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Abstract-Citreomontanin, a new polyene 2-pyrone was isolated from the mycelium of P. pedemontanum. 
Based upon spectral data, it was assigned the structure: (all-E)-4-methoxy-S-methyl-6-(7,9,ll_trimethyl- 
1,3,5,7,9,11-tridecahexaenyl)-2 H-pyran-2-one. 

INTRODUCTION 

P. pedemontanum est une souche de Penicillium 
dkrite pour la premikre fois en 1963 [l] et encore peu 
ttudike quant & ses mttabolites. Une mycotoxine, la 
citkoviridine (l), dCjsl isolCe A partir d’autres souches 
de Penicillium (P. toxicarium, P. citreoviride, P. puluil- 
lorum) [2] y a 6tC rencontrke rkcemment [3]. Nous 
rapportons ici l’isolement et la description d’une autre 
lactone 5 enchainement polyknique que nous propo- 
sons de nommer citreomontanine. 

RtSULTATS ET DISCUSSION 

La citrkomontanine a CtC extraite & partir du 
myctlium fraichement rCcoltC, humide ou lyophilist 
de P. pedemontanum. Du fait de son instabilitk, ce 
produit n’est pas isolable lorsque le myctlium est 
sCchC avant l’extraction. Aprk purification par 

chromatographie sur colonne et recristallisation, la 
citrkomontanine est obtenue sous forme de cristaux 
orange. Sa masse molkculaire (352) et sa formule 

brute (C,,H,,O,) ont CtB dCtermin6es par SM haute 
rksolution (Tableau 2). L’analyse des don&es spec- 
trales nous a conduits g proposer pour la 
citrkomontanine la structure 2. 

La bande 2 1710 cm-’ observke en IR et l’absorp- 
tion k 415 nm en UV, comme dans le cas de la 
citrtoviridine [2], sont favorables ?I la prksence d’un 
cycle cr -pyronique substituk par une chaine 
Cthylknique. Le spectre de RMN du proton fait 
apparaitre 5 mkthyles. un mkthoxyle et 10 protons 
CthylCniques, mais sa complexit& le rend dficilement 
interpretable, m&me B 270 MHz. La prksence d’un 
singulet A 5,39 ppm caractkise Ie proton Cthylenique 
H3 situ& en cr du carbonyle. L’enregistrement du 
spectre dans le benzkne met en Cvidence pour ce 
proton un effet de blindage de 0,25 ppm, identique 2 
celui dCcrit pour la citrCoviridine [2]. 

Pour augmenter les inkquivalences entre les pro- 
tons, nous avons additionnk des quantitks croissantes 
de Eu(fod),. Les dkplacements induits par l’association 
du chilate avec la fonction lactone de la pyrone (Fig. 
1) montrent que cette derniitre est substituke en 4 et 
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Fig. 1. Deplacements induits observes pour difftrents rapports des concentrations [Eu(fod),]/ 
[citrtomontanine] (80 MHz, CDCI,, TMS ref. int.). [L,]: Concentration globale en chelate; [S,]: concentra- 
tion globale en substrat. 

La localisation des methyles 20, 21 et 22 est 
confirmee par l’examen en spectrometrie de masse du 
compose fourni par hydrogenation catalytique de la 
citreomontanine sur charbon palladie. Les doubles 
liaisons de la chaine Cthylenique et la liaison Cs = C6 
sont alors saturees et le produit forme de masse 366 
est constitue d’un melange de d-lactones CY$- 
ethyleniques diastereoisomeres. 11 presente en SM les 
fragmentations favorables aux branchements lateraux 
postules (M” - 29, - 57, -71, -99, - 113, - 141) 
dans une abondance relative superieure a lo%, alors 
que les coupures caracteristiques d’un autre 
enchainement (M” -43, -85, - 127) sont 
defavorisees [5] (Voir Partie Experimentale). 

Le spectre de masse de la citreomontanine est 
igalement en accord avec la structure de methoxy- 
4 methyl-5 (trimethyl-7,9,11 tridecahexabne- 
1,3,5,7,9,11 yl)-6 2H pyrannone-2 attribuee. Nous 
indiquons Fig. 2 les principales fragmentations 
observees a partir de l’ion moleculaire: elles sont pour 
la plupart d’entre elles voisines de celles rencontrees 
dans le cas des carotenoides [6]. Dans le cas de I’ion 
m/e 232, tout se passe comme si le methyle 22 migrait 

en Ciz, mais une etude plus precise de ce 
rearrangement reste a faire. 

