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ABSTRACT 

When added to cultures of Mucor kzemahs, VailOUS phenohc compounds are 
transformed into D-glucostdes, the configuratron of whtch was rmposstble to deter- 
mute by enzymrc hydrolyses By ‘H- (250-MHz) and 13C-n m r hrgh-resolutron 
spectroscopy rt was estabhshed that all the glucostdes studred have the 8-D configura- 
tron and the all-OH-equatorral “C,(D) conformatron 

SOMMAIRE 

Drfferents phenols mtrodurts dans des cultures de Mztcor lzrernatzs sont trans- 
form& en D-glucosrdes dont la configuration n’a pas pu stre determmte par hydrolyse 
enzymatrque En revanche, l’analyse des spectres de r m n a 250 MHz a permrs, 
grace a la determmatron de l’ensemble des parametres proton et r3C, de montrer 
que tous les glucosrdes etudres sont tous de configuratron 8-D et de conformatron 
all-OH-equatortale 4C1 (D) 

INTRODUCTION 

Au tours de travaux anterreurs, nous avons montre que certams phenols, en 
partrcuher le 2-hydroxybrphkryle, mhrbent la brosynth6se des carottkoides chez 

*Presente lors des Joumees de Chmue et Blochxme des Glucides fi Pont-a-Mousson en Octobre 1977 
Ce travel a ktk effeetue dans Ie cadre de I’Eqtupe de Recherche Assoclee au C N.R S No 159 et de 
la R C P. No 467 
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drfferents microorgamsmes’ *’ Chez Mltcor hiemalzs, le 2-hydroxybiphenyle amsr 
que le thymol et le carvacrol se sont en revanche rCvClCs totalement macttfs3 Cette 
constatatron now a done condmts 5 rechercher SI l’mactwrte Ctait due aux phenols 
eux-mEmes ou a leurs metabohtes Cventuels. 

Dans le cas de _&ilrcoi Izzemahs, l’orrgme de ce phenomene ne repose cependant 
pas, comme on pourrart le supposer, sur la degradatron oxydatrve des phenols que 
l-on constate souvent chez de nombreux mrcroorgamsmes4 En effet, SI l’on rsole 
du mlheu de culture de ce champrgnon les qumols correspondant aux phenols mtro- 
dmts, les cuantrtes recuperees ttmolgnent d un taux de transformation ne depassant 
pas 5 Q 10%; ce qur est beaucoup trop farble pour rendre compte de l’absence totale 
d’actlon sur la carotenogenese En revanche, 60 2 70% en moyenne de la quantld 
mmale d’mhrblteur est retrouvee sous forme de glucostde qur ne presente, amsl que 
nous l’avons ulterteurement verifie, accune action anticarotenogene5 

A la smte de drfferents essars, nous avons purrfie plusteurs glucosldes synthettses 
par Mzzccr hzemalzs et sr leur rdentrficatron n’a pas presente de drfficulte par arlleurs, 
la configuratron de la liaison osrdrque n’a pas pu etre cependant etabhe par vole 
enzymatrque Pour obtenir ce rksultat, nous avons dfi fatre appel B la r m n Q haut 
champ du proton et du 13C La presence de noyaux aromatrques dans les molecules 
etudrees perturbe plus ou moms les spectres, en parttcuher du proton, et rend rm- 
possible leur ana!yse au premier ordre Un calcul de spectre a done Cte effectut afin 
de trrer les parametres essentre!s pour l’etude structurale des aryl-glucosrdes 

RIkJLTATS ET DISCUSSION 

Au tours d’essars p_ehmmarres destmes & determiner l’mfluence sur la crorssance 
de illzrcor hzemalzs des drfferents phenols, nous avons etabh que ceux-cl pouvarent 
etre mcorpores, des l’ensemencement, a la dose de 50 mg par lure de mrheu sans 
que le rendement cellularre ne sort trop affect6 L’extractlon du mlheu de culture 
par drfferents solvants fourmt dans chaque cas, aprb dvaporatron de ces dernters, 
un resrdu qur est chromatographre sur couches mmces de gel de srhce Pour chaque 
phenol CtudrC nous avons pu ainsr separer la qumone (RF 0,95), le drphenol (RF 0,35) 
correspondant et un compose beaucoup plus polau-e (RF 0,lO) qur n’a etC obtenu 
h 1’Ctat cristallise qu’apres adty!ation 

