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Abstract —Sesquiterpenoids claborated by Penicillium roqueforti PR Toxin (PRT), eremofortin A, B, C. D
(EA, EB, EC, ED), have been studied by '"HNMR and '*C NMR. The structure of a new mectabolite
eremofortin E (EE) has been established by X-ray diffraction. The absolute stereochemistry of all metabolites
has been determined by comparison with the absolute configuration of PRT (determined by X-ray anomalus
dispersion) using rotatory dispersion and circular dichroism curves. The sesquiterpenoids of P. roquefort:
belong to the eremophilane series with the unusual 7x side chain.

Résum¢ - Une étude structurale compléte des métabolites sesquiterpéniques ¢laborés par Penmcillium
roguefortila PR Toxine (PRT), les érémofortines A. B, C. D (EA, EB. EC, ED) utilise RMN 'H et RMN '*C.
La structure d'un nouveau métabolhte I'érémofortine E (EE) a été confirmée par diffraction de rayons. La
stéréochimie absolue de la série a été obtenue par comparaison avec la configuration de PRT (déterminée par
diffusion anomale de rayons X) grace aux courbes de dispersion rotatoire et de dichroisme circulaire. Les
sesquiterpeénes de P. roqueforn: appartiennent a la série érémophilane possédant la chaine latérale 7x
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inhabituelle.

Penicillium roqueforti est I'espéce fongique utilisée dans
I'affinage du fromage de Roquefort et de divers autres
types de bleu. Ru Dong Wei'-? a isolé du milieu de
culture de P. roqueforti une toxine de structure
sesquiterpénique: la PR Toxine (PRT). D’autres
auteurs®* ont isolé du mycélium de ce champignon
des alcaloides du type indolique. Nous avons pour
notre part isolé 4 nouveaux sesquiterpenes du milieu
de culture de ce champignon®® (Schéma 1). Nous
avons montré, grace a ces métabolites sesquiterpé-
niques de structure trés proche de la PR Toxine, que la
toxicite et les propri¢tés biochimiques de la PR Toxine
(inhibition de la synthése des protéines) étaient dues
principalement a la fonction aldéhyde présente sur ce
métabolite.” Nous présentons dans ce travail les
données structurales complétes des Erémofortines A,
B, C, D, lisolement d’un nouveau meétabolite,
I’Eremofortine E, et une étude stéréochimique
compléte de la série.

Structures de lérémofortine et de la PR imine

L’Erémofortinc E EE a été isolée du milieu d’unc
culture de la souche répertoriecc NRRL 849
(productrice de PRT). Au cours de cette culture nous
n‘avons pas retrouvé PRT, mais deux métabolites que
nous avons purifiés par chromatographie sur silice par
élution de mélanges chloroforme-méthanol. La
cristallisation d’une fraction homogéne en CCM
permet d’isoler EE (90 mg). Une fraction plus polaire

soumise a la cristallisation dans I'éther permet d’isoler
un métabolite déja connu. la PR imine? (140 mg).

La PR imine dont la structure a été ¢tudiée par Wei?
résulte de la réaction de I'hydroxyde d’'ammonium en
solution méthanolique sur PRT. Le métabolite
“naturel” obtenu précédemment s’avére en tous points
semblable au compos¢ de synthése: comportement en
CCM, point de fusion, point de fusion de mélange,
pouvoir rotatoire, dichroisme circulairc, RMN du
proton.

Structure de EE. La structure proposée repose sur
les données spectroscopiques. La faible quantité
disponible ne permettant pas de confirmations
chimiques, nous avons confirmé la structure par une
étude en diffraction de rayons X (Fig. 1).

Le remplacement de la fonction aldéhyde de PRT
par une fonction amide dans EE repose sur lcs données
suivantes: (a) en RMN du proton (60 MHz), le proton
aldéhydique 4 9 ppm disparait. On voit apparaitre
deux massifs (1-H d'intensit¢) a 56 et 6,1 ppm
échangeables avec D, O que I'on attribue 4 NH,; (b) le
spectre RMN du !3C (15,08 MHz) trés proche de celui
de PRT présente un singulet a 172,6 ppm caractéris-
tique de la fonction amide; (c) le spectre I.R. (KBr)
présente des bandes NH (3480 cm ™! fine et 3160 large
et multiple). La région des carbonyles est tres riche.
1735cm ™! (CO acétate), 1710cm ™' (amide libre),
1680cm ! (CO conjugué), 1665cm ! (amide lié).
1620cm ™" (double liaison conjuguée).
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Schéma 1.

