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Abstract—Fruit-bodies and mycelia of Byssomerulius corium (Fr.)Parm, contain a large quantity (ca. 18 and 5-12%
respectively of dry weight) of byssomeruliols, new phloracetophenone derivatives. Structures were elucidated by
spectroscopic methods with emphasis on mass spectrometry. These compounds appear to be restricted so far to this

" species.

Au cours de nos recherches relatives aux substances
photoabsorbantes des champignons, nous avons été
conduits 4 élucider les structures d’une série de molé-
cules abondamment synthétisées par Byssomerulius
corium(Fr.)Parm., Aphyllophorale lignicole, carac-
térisées par leur maximum d’absorption i 286 nm et
présentant une légére activité antifongique; il s’agit de
dérivés a longue chaine aliphatique mono et dihy-
droxylée de la phloracétophénone que nous avons
nommés byssoméruliols.”* Les régles de fragmentation
établies précédemment lors de la détermination struc-
turale du byssoméruliol A 1 nous ont permis d’assurer les
structures de sept autres byssoméruliols (Fig. 1).

Ces substances, étudiées tout d'abord 3 partir
d’extraits alcooliques des carpophores récoltés in natura,
se retrouvent également, en teneurs absolue et relative
sensiblement différentes, dans les extraits mycéliens de
cette méme espéce.
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RESULTATS ET DISCUSSION

La forte teneur absolue en byssoméruliols par rapport
au poids sec que présente B. corium constitue un fait
remarquable: cette teneur est sensiblement constante
pour les carpophores (de 17 i 19% selon les échan-
tillons), moins élevée et plus variable pour les mycéliums
(de 5 & 12% selon les conditions de culture).

Les teneurs relatives en chacun des 8 byssoméruliols
du carpophore et du mycélium, déterminées par CLHP
analytique a partir d’extraits alcooliques, sont consignées
dans le Tableau 1. On observe I'aptitude du mycélium a
fabriquer proportionnellement davantage de byssoméru-
liols monohydroxylés (3, 4 et 5), de méme que des
composés dits “P 280" encore non identifiés, mais moins
de dérivés glycosylés (6, 7 et 8).

Aprés extraction exhaustive 4 froid, dégraissage par
I’éther de pétrole, les divers byssoméruliols contenus
dans I’extrait brut ont été séparés par CLHP préparative
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Fig. 1.
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Tableau 1. Tenews relatives en byssoméruliols du mycélium et
du carpophore de B. corium(Fr.)Parm.

Nature des % dans
Bygsoméruliols carpophores mycéliums
A(2) 37 n
B{2) 6 --

-7 C+D(3+4) 20 30
E(5) 7 10
F(6) H 1
G+H(T+8) 14 1
P 280 5 32

avec recyclage; grice a cette technique il a été possible
d’obtenir isolément les byssoméruliols A(1) et B(2) non
séparables par ailleurs (Tableau II). Pour les byssoméru-
liols C et D (3 et 4) il a été nécessaire de pratiquer un
couplage CPG/SM afin d’assurer leur identification
structurale. Le Tableau 2 récapitule I'ensemble des don-
nées chromatographigues obtenues.

Les spectres UV des 7 nouveaux byssoméruliols sont
parfaitement superposables a celui du byssoméruliol A(1);
ceci indique un méme chromophore pour tous les com-
posés de la série, fait confirmé par I'analyse des spectres
de masse ol I’on retrouve les ions & m/z 153, 168 et 181
pour les produits naturels, & m/z 369, 384 et 397 pour les
dérivés TMSi, &3 m/z 195, 210 et 223 pour les dérivés
perméthylés des byssoméruliols A, B et E (1, 2 et 5): tous
les byssoméruliols isolés possédent la structure de base
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suivante:

HO CO-CHz -R

OH

et se différencient donc au niveau de leur chaine latérale
R.

L’absence de CH,OH en RMN 'H, confirmée chaque
fois que possible par RMN *C, et la multiplicité du seul
CH; (triplet ou massif dans le cas du mélange des bys-
soméruliols C et D) démontrent I'existence générale
d’une chaine linéaire non ramifiée (Tableau 3).

La principale difficulté a donc consisté & situer le(s)
OH libre(s) ou glycosylé(s) sur cette chaine latérale;
I'étude précise des fragmentations obtenues en SM des
dérivés TMSi et selon les cas, des produits naturels et
(ou) de leurs dérivés perméthylés a permis de résoudre
les problémes posés en appliquant les régles de frag-
mentation établies pour 1 et déja connues par ailleurs’”
(Fig. 2 et Tableau 4).