Les spectres ultravrolets de ces acetates ne montrent pas de modrficatton 
sensible par rapport a ceux des phenols dont 11s provrennent, on note seulement un 
deplacement hypsochromrque des maxima d’absorptron de l’ordre de 4 a 6 nm Les 
spectres de masse de ces composts prisentent Cgalement une t&s grande analogle 
car, sl l’on excepte l’lon molCculawe d’mtensitk toqours extremement falble, 11s se 
caractkrisent surtout par la presence dun ion tres Intense a m/e 331 accompagne 
d’rons a tzz/e 271 (33 l-60), j, m/e 211 (33 l--6Ck--60) provenant de la perte dune 
ou deux molecules d’acrde acetrque amsr que des ions a itz/e 229 (27142) et 169 
(21142) par perte de cetene Ce type de fragmentation tres caracterrstrque corres- 
pond a la prkence dans la molecule CtudrCe dun t&a-O-acetylaldohexopyranose 
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CHZOAc 

Ac:ii@&R 

OAc 

1 R = 2-blph&ylyl 

2 R = 2-rsopropyl-5-m&hylph&yl 

3 R = 5-isopropyl-2-me’thyIph&yl 

4R = 4-CK&oxyph&yl 

L’hydrolyse des trols hexosldes par l’aclde chlorhydrlque sulvle d’une chro- 

matographle sur papxer montre sans dlfFicultC que dans chaque cas l’ose hbCre est 
ldentlque au glucose. En revanche, la dCtermmatlon de la configuratlon des glucosldes 
par hydrolyse enzymatlque & l’alde de i’a-D- et la /i-D-glucosldases du commerce n’a 

pas pu Ctre obtenue de faGon satlsfalsante blen que les essals alent touJours 6te 

effect& sur les glucosldes non acetyles En effet, SI l’a-D-glucosldase s’est toujours 
montree inactive, quel que soit le temps d’mcubatlon, la b-D-glucosldase n’a permls 
de mettre en Cwdence, meme apres des temps d’mcubatlon supkrlecrs ti 24 h, que 
des quantltks de phenols sltuees ii la hmlte de la detectlon de la mkthode utlhsee 

Dlfferentes causes pouvant etre & l’ongme de 1’mactlvltC des glucosldases, 
nous avons done entrem-1s 1’Ctude par r m n des glucosldes blosynthetlses par Mm-or 

hemah h partlr du 2-hydroxyblphCnyle (l), du thymol (2) et du carvacrol (3), apres 
acetylatlon de ceux-cl De plus nous avons synthetlsk a tltre de substance de reference 

le 2-blphknyiyl-P-D-glucopyranoslde selon la methode classlque de Koemgs-Knorr6 

L‘isomkre de configuration P-D a CtC obtenu avec une tres haute spCclficlte aux depens 
du rendement dont nous n’avons pas recherchk l’optlmlsation Enfin l’arbutme ou 
(4-acCtoxyphCnyl)-/3-D-glucopyranoside (4, Fluka, Buchs, St Gall, Sulsse) a &e 
Cgalement chowe comme substance de reference Q cause du falble encombrement 
stenque que prkente l’aglycone par rapport au noyau blphknyle. 