L'analyse en spectrométrie de masse ne permet pas
de détecter la présence de 'azote. Le pic a m/e 318
correspond a M™ — 17 (NH;). La mesurec en haute
résolution donne pour M* — 17318, 1109 (calculé
pour C,-H,;0, 318, 1103).

Eremofortine E

Fig. 1. Stéréochimie de EE obtenue par diffraction de rayons X.

L’analyse ou diffraction de rayons X a été obtenue a
partir d'un monocristal (méthanol). L'enregistrement
de 1139 réflexions a été réalisée au diffractométre
automatique équipé d'une cathode au cuivre. La
structure a été résolue par la méthode directe en
utilisant le programme Multan.® La valeur finale du
coeflicient de véracité est R = 4.31%,. La maille est
monoclinique. Ses paramétres sont a = 13,529A; b
=8016A;c=79A et § =10291°. Le groupe spatial
est P2,. Les Tableaux 1la, b, c indiquent Iles
coordonnées fractionnaires, des atomes lourds, les
longueurs de liaison et les angles.

La présence dans une méme culture de ces deux
composés azotés pose le probléme de leur origine
naturelle. En effet, cette expérience n'a jamais pu étre
reproduite. Il s’agit probablement d’une modification
du milieu de culture au cours d’unc stérilisation a
I'autoclave. L'identité chimique et stéréochimique des
PR imine naturelle et synthétique, permet de penser
que ces deux métabolites sont élaborécs de la méme
maniére: une réaction chimique d’ion ammonium sur
la fonction aldéhyde de PRT. Cette réaction se serait
produite dans le milicu de culture pour la PR imine
naturelle. Néanmoins, EE qui apparait simultanément
provient plus probablement d’'une métabolisation par
le champignon. Nous proposons un schéma de
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Schéma 2. Schéma de biosynthése hypothétique de EE et PR imine

synthése de ces deux métabolites (Schéma 2). EE
pourrait étre formée par oxydation par un alcool
déhydrogénase de la carbinolamine intermédiaire de la
réaction de NH; sur la PRT (biosynthétisce
normalement par le champignon). NH; provenant
d'une altération du milicu de culture. Nous avons
cherché a vérifier ce schéma par addition de sulfate
d’'ammonium dans le milieu de culture. Nous n'avons
jamais pu réisoler ce métabolite. scul est présente la PR
imine dans ces conditions.
Comparaisons  structurales et stéréochimie  des
sesquiterpenes

I.a démonstration des structurcs EA, EB. EC.ED a
déja fait I'objet de publications.®-® La structurede ED a
é¢te confirmée par diffraction de rayons X.” donnant ainsi
accés a la stéréochimie relative de cette série. Le
Tableau 2 rassemble les données de RMN du proton
de la série. Les valeurs des deéplacements chimiques
attribués aux divers protons ont été confirmées chaque
fois que nécessaire par des expériences de double
irradiation. Sur EA. le multiplet a 0 = 1.79 ppm (H-4)
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devient par irradiation du CH; 14 (0 = 101) un
doublet (J = SHz). résultant du couplage H-3. H-4.
Dans le cas de ED, lirradiation du doublet a
d = 139 ppm (H-6,) transforme l¢ doublet a o = 1,80
cn singulet (H-6y). La Figure 2 donne 'exemple du
spectre de EB mesur¢ a 200 MHz. Les divers protons sc
distinguent aisément. Seuls les protons H-6 donnent
un ensemble de pics peu analysables. Le proton en H-7
(& = 3.26) sc présente sous la forme d'un doublet de
doublet (J, = 14Hz, J, = 5Hz) indiquant que ce
proton est en position axiale, couplé aux protons H-6
par une constante J, , et J, . Le méthyle C-13 cst
couplé a longue distance aux protons vinyliques en 12
J.. + e = 22H2).

L attribution des signaux des méthyles tertiaires C-
15. C-13. C-12 résulte des comparaisons de I'ensemble
des composés et des données de la littérature.?