Byssoméruliol B(2)

Les caractéristiques physico-chimiques du bys-
soméruliol B sont pratiquement identiques, pour le
produit naturel comme pour ses dérivés (PM, TMSi,
acétonides) 4 celles obtenues pour le byssoméruliol A, &
’exception toutefois du temps de rétention en CLHP

Tableau 2. Caracteristiques chromatographiques des Byssomeruliols

>

byssoméruliols

B
2
o~
systémes
chromatographiques

+

6+ K
LA

I =

3
F A -

Ordre d'élution sur
colonne de polyamide
acétyle(l)

CLHP des byssoméruliols

TR(mn) (2) 13,08 10,92

16,68 16,68 28,52 20,20

10,08

CCM des
byssoméruliols;Rf(3)
(fluorescence bleue}

0,40

0,60 0,1

trainée

0,1
trainée

CPG des byssoméru-
Tiols perméthylés
TR(mn)(4)

10,40

CPG des byssoméru-

liots silylss 13,10 13,10

TR(mn)(4)

CPG des byssoméru-
Tiols silylés

TR(mn) (5)

22,40 22,40 12,10 11,00 17,40 - -

(1) Colonne de polyamide MNSC 6 Ac;élution par 1'acétate d'éthyle con-
tenant des concentrations croissantes de “eOH(0 & 107 ).

(2) CLHP

: appareil analytiaue Waters;colonne de silice greffée

CIB microbondapak;solvant:méthanol-eau(8-2);d8hit:0,3 ml/mn(30xT,39
\

[3) CCM
(8) cP&

cr)

gel de silice F254;501vant:méthano]-C”Cla(l-ﬂ)A

: appareil GIRPIL;cclonre en pyrex{1x0,002r)remplie de chromo-

sorb W-HP(100-170mesh)imprégné d'0V 17 a 0,5".

température:260 °C pour les dérivis perméthylés
240 °C pour les dérivéc THSI

débit d'N2 224 ml/mn

(5) CPC: appareil

GIRDFL;colonre en pyrex(?,2x0,002 r),remplie de

chromosorh W-AW-TMCS 80-100 mesh imprégnéd'CVv17 a 3

270°cC

température:
© 9,3 ml/mr

débit

(6) Apreés hydrolyse acide
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Tableau 3. Spectrométrie de RMN 'H (250 MHz). Valeurs des déplacements chimiques (ppm/TMS) des Byssoméruliols (CsDsN)

protons
concernds| Harom CHOKR CO~CH CO-CH ~CF (CHOH) ,CE CE, aliph C¥
- -2 2 "=z 27=2 2 Prte 2
produits
byssoméruliol A(1) 6,54 (s:12H) 4,18 (28,m.)| 2,42 (21,t, 1,90 (m) |t H & 1,9 1,68 (m) 0,89(3H,t,
J=T,502) 11 a 1,68 1,26 (m) J=a7,5H2)
. 6,54 (s:2) 4,44 (21,m) 3,44 (2m,1, 1,92 (m) |1 HA 1,92 1,69 (m) 0,89({3H,m)
byssoméruliol B(2) 3= 7,5 8z) 1HA 1,69 1,26 (m)
hyssoméruliols C + D 6,54 (s: 210)| 4,20 e:.ﬂ4,40 3,44 (2i,t, [1,90(2H,q, 1,66 (m) 0,88(3H,m)
@+4) Qim 575023 | 9=7,5 n2) 1,24 (m)
6,52 (s,2H) 3,86 {#L,m)] 3,44 (21,t, 1,90(2N,q, 1,66 (m)} ©,89(31,t,
byssoméruliol E(S) 3 =T,5H2 )] 0=7,5Hz) 1,24 {m) J =7,5Hz )
6,50 F):1 »*
byssoméruliol F(6) ’ o280 3,923 5 3,42 (2u,t, | 1,90(2H,q, 1,66 (m) 0,90(3H,t,
J= 7,502 )| 7,5 HY) 1,26 {m) J =7,5Hz )