La stereochimie de la citreomontanine est 

(gr: -H) 

deductible de l’analyse en RMN (rH et “C) des 
d&placements chimiques, des constantes de couplage 
et des d&placements induits par Eu(fod),. Les doubles 
liaisons C, = Cs, C, = Cl0 et Cl1 = C,, sont toutes de 
configuration E ainsi que le montrent les constantes 
de couplage de 15 Hz observees; ces trois liaisons sont 
coplanaires (JHsH9 = &,u,, = 10 Hz); le deplacement 
induit de H, est plus mtense que celui de H,, ce qui 
implique que la conformation de la liaison C,-C, est 
s-rrans; et la valeur du deplacement chimique de Hi6 
permet de dtduire la configuration de la liaison C,, = 
C1,. En effet, Cardenas a Ctabli que, dans les 
butadienes substitues, une difference de d&placement 
chimique de l’ordre de 1 ppm du proton en a de la 
double liaison consider&e existait en fonction de sa 
configuration [7]. Ainsi, dans un cas assimilable au 
notre, ce d&placement chimique est de 6,30 ppm pour 
une liaison E et de 6,73 ppm pour une liaison Z. Dans 
notre cas, la valeur trouvee inferieure a 6 ppm (5,99 ou 
5,81 en raison de l’ambiguite d’attribution entre les 
d&placements chimiques de HI4 et Hi& nous permet 
d’attribuer la configuration E a la liaison C,, = C,,. 

En RMN du i3C, l’examen des d&placements chimi- 
ques des methyles precise la configuration des liaisons 
C,, = C,, et Cl5 = Cl6 (pour les differents carbones, les 
attributions figurant Tableau 3 ont CtC propokes a 

l? 
(+2H)(-H) (gz: -3H)(-H) (+H) (-H) 

Fig. 2. Principales fragmentations observees a partir de l’ion moleculaire. La fragmentation e semble faire 
intervenir la migration du methyle 22. 
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Tableau 3. Spectre de RMN du *‘C de la 

citrtomontanine (CDCI,, TMS rCf. int.) 

8 (ppm) Carbone 6 (ppm) Carbone 

163,79 

88,68 

170,77 

107.57 

154,97 

118,39 

142,43 

127,20 

139,80 

130,75 

139,28 

132,30 c,,* 
136,59 cut 
133,56 c,5* 
136,48 c,,t 
133,79 c,,* 
125,95 C 1x 

13,91 C 19 

16.77 C 7.0 

18,94 C 21 

14,13 C 22 

8,87 C 23 

56,16 C 24 

“-t$: Ces valeurs peuvent &tre interverties. 

I’aide des donnCes de la 1ittCrature (8-l 11). En effet, 
dans le cas d’une st&Cochimie E, ‘I’effet y’ provoque 
un blindage du mkthyle situ& sur la double liaison 
concernke (deplacement chimique compris entre 12 et 
18 ppm), alors que lorsque la configuration est Z, cette 
interaction stkrique n’existe pas et le d&placement 
chimique des mCthyles a une valeur comprise entre 23 
et 25 ppm [9, lo]. 

Les valeurs que nous observons ici, comprises entre 
13,9 et 18,9 ppm, sont done en faveur d’une confi- 
guration E pour ces deux liaisons. Le d&placement 
chimique de 18,9 ppm est attribuable au mCthy1e 21. 
II s’expliquerait par une non coplanCitC des doubles 
liaisons C,, = C,,, C,, = C,, et C,, = C,,, la torsion des 
liaisons simples C,4-C,5 et C,,-C,, minimisant ainsi 
I’interaction sterique entre les m6thyles 20, 21 et 22. 
Cet effet stCrique serait tgalement susceptible d’expli- 
quer la valeur faible trouv6e pour 1’~ relatif au max- 
imum d’absorption en UV (hEa?: citreoviridine (1): 
388 nm (48 000) [2]; citrkomontanine (2): 415 nm 
(57 000). 

Le nouveau polybne que nous avons is016 posskde 
une configuration E pour toutes les doubles liaisons. 

Nous constatons done une similitude partielle de struc- 
ture avec Ia citrkoviridine. Nous avons en outre 
recherchC la citrtomontanine dans le mycklium d’un 
autre champignon synthktisant la citrioviridine, P. 
pulvillorum, et nous l’y avons rencontrke dans les 
m&mes proportions. II se pourrait done que 
citrtomontanine et citrCoviridine soient prCsentes con- 
jointement dans les m$mes souches de champignons et 
qu’il existe une relation biosynthktique entre ces deux 
mktabolites. Ce point fera l’objet d’une Ctude 
ultCrieure. 

PARTIEEXPlkRIMENTALE 

Les points de fusion (non corrig6s) ont ttC pris sur platine 
chauffante Reichert. Les spectres de masse B haute r&solution 

ont &tC rCalis6s sur spectrom&tre AEI MS 50 B double 

focalisation (Centre de spectroscopic de I’Universitt P. et M. 