Tous les glucosldes etudles par r m n ont et6 au prealable peracetyles SI 
certams de ces composes Ctaient d@& ccnnus, k notre connalssance leurs spectres 
r m n -‘H et -I3 C n’ont Jamals Cte etudks Cette technique est le seul moyen qul 
nous alt permls de dCfimr exactement la structure de ces glucosldes Les spectres du 
composC 1 d’ongme naturelle et de synthbe sont ldentlques et cccl confirme 1 ensemble 
des rtsultats 

L’attnbutlon des dlffkrentes resonances a etC obtenue par dkouplages successlfs 
en partant du groupe mCthylCmque Les parametres des spectres du proton a 250 MHz 
ont CtC calculks en utlhsant nos programmes habltuels’*’ et les rksultats sont ras- 
sembk dans le Tableau I Les falbles constantes de couplage toutes mfkieures d 0,2 
Hz ne sont pas mdlquCes En ce qw concerne le dew6 du 2_hydroxyblphenyle, les 
H-3 et H-4 du cycle pyranmque forment un masslf complexe dlfficlle a analyser, les 
diplacements chlmlques de ces protons ne sont donnes qu’appro%matlvement En 
ce qul concerne la partle aglycone, 4 donne une rale fine B 7,00 p p m , ce qul s’exphque 
akment comme hmlte d’un syst&me AA’BB’ avec deux substltuants Jouant des 
rdles t&s volsms Le composC 1 donne un ensemble de rales sltuCes entre 7,l et 7,5 
p p m dont l’analyse est lmposslble Les groupes methyles des groupes acetyle du 
groupe D-glucopyranosyle donnent des rkonances dlstmctes aux alentours de 2 p p m 

Nous avons track les spectres r m n du 13C dtcouplks et non dCcouplCs du ‘H 
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TABLLAU I 

DEPLACEMENX CHJ.MIQUES= DES PROTONS ET CONSTANTES DE COUPLAGE’ DU CYCLE P YRANNIQUEi DE 14 

Donnffes Compost% 

1 2 3 4 

DipIacements chlmlques 
H-i 4,978 
H-2 h- 5,2 
H-3 N- 5,2 

H-4 =5,1 

H-5 3,856 
H-6 4,206 
H-6 4,294 

Constantes de couplage 

J1.2 735 
Jr2 3 7 

J3 4 7 

34 3 9,s 

Js 6 2,3 
J5 6 52 
J6 6 -12,O - 

5,064 5,046 5,060 
5,348 5,346 5,261 
5,310 5,316 5,300 
5,166 5,168 5,164 

3,923 3,901 3,864 
4,232 4,217 4,169 
4,280 4,254 4,300 

‘36 795 7-3 
9,5 995 993 
8,s 9,O 836 

10,o IO,0 9s 
2,s 3,o 2,2 
5,5 5J 5,2 

.12,4 -12,4 -12,2 

“ExpnmCs en p p m a partlr du p~c du tetramethylstlane *Exprlmees en Hz 

T-LEA-d II 

DEPLACEhlEhTS CHIhfIQUES’ DES ATOMES DE CARBONES ET CONSTANTES DE COUPLAGE DIRECT I%-X, H-x” 
DU CYCLE PYRANNIQUE DE 1-d 

Atome ComposesC 

1 2 3 4 

C-l loo,09 99,62 99,5 99,47 

167 165 157 160 
C-2 70,97 71,70 71,00 71,17d 

154 153 161 153 
c-3 72,92 73,26 72,90 72,73d 

149 161 155 145 
c-4 68,37 69,03 6S,50 68,31 

152 159 151 155 
c-s 72,14 72,29 72,20 7204 

145 150 141 145 
C-6 [ 62,13 62,53 62,69 61,94 

149 151 147 147 

=Expnrnes en p p m B partlr du p~c du tetramethylsdane *Expnrnees en Hz. Waleur supeneure = 
deplacement chumque, valeur mfeneure = constante de couplage l3C-H dL’attnbutlon peut dtre 
mversee 
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Ceci nous a pernus de mesurer les dCplacements chlmlques et les constantes de 
couplage direct 13C-H L’attnbutlon des dlff&entes rbonances du cycle pyranmque 

a CtC farte en utrhsant les donnees de la hterature. les spectres non aCcoupl6s, le 