*»+ H du mannose,

Tableau 4. Spectrométrie de masse (70 eV); principales fragmentations (m/z) des byssoméruliols et de leurs dérivés
(voir numéros des fragments dans la Fig. 2)

fragments 1 2 3 4 5 6 7 8 X n*e
produits

Byssoméruliol A R = H 153 168 1R 373 267 424

1) R = CH, 195 210 277 379 303 101 494

R = TMSi 69 2R4 3a7 611 625 727 159 784

Byssomérulio) B R = H 153 168 181 322 267 424

(2) R = CH3 195 210 223 379 203 101 a2

R = TMSi 269 3R4 R0y 611 €25 159 784

8yssoméruliol C R = TMSi 269 384 397 5?4‘ 625 668
@

Byssoméruliol D R = TMSi 369 284 397 53g¥ 620 121 6€8
“

Byssoméruliol E R =H 153 168 181 387 408

(L] R = CHy 195 210 222 264¥ 407 464

R = TMSi 369 384 297 629 1509 696

Byssomérulial F R = THMSi 369 284 3a7 607 1074

Byssoméruliol 6 R = TMSH 2ga 184 a0y 159 695 1162
m

Byssoméruliol H R = TMSi 369 arg 397 611 6§95 162

®

¥ avec transfert d'hydrogéne

(Tableau 2), ce qui a permis de les séparer nettement. Par
ailleurs, on observe pour 1 comme pour 2 de faibles
pouvoirs rotatoires mais de signes opposés (positif pour
2 négatif pour 1): 2 est donc un stéréoisomére de 1. Nous
n’avons pas été en mesure de déterminer fa configuration
relative de 1 et de 2.

Byssoméruliols C et D (3 et 4)

Le spectre de masse des cristaux obtenus a partir de la
fraction présentant un temps de rétention de 16.68 min en
CLHP (Tableau 2) montre une fragmentation difficile-
ment explicable pour un produit pur. Le spectre de RMN
'H confirme par ailleurs I'existence d’un mélange:

Y Fragment # :

M** - OMannose (TMSi),

présence d'un massif complexe pour le CH; et de deux
massifs principaux, de surface égale, pour le CHOH, a
4,40 et 4,20 ppm. Aprés triméthylsilylation de cette frac-
tion nous avons obtenu plusieurs pics en CPG et, par
couplage CPG-SM, nous avons identifi€é deux composés
majeurs, en quantités sensiblement égales, 3 coté de
sous-produits de réaction ou de désilylation.

Ces composés possédent un seul OH sur la chaine
latérale, par ailleurs plus courte de deux carbones que
célle des autres byssoméruliols (C2;H»0s; byssoméruliol
A: CyHyo0s).

Dans les spectres de masse correspondant aux deux
produits principaux, nous avons pu noter, & cdté des
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1et2: R-=H;R,=R:=0R

: Ry=Man.;R:=H; Rs=0R
: Ri=0R; R:=H; R:s= Man.
:Ri=R2=H;Rs=0R

: Ry =R2=H:R; = Man.

D ;o

R =H, CH; ou TMSi (Voir Tableau 4).

Fig. 2.

autres ions fragments classiques dans cette série' la
fragmentation suivante qui a permis d’assurer les

anchafnamante tarminany nane 1 at 4.
CIIIVIIGIIIVIIIVIILY WilllliauAa PUUI o WL .

145
OTMSi

CH /CHz =CHz ~CH3  byssoméruliolC 3
625/

- IZ'CHZ

131

,(I)TMSi
2 3 | /
-CH, —CH, -/ CH -/CHZ —CHz  byssoméruliol D 4

639
—_—d

Byssoméruliol E (8)

Par SM on constate que ce constituant mineur (7 a
10% du total des byssoméruliols) posséde une chaine
aliphatique de méme longueur que 1 (en C,4), substituée
par un seul OH; la fragmentation permet de situer cet
OH comme indiqué dans la Fig. 1. Contrairement a ce
qui se passe pour la fraction contenant les byssoméru-
liols C et D, on n’observe ici qu'un seul composé, ce qui
omatographie (CLHP, CPG) et

act canfirmé nar chr,
€St Comiime par Caromatogra

spectrométrie (RMN et SM, Tableau 3 et 4).
Byssoméruliol F (6): mannoside du Byssoméruliol E

Le comportement en CCM de la fraction ayant un
temps de rétention de 20,20 mn en (CLHP (Tableau 2)
indique une polarité bien supérieure a celie des bys-
soméruliols préalablement étudiés, faisant penser a un
glycoside. Cette hypothése est confirmée par 'obtention
d’un ion moléculaire & m/z: 1074 pour le dérivé TMSi;
I’hydrolyse acide de ce composé libére un aglycone
identifié au byssoméruliol E et un sucre, le mannose.