Curie) (tension d’acc&ration 8 kV, energie des Electrons 70 

eV, courant filament 0,s mA); les mesures de masse exacte 
ont CtC effect&es avec une r&solution de 15.000; les ions 
fragments issus de Mt. ont et& determinCs par balayage 

combink de la tension d’accClCration et de la tension du 

secteur Clectrique (E’/V= Cte). Les spectres de masse 1 

basse rtsolution ont et& enregistrbs sur le spectromktre 

Thomson THN 208. Les spectres de RMN du “C B 20,115 

MHz (tubes uti1isCs de 10 mm de diamktre) et du ‘H B 80 

MHz ont BtC obtenus sur un appareil Briicker WP 80 DS. Les 
spectres de RMN du ‘H & 270 MHz ont btt rialisCs sur un 

appareil Briicker WH 270 Cquipe en transformie de Fourier 

(Laboratoire du Prof. Roques. IJniversitC Ren6 Descartes). 

Les souches de Penicilfium pedemonranum et de P. puluil- 
lorum nous ont 6tP fournies par la Mycothkque du Mu&m 

National d’Histoire Naturelle. 
Culture de Penicillium pedemontanum ef dr P. 

pulvillorum. Les cultures ont Ctt effectuCes soit en fioles de 
Roux, soit B l’aide du fermenteur Microferm New-Brunswick. 

Le milieu de culture et l’eau distill&e utilists ont ttt stCrilists 

a l’autoclave B 110” pendant 30 min. Les deux souches de 

champignons et les deux modes de culture fournissent des 

Gsultats comparables quant g la quantitt de citreomontanine 

obtenue. 
Culture en fioles de Roux. Le myctlium stdrile en suspension 

dans de l’eau disti1lCe est introduit dans les fioles contenant 

chacune 150 cm’ de milieu Czapek-Dox. Ces fioles sont 

maintenues 15 jours 2 22”. Une fiole de Roux fournit 2 g de 

myctlium (poids set &al&). 
Culture en fermenteur. La suspension St&rile de mycklium 

est introduite dans le fermenteur contenant Xl. de milieu 

Czapek-Dox. La culture est maintenue & 22“. sous aeration et 
agitation permanentes pendant 15 jours. Une culture fournit 

en moyenne 13 g dc mycelium pour I? pedemontanttm et 15 

g pour P. puluillorum (poids sets &al&). 
Isolement et purification de la cir&omontanine (2). Le 

myctlium est filtri: ct aussitcit lyophilist ou extrait par 

MeOH. Dans ce dernier cas, le MeOH est ensuite distill6 

sous pression rbduite. Le rCsidu obtenu ou le mycClium 

1yophilisC est repris par EtOAc. La solution d‘EtOAc stchte 

et concentrte sous vide fournit un r&idu brun rougedtre qui 

est chromatographi& sur colonne de silice (Si gel Merck- 

70-230 mesh; solvant d’elution: hexane-Me,CO, 2:l). La 

citrtomontanine est ensuite purifiCe 3 nouveau par 

chromatographie sur colonne (Si gel; solvant d’Clution: 

tolu&ne-EtOAc, 7 : 3), puis par recristallisations, successive- 

ment dans le Me,CO et le MeOH. La CitrComontanine pure 

obtenue reprtsente 0.5% du poids &alui de mycelium sec. 
Le jus de culture renferme tgalement de la citrComontanine. 

mais en tris faible quantite. 

Qtriomontanine (2). Cristaux orange, F”: 165-166 

(MeOH), Rf: 0,49 (hexane-Me,CO, 2: 1); 0,47 (tol&ne- 

EtOAc, 7 : 3) (Plaques analytiques Si gel Merck 60 F 254). 

UV AEazH nm (log E): 415 (4,75), 315 (4,17), 268 (4.13), 

232 (4,15), 208 (4,25). IR LIZ:,! cm-‘: 1710 (:C=O), 1630. 
1600, 1540, 1410, 1250. 

Hydroge’narion catalytique de lu cirre’omontanine. 50 mg de 

CitrComontanine sont hydrogCnis pendant 3 hr dans EtOH 

en prksence de charbon pal1adiC. Aprtts filtration. on obtient 
un &idu huileux constituP d‘un Inklange de 

diastCreoisom$res de la lactone cu,p-insaturCe correspondante 

(C23H4203). UV hzEH nm: 215, 240. 290. IR ~1::; cm-‘: 
2930, 1720, 1625. SM (70 eV. 200): M+. 366 (38%). 351 

(27%), 141 (100%) 337 (10%). 309 (18%). 323 (1%) 295 

(lo%), 267 (45%), 281 (6%) 253 (16%). 225 (11Y). 239 

(3%). 
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