Les données des spectres de carbone 13 sont
rassemblées dans le Tableau 3. Les déplacements
chimiques observés pour les carbones des groupe-
ments fonctionnels: cétone a8 éthylénique. aldéhyde,
amide. imine x.ff éthylénique. acétate double haison,

14
'
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Fig. 2. Spectre RMN 'H de EB (200 MHz).
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Schéma 3. Incorporation de l'acétate de sodium dans le
squelette ¢rémophilane.

hémi-acétal, époxydes, alcool sont tout a fait
caractéristiques. Les signaux C-1, C-2 et C-7, C-11
(époxydes) sont différenciables par leur multiplicité
en découplage off résonance. Néanmoins, il est
impossible de choisir sur cette basc entre les signaux C-
1 et C-2. L attribution des déplacements chimiques des
méthyles C-14, C-15, C-12 ¢t C-13 repose
principalement sur la comparaison des valeurs
obtenues pour toute la série. Le signal a champ haut est
attribué au C-14 dont l'environncment est trés
semblable dans toute la série. Nous avons attribué des
valeurs déterminées aux divers carbones C-1, C-2, C-
12, C-13, C-15. Ces attributions reposent sur des
expériences d’incorporation de carbone-13.

La nature sesquiterpénique du squelette carboné de
ces molécules permet de prédire sur ce squelette le
mode d'incorporation d'un précurseur des terpénes:
'acétate de sodium. L'incorporation biologique
d’acétate de sodium enrichi en ! 3C sur le C-2 se traduit
dans le spectre RMN *3C du terpéne envisagé par une
augmentation du signal des carbones provenant du C-
2 enrichi. Le schéma 3 indique le mode de synthese
d’un squelette érémophilane a partir de l'acétate.
L’augmentation de I'intensité du signal a & = 55,9 de
PRT permet de dire que ce signal correspond au C-1de
PRT. Unc étude réalisée avec de I'acétate de sodium
enrichi en '3C sur les deux carbones C-1 et C-2 permet
de déterminer sans ambiguité que le pic a é =219
correspond au C-15 de PRT (Ref. 10 et Moreau
résultats non publiés). Le signal 8 6 = 13,6 de PRT a
donc été attribué au C-13 du squelette (attribution

inverse de la Ref. 2). Pour les autres métabolites, les
valeurs ont été attribuées par comparaison.
Stéréochimie

La stéréochimie relative de ces métabolites est
deéduite des structures obtenues par diffraction de
rayons X sur PRT, ED et EE. Elle est cclle indiquée sur
les Fig. 1 et 3. Les méthyles C-14 et C-15, les divers
époxydes sont en cis. La fonction en 3 est axiale. La
stéréochimie absolue n’a jamais été précisée.

Les courbes de dispersion rotatoire (Fig. 4)
montrent toutes un effet Cotton positif nct pour la
transition n — n* des systémes cétones «,f-insaturés. Il
est permis d’affirmer que fa configuration absolue de
I'ensemble de ccs métabolites est identique.

La complexité des vagues de dichroisme de ces
métabolites (Fig. 5) est le reflet de la présence de
nombreux groupements fonctionnels conjugués
(cétones 2,8 éthyléniques conjuguces selon les cas a 1
ou 2 époxydes, ou cétones a8 éthyléniques présentant
également en B,; une double liaison). La régle des
octants proposée par Snatzke'' pour les cétones «.8
insaturées ne nous parait pas applicable dans ce cas. La
comparaison des courbes de dichroisme montre que
les vagues sont trés différentes selon la présence ou
I'absence de I'époxyde 7-11 (comparaison entre les
courbes EA, PRT, EC, EE d’une part et EB d’autre
part). Tous les composés possédant la fonction
époxyde montre un effet dichroique nettement positif
associé a la bande R. Par contre, EB possédant une
double liaison en f,; du carbonyle conjugué montre

Fig. 3. Configuration absolue de PRT obtenue par diffraction de R.X.
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dans cettc méme région un effet dichroique multiple
d’amplitude faible difficile a interpréter et qui pourrait
résulter d'interactions électroniques entre la cétone
insaturée et la double liaison en j,;.'? Cet effet scrait
moins sensible en dispersion rotatoirc (existence
d’inflexions aux environs de 370 nm).