Laprésence des fragments caractéristiques 1,2, 3 (Fig. 2)

de la partie phloracétophénone, a coté d’un ion im-
portant & m/z 607 conduit A situer le mannose sur 'OH

alcoolioue-
aicooque:

14
—CHz — CH — (CH2)3s — CH3s
607

O —— Mannose (TMSi),

Byssoméruliols G et H (7 et 8)

Repérés comme précédemment par CCM et SM
(Tablean 2), ces composés n’ont pu étre isolés i 1'état
pur. C'est seulement aprés étude de la fragmentation des
dérivés TMSi que nous avons mis en évidence un

milanoa da mann_ ) . mannncidac dictal at neavimal enr In
invialige UV MUliU-U-idiiliivsiues ulsid: L pryailiiial sul id

chaine aliphatique. L’hydrolyse conduit en effet & du
mannose comme seul sucre et 3 du byssoméruliol A
comme seui agiycone.

159
7 ~CHz — CH — CH2 ;-{:H —(CHz)3 —CH3
695 |
OTMsi

Mannose (TMSi)a

sn

8 AeHz — CH 3 CHa = CH — (CHz)3 — CH3
| 695
OTMS| 0

]
Mannose (TMSi),
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Byssomerulius  corium est trés certainement
remarquable par sa capacité de fabriquer en abondance
des dérivés de la phloracétophénone i longue chaine
hydrocarbonée car nous n’avons pas rencontré de cas
semblables lors de nos “screenings” qui portent sur
environ 300 espéces de champignons, lignicoles ou non.

Si nous avions repéré une discréte absorption a 286 nm
chez la pézize Plectania coccinea (Scop. ex Fr.)Fuck,' il
s'est avéré qu'il s’agissait de composés de structure
différente.

A la suite d’Ericksson et Ryvarden® nous avons noté
que certaines hyphes du mycélium et de la partie non
hyméniale du carpophore sont couvertes de fins cristaux.
Une étude histochimique est entreprise pour déterminer
si ces incrustations correspondent aux byssoméruliols.
Par ailleurs les propriétés mécaniques manifestées par B.
corium, i savoir la persistance d’une certaine plasticité
au désséchement, ne seraient-elles pas liées a I'ac-
cumulation de ces substances?

PARTIE EXPERIMENTALE

Les champignons ont été recueillis a I'état frais sur branches
pourrissantes de feuillus, notamment de charme (Carpinus betu-
lus) dans la région lyonnaise. Ils sont conservés dans MeOH a
froid et & I'obscurité dés la récolte.

A partir d’'une sporée aseptique de B. corium, nous avons
cultivé cette espéce sur milieu gélosé contenant de I'extrait de
malt, du glucose et de Phydrolysat de caséine. Les mycéliums
agés de 1 et de 2 mois sont extraits et analysés selon le méme
protocole que celui décrit pour les carpophores.

Sur la base d’'un E 1% moyen de 400, la teneur en bys-
soméruliols par rapport au poids sec correspond 3 une valeur
moyenne de 18% pour les carpophores et varie de 5 4 12% selon
I’état jeune ou agé du mycélium.

Les champignons sont épuisés par MeOH jusqu’a disparition
de I'absorption & 286 nm (90% dés la premidre extraction). La
solution obtenue aprés concentration est extraite par I’éther de
pétrole (élimination des stérols) puis par I'éther éthylique aprés
acidification. La chromatographie sur colonne de polyamide
acétylé MNSC6-Ac de la phase éthérée permet de séparer deux
fractions majeures: une, éluée par AcOEt, et I'autre par un
gradient de MeOH (jusqu’a 10%) qui contient I'ensemble des sub-
stances absorbant & 286 nm. Les constituants de cette derniére
ont été séparés par CLHP, sur colonne de silice greffée soit RP8
Lichroprep, 25-40 um Merck, avec MeOH & 22% d’eau comme
solvant, soit CI8 Microbondapak, 10 um Waters avec MeOH
contenant 15 & 22% d’eau selon les cas.

Les dérivés TMSi ont été préparés classiquement A Paide du
mélange BSTFA-1% TMCS et les dérivés perméthylés ont été
obtenus sefon la méthode de Brimacombe.®

Les byssoméruliols F, G, H (mannosides) ont été soumis a
hydrolyse acide (HCl, N), a2 100° pendant 30 mn. La nature des
aglycones libérés a été déterminée par comparaisons chromato-
graphiques (CLHP et CPG) avec les byssoméruliols de
référence; le sucre obtenu a été identifié 4 du mannose par CPG.

Byssoméruliol B (2)

UV, A MeOH (log €): 227(4.17); 286(4.23); 330 nm ép(3.45).
IR, vnex KBr: 3350, 2900, 1625, 1530, 1470, 1375, 1340, 1290,
1180, 1110, 1075, 1020, 965, 825, 725 cm™".