d&couplage selectrf du proton et la methode de Budsall et Feeney9 Les risultats 

concernant le cycle pyranruque sont present& dans 1e Tableau II. 
Les groupes C = 0 des groupes acCtyles du groupe D-glucopyranosyle sont sltuCs 

entre 169 et 171 p p m et presentent toulours quatre resonances dtstmctes, les groupe- 
ments methyles donnent des resonances vers 20,5 p p m en general sous forme d’un 
masstf Les valeurs des constantes de couplage drrect Jlxc ~ ont CtC calculees et non 
mesurees dnectement Les &arts entre les valeurs reelles et les valeurs mesurees 
dnectement sur le spectre sont touJours mferreures a 0,6 Hz ce qur est plus pent que 
l’erreur de mesure Ncus remarquons cependant que des mesures preclses de Jr3, H 
necessltent un calcul de spectre 

Toutes les valeurs des constantes de couplage proton-proton sont caracte- 
rrsttques d’un couplage vicmal axtal-axial, ce qut defimt la geometne des glucostdes 
Cependant afin d’eviter le calcul des spectres du proton et l’utthsatron de la resonance 
magnetrque a haut champ, nous avons mesure les constantes de couplage direct 
13C-H D’aprGs Bock et Pedersen”, on pouvart esperer a l’arde de cette grandeur 
obtemr la configuration de C-l Les resultats du Tableau II montrent qu’il est rm- 
posstble de tuer des conclusions, J variant de 157 a 167 Hz Les deplacements cht- 
mrques des protons et des atomes de carbone sont homogenes dans la s&e On 
remarquera la valeur fatble du deplacement chtmrque du proton anomere, qur se 
trouve relet6 vers les hauts champs et se place au mtheu des autres rates, ce qut rend 
l’mterpretatron des spectres plus dthcates 

Les constantes de couplage duect H-13C sont au contraire tres dtfferentes, en 
partlcuher pour le C-l, celles-cl vanant de 157 B 167 Hz Dans le cas de 4, la valeur 

correspona 5 celle attendue pour un proton axial et & celles pubhCes par Bock et 
PedersenlC ‘I, pour une configuration P-D C’est ie cas du ,groupe D-glucosyle dont 

l’aglycone est le moms encombrant Par contre, la valeur de Jc-, H-l s’ecarte beau- 
coup de la valeur moyenne de 160 Hz dans le cas de 1 dont l’encombrement stenque 
de la partre phenohque est plus important SI on admet que la valeur de la constante 
de couplage direct 13C-H est gouvernte par le caractere s de la halson, on volt que le 
pourcentage de s vane, ce qur correspondran ti une modrficatton angulane de la 
halson glycosrdrque plus ou moms prononcCe L’effet d’Clectro&gatwrtC dans la 
s&e pouvant Ctre neghge en premiere approxrmatron, la varratton de ce couplage 
pour les autres atomes de carbone semble aussr rmportante sauf pour C-6 Cecr 
montre que cette deformatron concerne tout le cycle 11 ne semble pas qu’rl affecte 
beaucoup l’equthbre conformattonnel, vu que les valeurs des constantes de couplage 
vrcmal proton-proton sont pratrquement ldentrques pour toutes les molCcules 

Seule l’analyse des spectres de r m n a haut champ a done permrs d’ttabhr 
sans ambrguYtC que les glucosrdes synthetrses par Mucor hzenzalzs sont de configuration 
B-D et de conformation all-Cquatonale “C, (D) L’utrhsatron du couplage duect 13C-H 
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de C-l qm peut, dans certains cas, donner d’utlles renselgnments dort cependant 
Ctre employCe avec prudence 

PAR-HE EXPeRIMENTALE 

Matbrel - La souche de A!izrcor utlhsee dans ce travail a CtC IsolCe en 1962 
par l’un de nous B partlr d’Cchzntlllons de sols halomorphes de Lorrame (France). 
Cette souche peut Ctre consld&e, selon le Centraalbureau voor Schlmmelcultures 
(Baam, Pays-Bas), comme &ant une forme mtermCdlalre entre Mrrcor hemah 

