont montré que les chin 1pignons
de Mucor ciremelloides CBS 172-27 et Mucor rouvienits CBS
120-08 sont parmi les souches les plus performantes quant a
la production de cet acide [8, 9].

Dans le but d’essayer d’exphquer le rdle physiologique de
l'acide gamma linolémque, nous avons analysé les lipides
membranaires et les lipides de réserve des mycéliums ct des
spores de ces deux champignons. Aprés avoir cultivé les
souches sur un muliev favorisant la production des spores, les
biomasses ont éte récoltées et les mycéhums ont £té sépurés
des spores. Les lipides polaires et non polaires extrauls
sélectivernent dans ces différentes parties de la biomassc ont
€té analysés en chromatographie en phase gazeuse.

MATERIEL ET METHODES

1. — Mateériel biologique.

Les souches utihsées provienment du Centraal Bureau
voor Schimmel-cultures de Baarn, (CBS) et sont -

Mucor circinelloides CBS 172-27

et Mucor rouxianus CBS 120-08.

Les deux souches sont conservées a 4°C sur milieu
DPA-Difco (Potato Dextrose Agar).

2. — Conditions de culture.

La culture des champignons a été effectuée dans des boites
de Pétri contenant 24 m] de milieu PDB-Difco {Potato
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Dextrose Broth 4 24 g/1) et 4 une température de 28 °C. Le
milieu PDB, choisi pour cette étude, favorise la production,
des spores [10]. Cec milicu est stérilisé par autoclavage a
120 °C pendant 20 minutes.

3. — Récolte de la biomasse et séparation des spores.

Aprés 8 jours d'incubation, la biomasse constituée dos
spores et du mycehum est transferée dans un erlenmeyer
d'un litre contenant 300 ml d’eau distillée, Les sporcs sont
liberées par vibration puis séparées du mycélium par fiitra-
tion differenticlle {filtres 50 pm et 0,2um) La pureté de
chacune des fractions de la biomasse est verifiée par obser-
vation microscopique.

Les spores et le mycélium sont alors congelés, puis lyophi-
lisés jusqu'a poids constant; Pextraction des lipides cst
effectuée sur les spores et le mycélium ainsi obtenus.

4. — Technigues analytiques.

o Exiraction des hipides neutres.

Realisées dans un apparcil de Soxhlet, les extractions
seffectuent au reflux de I'’hexane pendant 7 heures Le
mélange hexane-huile est recueilli. puis le solvant est éhminé
par évaporalion rotative sous pression réduite d’azote afin
d’¢viter les phénoménes d'oxydation. Les lipides ainsi
extrails sont essentiellement des triglycérides qui constituent
les lipides de réserve des champignons,

e Extraction des lipides polaires.

L'extraction des lipides membranaires s'effcctue de la
méme fagon aprés I'extracton des lipides neutres sur la
bomassc séchée & I'étuve (1 = 50 *C) jusqu’i poids constant
Cette deuxiéme extraction est réalisée avec un mélange
chloroforme/méthanol (2/1, v/v) pendant 7 heures, ce qui
permet d'extraire les lipides complexes des membranes cellu-
laires
¢ Composition en acides gras des lipides extraits.

Les acides gras des différents extraits lipidigues sont
analysés par chromatographie en phase gazeuse (CPG) aprés
transformation en esters méthyhques [11]

— Conditions chromatographiques

Un microhtre de solution d’esters méthyliques & 1 % dans
I'hexane est injecté dans un appareil Carlo Erba 4160 équipé
d’un détecieur a ionisation de flamme et rehé a un intégra-
teur Dels1 Enica 10 La séparation des constituants s’cffectue
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a l'aide dune colonne capillaire de silice fondue DB Wax
30W (J et W) dont les caractéristiques sonl les suivantes :
Longueur : 3¢ m ; diameétre inlerne : 0,3 mm.
Epaisseur du film ; 0,25 pm.

— Conditions expérimentales.

Température : injecteur = 250 °C ; détecteur = 275 °C;
four = 190 °C.

Gaz vecteur : hélum ; débit = 3 ml/min; rapport de
division : 1/50.

L’identification des esters méthyliques a été effectuée sur la
base des longueurs de chaines équivalentes a celles des eslers
méthyliques d’acides gras standards.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les compositions en acides gras des lipides de réserve et
des lipides membranaires des deux souches de AMucor
étudiées sont consignées dans les tableaux I et 11. On remar-
quera dans tous les cas la prépondérance des acides gras
palmitique et oléique alors que I'on ne trouve les acides gras
courts (C < 12) ou longs (C = 20) gu'en faibles guantités.