Nous avons cherché a déterminer la configuration
absolue dc ces métabolites par diffraction de rayons X
sur PRT. L'obtention d’un dérivé cristallisé possédant
en 3 une fonction p. bromobenzoate s'est avéree
impossible. Nous nous sommes alors orientés vers la
détermination directe par diffusion anomale de
I'oxygéne sur PRT. Cette étude fera 'objet d’un article
complet.'* La structure absoluc cst celle indiquée sur
la Fig. 3. Elle correspond a la série érémophilane®
dans laquelle les méthyles C-14 et C-15sontciset . La
configuration de la chaine en 7 peut étre x ou f. (La
configuration 78 est de loin la plus fréquente).

La présence de la fonction époxyde C-7 C-11 de
configuration  sur PRTet EA, EC, ED, EE ne permet
pas de définir exactement si les sesquiterpenes de P.
roqueforti appartiennent a.la série 7x ou 78. La
biosynthése d’un époxyde est effectuée a partir de la
double liaison correspondante. La stéréochimieen 7 a
ce niveau n'est donc que le reflet de la stéréochimie de
Iintroduction de I'époxyde. De méme, la présence en 7
d'un carbone sp? ne permet pas de choisir. EB poss¢de
la chaine isopropényle en 7 et est pour cela trés
certainement un précurseur biogénétique des autres
Erémofortines. La configuration en 7 de ce composé est
donc importante pour choisir entre la séric
érémophilane 78 et la série épimerc en 7 (Fig. 6).

L’examen des courbes de dispersion rotatoire et de
dichroisme de EB ne permet pas de choisir entre ccs
deux possibilités.

L'examen des modéles de Dreiding montre que,
dans le cas d'une chaine 2. le proton en 7 est f§ axial en
interaction 1,3 diaxiale avec le méthylc C-15. L’autre
configuration ne montre bien sir aucun cffet de ce
type. Nous nous sommes orientés vers 'étude de cette
interaction par mesure de l'effet Overhauser. Le
spectre a 200 MHz de EB montre que ces signaux sont
bien distincts (Fig. 2).

L'irradiation en CH;-15 provoque une augmen-
tation de 20°, du signal H-7. Par comparaison,

20!

Fig. 5. Courbes dcidichroisme circulaire.
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Fig. 6. Configurations ¢n 7 de EB.

I'irradiation en CH;-14 ou CH3-15 ou @ 6 = 0,5 ppm
ne provoque aucune augmentation du signal observé
(Tableau 4). Cet effet Overhauser trés net permet de
penser que la chaine latérale en 7 est a.

Les sesquiterpénes de P. roqueforti appartiennent
donc 4 la sérié érémophilane 7x peu fréquente mais
seérie caractéristique des métabolites isolés des
divisions inférieures du régne végétal (champignon,
hépatique Itc)! *'© les sesquiterpénes isolés des plantes
supéricures étant de la série 78."7

La phoménone isolée du champignon Phoma
exigua'® est un sesquiterpénc de squelette érém-
ophilane qui présente une configuration f des
méthyles C-14 et C-15 et f# de la chaine latérale cn 7.
Mais il faut remarquer ¢galement que la géomeétrieen 7
ne correspond pas obligatoirement 4 la géométrie
originelle du squelette en raison de la présence en 6.7
d’un époxyde.

Il faut remarquer que tous les métabolites
sesquiterpéniques actucllement isolés de P. roqueforti
possédent un époxyde en 1-2. Nous n’avons pu. malgré
de nombreuses tentatives, isoler d’autres métabolites.