RMN !H: Tableau 3. SM: 424 (M*", 4%, 424.283; C,HOs =
424,2825); 406 (M-H,0; 2%); 388 (M-2H,0; 3%); 367 (2%);
361(3%); 347(2%); 323(3%); 205(13%); 192(10%); 181(22%);
168(36); 153(100%); 13%(10%); 126(10%); 124(15%).

Dérivé PM. SM: mlz 494 (M", 3%); 479(1%); 462(1%);
405(3%); 393(9%); 379(16%); 223(5%); 210(30%); 195(100%);
181(5%); 168(10%); 101(15%).

1239

Dérivé TMSi. SM: miz 784(M*",2%); 769(32%); 625(1%);
611(8%); 605(4%); 597(4%); 582(3%); 523(3%); 521(3%); 397(2%);
384(3%); 381(6%); 369(100%); 159(30%).

Acétonide. SM: mfz 464 (M*,1%); 449(5%); 420(5%);
405(25%); 381(100%); 362(10%); 33%(16%); 321(25%); 281(10%);
263(25%); 255(10%); 209(10%); 171(10%); 149(20%); 126(3%),
124(90%); 100(70%).

Byssoméruliol C (3)

Dérivé TMSi. SM: miz 668 (M*",1%; 668,416; CxnH30s-4
TMSi: 668,4144); 653 (M-15, 36%); 625(9%); 611(3%); 596(3%);
563(3%); 537(2%); 535(3%); 524(1%); 397(4%); 384(2%); 381(5%);
369(100%); 145(23%).

Byssoméruliol D (4)

Dérivé TMSi. SM: mjz 668 (M*',1%; 668,416; CpH304-4
TMSi: 668,4144); 653 (M-15, 30%); 639(6%); 581(3%); 563(3%);
551(3%); 549(3%); 538(1%); 397(3%); 384(2%); 381(6%);
369(100%); 131(30%).

Byssoméruliol E (5)

RNM !'H: Tableau 3. SM: m/z 408 (M*, 3%; 408,287;
CyHoOs: 408,2876); 390 (M-H,0, 10%); 372 (M-2H,0, 10%);
351(10%); 205(10%); 192(10%); 181(10%); 168(70%); 153(100%);
139(20%); 126(20%).

Dérivé PM. SM: mjz 464 (M*',7%); 446(3%); 421(3%);
407(10%); 393(3%); 364(2%); 223(3%); 210(20%); 209(40%);
195(100%).

Dérivé TMSi. SM: m/z 696 (M*',1%); 681(38%); 639(10%);
625(4%); 591(3%); 551(2%); 549(3%); 397(3%); 384(3%); 381(6%);
369(100%); 159(22%).

Byssoméruliol F (6) (Mannoside du byssoméruliol E)

Dérivé TMSi. SM: mfz 1074 (M*", 0.1%); 1059 (2%; M-15;
1059,595; CooH7016-7 TMSi: 1059, 594); 725(2%); 607(25%), 539(1%),
535(5%), 451(1%); 397(1%); 384(1%); 381(2%); 369%(40%);
361(10%); 217(40%); 204(100%).

RMN 'H: Tableau 3. RMN "C (Pyridine D-5.88 MHz, §TMS;
Fig. off resonance): 206.4(s); 166.4(s); 166.2(2C, s); 105.6(s);
100.9(d); 96.0 (2C, d); 79.0 (d); 78.5(d); 76.0(d); 72.8(d); 69.6(d);
63.4(t); 44.2(1); 35.6(t); 34.1(t); 30.2(2C, 1); 29.9 (6C, t): 27.6(t);
25.7(t); 25.5(); 23.2(t); 14.2(q).

Byssoméruliols G et H (1 et 8) (Mannosides du Byssoméruliol A)

Dérivés TMSi. SM: mjz 1162 M*',1%); 1147 (9%, M-15;
1147,623; CxH0,-8 TMSi: 1147,628); 813(18%); 695(38%);
611(15%); 397(4%); 384(6%); 381(11%); 369(98%); 217(40%);
204(100%); 159(10%).

Les spectres de RMN 'H ont été enregistrés sur un appareil
Cameca a 250 MHz 3 la Faculté de Pharmacie de Marseille, ceux
de RMN C au Service Central d’Analyse du CNRS (Solaize) et
ceux de masse au Centre de Spectrométrie de Masse de Lyon.

Remerciements—Nous remercions Melle Noailly pour I'enregis-
trement des spectres de RMN 'H.
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