Le tableau I donne la composition des lipides de Mucor
circinelloidey CBS 127-27. Nous pouvens remarquer que la
composition des lipides de réserve du mycélium et des spores
est sinmlaire 4 celle des hipides membranaires du mycélium
dans les trois cas ; 'acide oléique (C18 : 1) est 'acide prépon-
dérant et la proportion de 'acide palmitique (C16: 0) est de
I'ordre de 20 %. Les acides gamma linolénigue et linoléique
ont tous deux une concentration vouwsine de 10 %.

TABLEAU 1. — Composition centésimale en acides gras des
lipides de Mucor circinelloides CBS 172-27

Localisation des lipides

Lipides de réserves Lipides membranaires

du mycélium  des spores  du mycélium  des spores

Acides gras

12:0 0,4 0,3 0,3 0,6
14:0 3,2 1,6 32 2,0
16:0 19,6 20,9 19,2 24,7
16:1 4,4 33 4,6 4,1
18: 0 4.4 3,0 4,4 6.9
18:1 423 388 40,5 30,7
18:2 10,0 10,6 10,0 8.7
18 :3 (n-6) 10,1 9.9 10,9 6,7
18 3 (n-3) — — 0,1 —
20:0 0.3 1.5 0,1 1.4
20:1 0.6 0.8 04 —
22,0 0.4 L0 0.4 1.8
22:1 — — 0.1 —
24 .0 1.4 0,7 1,2 1.4
24:1 0,2 — 1,3 —
Aulres 27 5,6 3,1 1,0

Dans les lipides membranaircs des spores, on constate par
contre des différences par rapport aux cas précédents et
notamment la concentration plus faible de 'acide oléique et
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celle plus importante de l'acide palmitique. Les acides
linoléique et gamma linolénique ont quant & eux, dans ces
lipides, une concentration en diminution, par rapport & celle
trouvée dans les lipides de réserve et les membranes mycé-
liennes.

On peut globalement formuler les mémes remarques en ¢
qui concerne la souche de Mucor rouxianus CBS 120-08
(tabl. II). ¢’est-a-dire que Lon retrouve une composition en
acides gras des lipides membranaires du mycélium qui
s'apparente 4 celle trouvée dans les lipides de réserve, ces
derniers provenant indifferemment des mycélinms ou des
spores. C'est ainsi que l'on constate également, pour ces
3 compositions en acides gras, une prépondérance des acides
oléique et palmitique et une concentration voisine, de Pordre
de 10 %, des acides linoléique et gamma linoléique.

TABLEAU II. — Composition centésimale en acides gras des
lipides de Mucor rouxianus CBS 120-08

Localisation des lipides

Lipides de réserves Lipides membranaires

du mycelium des spores  du mycélmim  des spores

Acides gras

120 1.3 0,8 1.8 1,1
14-0 30 22 39 4.3
16:0 22.3 21.9 21,1 30,1
16:1 4.5 3.5 4.7 5,5
18:0 4,1 5.7 6,2 14,9
18:1 37,5 33,0 37,1 11,6
18:2 10.4 9,7 9.5 4.3
18: 3 (n-6) 11,3 9,5 11,1 2,1
18.3 (n-3) — —— 0,1 0,5
20:0 0.4 0,4 0,3 1,5
20: 1 0,6 0.4 0,3 0.6
22:0 0.4 1,0 0.4 19
22-1 — 03 — 1.8
240 0,5 3.3 0,3 2.2
24:1 —_ — 0,2 0,5
Autres 3.7 7.9 3,0 17,1

Comme pour I'autre souche, seuls les lipides membranai-
res des spores se différencient avec une nette dumnution de
I'acide oléique el une augmentation appréciable de I'acide
palmitique qui devient I'acide gras majorriaire.

Tl faut noter aussi une concentration plus importante de
l'acide stéarique chez Mucor rouxianus. Enfin, la diminution
de la concentration des acides polyinsaturés est plus sensible
gue pour I'autre souche, surtout en ce qui concerne I"acide
gamma linolémque.