S. MOREAL et al.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres IR ont été mesurés en solution dans le
chloroforme ou cn pastille de KBr sur un appareil
Perkin-Elmer 477. Les spectres UV ont été enregistrés sur un
apparell Cary 118¢ ou Beckman modéle 24. Les rotations
spécifiques  ont été mesurées sur un polarimétre
Perkin—Elmer 141, les dispersions rotatoires sur un
spectropolarimétre  Fica spectropol 1. Les mesures de
dichroisme circulaire ont été prises en solutions dans le
chloroforme (cellule 0.01c¢m) sur un dichrographe
Jobin-Yvon RJ Mark I11. Les spectres RMN de 'H ont été
enregistrés sur appareils Vanan A.60 (60 MHz), Caméca
(250 MHz). L'effet Overhauser a éte mesuré sur un appareil
Varian XL 200, I'¢chantillon (5mg) préparé dans le
chloroforme en tubes scellés, le découplage a ¢ét¢ réalisé en
temps partagé cn irradiant pour 30 sccondes les pics
envisagés. Les spectres RMN du '3C ont été mesurés en
solution dans le chloroforme sur spectrographes Briicker HX
90 (25,18 MHz) et WP 60 (15.08 MHz). Les spectres de masse
(SM) ont été enregistrés sur appareil AEI MS 12 (basse
résolution) ¢t MS 9 (haute résolution) au laboratoire de
Chimie Appliquée de I'Université de Bordeaux I, Bordeaux,
France. Les microanalyses ont éte effectuées par le Service
Central de Micronalyse du C.N.R.S. de Thiais, France. La
souche de Péntcillium roqueforti NRRL 849 nous a été fournie
par le Northern Regional Research Center (Peoria, US.A.).
La souche B utilisée pour I'affinage de formages de type bleu
d’Auvergne nous a été aimablement fournte par le Dr. M.
Jemmali, I.N.R.A., Paris, France. Les souches sont clonées au
micromanipulateur et conservées en tubes inclinés sur
Potatoes Destrose Agar (PDA DIFCO). Le milieu de culture
contient 20 g/l d'extrait de levure et 150 g/1 de saccharosc dans
de I'eau déminéralisée. Ce milieu est vers¢ dans des fioles de
Roux a raison de 100 ml par fiole et stérélis¢ a I'autoclave a
110° pendant 20 minutes. Une suspension de spores cst
réalisée et on ensemence environ 10 a 10® spores par fioles.
Les fioles sont incubées pendant 12-14 jours  25° en cultures
stationnaires a I'obscurité. Le milieu de culture cst filtré, puis
extrait au chloroforme dans une ampoule & décanter.
L'extrait est concentré a I'évaporateur rotatif a 50° et conservé
a4 —20°C avant punfication.

Les chromatographies sur couches minces (CCM) sont
réahsées avec du gel de silice Merck. et ¢luces par des
mélanges chloroforme méthanol en proportions variables (de
2-5", en méthanol). les plaques sont révélées par
pulvérisation d'acide sulfurique concentré, examinées sous
UV 4 365nm, puis chauffées a 120° pendant 10 minutes. Les
chromatographies sur colonnes ont été effectuées sur gel de
silice Merck (0,05-0,2 mm).

Eremofortine A, B. C. D et PRT

Nous disposons d’une souche de P. roqueforti utihsée pour
I'affinage de fromages de type bleu d’Auvergne. Des spores de
cette souche sont ensemencées des fioles de Roux sur un
milieu semi-synthétique contenant du saccharose ct de
I'extrait de Icvure. Apreés 12 4 14 jours de culture, le milicu de
culture est récolté et extrait au chloroforme.

Tableau 4. Effet Oberhauser sur EB

Irradiation Intégrale H-3 Intégrale H-7 H-7/H-3
is 1,72 c-13 81,48 84,83 1,04
S6 1,36  C-15 82,41 99,86 1,21
S81,09 C-14 85,5 £4,89 0,99
S 60,5 86,6 82,56 0,95
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L'extrait chloroformique huileux de 100 fioles { ~ 3,5 g) est
analysé par CCM. La révélation a I'acide sulfurique permet de
montrer la présence de S taches principales qui sont dans
I'ordre de polarit¢ croissante: I'Erémofortine A EA.la PR
Toxine PRT, I'Erémofortine B EB, I'Er¢mofortine C EC et
I'Erémofortine D ED. Une chromatographie sur colonne de
sihee ¢luée par ces mélanges chloroforme méthanol de
05", 107, en meéthanol permet disoler des fractions
ennchies en ces diverses taches. Ces fractions sont ensuite
soumises séparément a unc nouvelle chromatographie sur
silice avec un gradient de chloroforme-méthanol plus
progressif On obtient finalement S fractions correspondant
aux 5 taches observées en C.C.M. Des cristallisations
effectuées dans des solvants appropri¢s permettent d'isoler
environ E4 70mg. PRT 150mg. EB 90mg, EC 30mg. ED
70 mg.

Incorporation biologique de '*CH,-COQNa

S Fioles de culture de la souche NRRL 849 sont utilisées.
L acétate de sodium '*C-¢ (500 mg cnrichisscment 90, ) cst
additionn¢ stérilement en solution aqueuse au 3éme et 6éme
Jour de culture. La culture est extraite au 14éme jour. On
récupere 40 mg de PRT cnistallisée’

Erémofortine A EA. Cristaux blancs (éther éthyhque). F
159 161°: "x]p, + 205° (¢ = 0.9. CHCl;). SM. mje 306 (M ™),
277, 246, 231, 218, 206, 177, 159, 149; SM haute résolution
M 306. 14663 (calcui¢ pour C,-H;,05 306, 14671). UV
(CHC13) 2oy 246 nm (= 14700). IR (KBr) 1740, 1670, 1620 et
12d0cm '. RMN'H (250 MHz): 6 ppm101 (3H, d,

= 7THz, CH;-14): 1,32 (3H, s, CH;-12): 140 (3H, s, CH;-
13):1.52(3H,s.CH;-15);1,79 (1 H.qd.J, = 7 Hz,J, = 5Hz,
H-4): 192 (1 H.d,J = 15Hz, H-6,); 2.14 (1 H,d. J = 15Hg,
H-6g); 2,15 (3H, s, CH;--C0O0); 3,77 (1 H,d, J = 3,5Hz H-
1): 39 (1H, dd. J, =SHz J, = 35Hz H-2): 512 (1 H, 1.
J = 5Hz. H-3):6.25 (1 H, 5. H-9). RMN '*C (25,2 MHz): o
ppm (référence TMS)C-1,559 (d): C-2 55,2 (d); C-369,9 (d);
C-4,42(d): C-5.37,2(5): C-6.42.1 (1): C-7,62.40u 64,6 (s). C-
8 1938 (5): C-9.131.5 (d): C-10,160.7 (s): C-11,624 ou 64.6
(5); C-12, 229 (q). C-13. 19,5 (g): C-14, 104 (q): C-15. 21,7
(q): C-16, 1707 (s): C-17, 20,7 (q).

Erémofortine B EB. Cristaux colores (¢ther éthylique) F
121 123° “2)p + 115° (¢ = 09. CHCly). SM mye 248 (M ™).
233,190, 180, 151. UV (CHCly) 4., 249nm (£ 15800). IR
(KBrj3520,1670 ¢t 1620cm ~'. RMN 'H (250 MHz): 6 ppm.
109 3H.d.J = 7Hz. CH,-14): 1.36 (3H.s. CH;-15); 1.52
(1H.qd. }, =7Hz J, =5Hz, H-4);1.72 (3H.d.d,J, + J,
= 2,2Hz7):2 (1 H, échangeable avec D,O O H):3.26 (1 H.d.
d.J; =14HzJ, = 5Hz. H-7): 3.69 (1-H.d.J = 3,5Hz H-1);
385(1H.d,d.J; = SHz, J, = 35Hz, H-2):4,12 (1 H, m. H-
3):484 (1 H. m  H-12); S (1 H. m, H-12): 6.2 (1 H, s, H-9).
RMN '3C(25.2MHz): § ppm (TMS) C-1,. 58,2 ou 57.9 (d): C-
2.5820u579(d): C-3.68,2(d). C-4.45,7 (d); C-5.369 (5): C-
6.424 (1): C-7. 50,5 (d): C-8, 197.7 (s). C-9. 131.3 (d); C-10,
161.2(s): C-11,1429 (s): C-12,114.7 (1): C-13. 18,8 (q): C-14.
9.9 (g): C-15, 20.1 (q). Analyse C,H,,0; calc. C. 72.55; H.
8.12. Trouve C, 72,53: H., 8.06",

Erémofortine C EC. Vour référence 6.