En raisonnant sur le rapport £S/Z1 (somme de AG saturés
sur somme des AG 1nsaturés) qui rend compte de la perméa-
bilité relative des membranes done de leur plasticit¢ ou de
leur ngidité, on constate que pour les 2 souches, ce sont les
lipides membranaires des spores qui sont les moins insaturés
et que ce rapport est du méme ordre de grandeur pour les
lipides des autres constituants, encore que dans le cas des
lipides de réserves des spores, on note pour les 2 souches une
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TABLEAU III. — Répartition des acides gras saturés (S %) et insaturés (T %) dans les lipides de Mucor circinelloides CBS 172-27
et de Mucor vouxianus CBS 120-08 ; variations du rapport S/1 et concentration de I'acide gamma linolénique dans les lipides des
deux champignons

Localisation des lipides S % ZI % I5/x1 Cl18 -3 (n-6) %
Mucor circinelloides CBS 172-27
Lipides de mycélium 29.8 67.6 0,44 10,1
Téserves spores 31.0 63,4 0,49 99
Lipides mycélium 28.9 68,1 0,42 10,9
membranaires spores 388 50,2 0,77 6,7
Mucor rouxianus CBS 120-08
Lipides de mycélium 331 64,3 0,51 11,3
roserves spores 353 57,0 0.62 Q.5
Lipides mycélium 344 63.0 0.55 11,1
membranaires spores 56,0 269 2,08 2.1

légére augmentation de la saturation par rapport aux cons-
tituants mycéliens (tabl. IIT). De plus, on remarque que.
pour un constituant donné, les lipides de Mucor rouxianus
sont systématiquement plus saturés que ceux de Mucor
circinelloides.

Quand on essaie d’établir une relation entre la valeur de ce
rapport et la localisation de I'acide gamma linclénigue, on
constate que la richesse des constituants cellulaires en cet
acide varie dans des proportions inverses de ce rapport.
Ainsi, dans le cas le plus net, ¢’est-d-dire dans celui des
membranes des spores, le rapport £5/ZI de 2,08 correspond
a un taux d’acide gamma linolénique de 2,1 % seulement.

Ce résultat n’est d’ailleurs par étonnant en soi, dans la
mesure ol les spores, état le plus rigide des champignons, ont
besoin de membranes mieux structurées afin de résister au
stress osmotique, ce qui nécessite une augmentation de la
saturation des acides gras par rapport 4 celle des membranes
mycéliennes.

Le fait que les acides gras des lipides de réserves des
mycéliums et des spores soient comparables entre eux, mais
¢galement trés proches de ceux des membranes des mycé-
liums (Fig. 1), suggére une hypothése selon laquelle un
mécanisme de migration des hpides de réserve assurerait le
bon fonctionnement de la croissance du microorganisme

d’une part par le prolongement des mycéliums dé&ji cxistants,
ct d’'autre part par la formation de nouvelles hyphes (Fig. 2)
4 partir des spores.

acides gras msaturés

ANANS
acides gras saturés

FIG. 2. — Hypothése migrations des lipides de réserves des spores et des
mycéliums cn vue de la formation d’hyphes nouvelles,

| = cas de spores

2 = cas de mycéhum.

s 3

anides gras insaturés

Ea e P
acides gras saturés

FIG. |. — Localisation des acides gras salurés €1 msaturés des hipides membranaires ot des limdes de réserves des deux Mycor

1 = sporange

2 = spore

3 = mycéhum

4 = réserves lipidigues.
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SUMMARY

Gamma linoleie acid location in mycelia and the spores of two
Mucorales

A AGGELIS M PINA and J. GRAILLL, Gléaguenx, 1990, 45,
N® S5, p 229-232.

With a view to explaning the role played by gamma linoleic acid
in micro-organism growth, the location of this acid m two Mucoer
strains 1n both the membrane limds and the lipids stores m the
myveefia and the spores, 15 studied. The fatly acid composiions of
these various components ars compared and a hypothesis proposed
on stored lipid migration, to explam the myeelium growth process.

RESUMEN

Localizacion del acido gamma linolénico en los micelios y las
esporas en dos mucorales.

A AGGELIS, M. PINA v J. GRAILLE. Oléagiveux, 1990, 45,
N°S.p 229232

A fin de explicar el papel que ¢l acido gamma lmolémico podria
desempenar en el crecimicnto de los microorganismos, se estudia la
localizacion da este écido en dos cepas de mucer ¢n los lipidos de
membranas, por una parte, ¥ en los lipudos de reservas de micehos
y esporas, par otra partle. Las composiciones de dcidos grasos de
estos diversos constiluyentes s¢ comparan, y se emile una hipitesis
sobre i mugracién de los lipidos de reservas para comprender el
funcionamiento del crecimuento de los micelios