Eremofortine D ED. Cristaux blancs (acétate d'¢thyle). ¥
209-211°: jalp + 91° (¢ = 1,2, CHCly). SM mie 324 (M),
293, 207, 161. 137, 109. IR (KBr) 3420, 1735, 1250cm ™.
RMN 'H (250 MHz): 8 ppm 0,92 (3H.d.J = 7Hz CH,-14),
1,18 (3H. s, CH1-15): 1.39 (1 H, d, J = 13Hz, H-6,); 145
(1H.s. CH;-13): 1.65 (1 H, qd, J, = 7THz, J, = 6 Hz, H-4):
180 (1 H.d.J = 13Hz H-64): 2,12 (3H, 5. CH; COO): 2.62
(1 H.échangeable avec D,0,.0 H);3.16(1 H.d,J = 4 He, H-
1).346 (1 H,dd.J, = 5HzJ, = 4Hz);3,83 (2H.5,CH,-12):
524(1H.dd.J, =6Hz.J, = SHz). RMN '3C:§ ppm (TMS)
C-1.50.2 (d}, C-2, 57,6 (d): C-3, 71.3 (d); C-4. 41.7 (d): C-5,
38.4(5):C-6,356 (1): C-7.684 ou 61.1 (s); C-8. 1019 (5); C-9,
IM3(1):C-10.439(5): C-11,6840u 61,1 (5): C-12,69.7 (t): C-
13.11.3(q). C-14.9.7 (q); C-15. 155 (q): C-16, 171 (s): C-17.
20.8 1q). Analyse C,-H,,0, calc C,6295; H. 746 Trouvé C.
62,73, H. 744" .
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Erémofortine E EE. Cristaux incolores (méthanol). F 240°
(dec); [2]p + 227° (¢ = 54, CHCl;). SM m/e 318 (M*-17),
291,276, 220, 178, 135, 121, 91; Massc haute résolution M*-
17, 318 1109 cal pour C,,H, 30, 318, 1103. UV CHCl, /.,
250 nm (£ 15720). IR (K Br) 3480, 3160, 1735, 1710, 1680. 1665,
1620cm '.RMN'H (60MHz): 6 ppm | (3H.d.J = 7.5Hz,
CH;-14): 132 (3H. s. CH;-15) 1.60 (3H. s, CH,-13): 2.16
(3H.s.CH-COO0): 36 (1 H.d.J =35Hz H-1):39 (1 H. m,
H-2): 512 (1H. t. J=5Hz H-3); 56 (1H. s large,
échangeable avec D,0. N-H); 6.1 (1 H, s large, échangeable
avec DO N-H): 6,35 (1 H,s, H-9). RMN '*C (15,08 MHz): é
ppm (TMS)C-1,559(d): C-2,554(d); C-3.69.9 (d): C-4.42.5
(d); C-5.37.5(s); C-6,409 (1); C-7.64.7 0u 63.2 (s); C-8 190.6
(5):C-9.130.6 (d); C-10, 1629 (). C-11.62.7 0u 632 (s): C-12.
1726 (s): C-13. 16,6 (g): C-14. 10.2 (q): C-15, 222 (q): C-
16, 170.7 (s): C-17, 207 (q).

PR imine (échantillon naturel). Cristaux blancs. F 214° ¥
melange identique avec échantillon de synthése. “aJp + 315°
(C =48 CHCl3); SM mie 319 (M ™), 290, 276, 216, 188, 160;
IR (KBr) 3150, 1735, 1625cm ™~ '; UV CHCl,, /. 248 nm
(¢ =12740). RMN 'H (60 MHz): sppm | (3H.d,J = 7Hz,
CH-14): 135 (3H, s, CH+-15): 1,62 (3H. s. CH-13): 2.16
(3H. 5. CH,COO): 37 (1 H.d. 3.5Hz H-1); 3.8 (1 H.m. H-2):
52 (1H. t.J = 5Hz H-3): 54 (1 H. s, H-12): 54 (1 H large
échangeable D;0): 6,7 (1 H, s, H-9). RMN '3C (15.08 MHz):
dppm (TMS) C-1, 56.8 (d): C-2. 549 (d): C-3, 70,4 (d); C-4.
427 (d): C-5,38,5 (s). C-6,36.2 (1): C-7,67,8 ou 72,1 (s): C-8.
1578 (s): C-9, 1247 (d); C-10, 157.8 (s): C-11, 67 ou 72.1 (s);
C-12.938 (d); C-13.103 (q); C-14.10.3 (q); C-15. 21,6 (q): C-
16. 1706 (s): C-17, 20.7 (q). Analyse C;5H,, ON calc C.
6393:H,6.63:0,2505:N.4.39 Trouv¢ C.6393: H.6,70: O,
2506: N, 436" .

Remerciements  Nous remercions Mme A, Masset pour son
excellente aide technique.
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