(Wehmer) et Afwor Zuteus (Lmnemann) Les crolsements effectues avec ces deux 
esp&es montrent que la souche est de type sexuel (+> mats ne condmsent en aucun 
cas Q la formation de zygotes parfaits 

Mktlrodes - Les spectres u v sont r&al&s sur un spectrophotometre Beckman 
DK ~3, les products &ant dlssous dans l’ethanol. et les spectres I r sur un spectro- 
photometre Perkm-Elmer 337 Les pomts cle fusion ne sont pas corrlgCs Les spectres 
de r m n -‘H sont enreglstres 6 25 o sur un apparel1 Cameca a 250 Mdz, les substances 
&ant en solution dans du (3DC1, addltlonne de Me,% comme reference mterne, 

alors que les spectres de r m n - 13C sont .eahsCs dans les mcmes condltlons sur un 
apparel1 Brucker HFX 90 avec transformation de Fourier Les spectres de masse 
sont traces sur un spectromttre Thomson Houston THN 208 & mtroductlon dlrecte, 
la temperature de la source etant de 160” et la tension d’acceleratlon de 70 eV Les 
chromatographles en cauche mmce sont effectuCes sur plaque de gel de slhce G (Merck) 
dans le systime sohants benzene-methanol 19 1 (v/v) (A), benzene-methanol 3 1 
(v/v) (B) et acetate d’ethyle-butanol 19 1 (v/v) (C) Les chromatogrammes sont 
r&Cl& par pulvtrlsatlon d’une solution aqueuse de chlorure ferrlque & 5 0/a puls d’une 
solution de ferrlcyanure de potassmm a 5”/” dans le systeme A et la fraction la plus 
polalre est pur&e par chromatographle sur plaque dans les systemes B et C 

Crrltrrres de Mucor hlemahs erz prbsence de phekols - Les cultures sont effec- 
tuees en ballons de 20 L contenant 15 L de milieu dont la composltlon est la suwante 
D-slucose, 20 g, K,HPO,. I,5 g, MgSO, 7Hz0, 0,5 g, NH,N03, 1,5 g, (NH,),SO,, 
1,5 g, leucme, 1,5 g, asparagme 1,5 g, vitamine B1, 0,25 mg pour 1 L Les phenols 
sont mtrodmts sdnl,ment dans :e ballon de culture au moment de l’ensemencement, 
h la concentration de 50 mg par L de mlheu Les cultures sont effect&es & la tempera- 
ture amblante et l’aCratlon est assukee par un barbotage d’alr. Apr& 6Jours de culture, 
le mycehum est ehmme sar filtration et le milieu est extract par 5 L d’Cther, PLUS 2 L 
d a&ate d’ethyle Les extralts sont rCunls, sCchCs sur sulfate de soude et concent& 
B set Le rCsldu est alors repros dans un tr&s falble volume d’Cther pms chromatogra- 
phli sur plaque 

Identrficatron des glucosldes - Les glucosldes sont hydrolysCs par HCI 2hI 
en tube scellC ZI 100” pendant 2 h, les oses hbCrCs sont chromatograph& sur papler 
Whatman 3 MM dans le systeme 1-butanol-pyndme-eau 6 4 3 (v/v) en methode 
descendante et r&Cl& par AgNO, ammomacal. 11s pksentent un RF ldentique & 
celul du D-giucose (RGal 1,22) Les essals d’hydrolyse enzymatlque des glucosldes 
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sent tent& avec l’ct-D-glucosldase de levure (Sigma Chemical Co, St LOUIS, MO 
63178, U S A ) B pH 6,8 et la /3-D-glucosIdase d’amandes (Sigma) 2 pH 5,25 L’actwG 
de ces deux enzymes est au prCalable testCe respectwement avec le p-nitrophenyl-r/- 
D-,rlucopyranoslde et le (2-hydroxymCthylphCnyl)+D-glucopyranoslde (sahcme) 
L’hydrolyse enzymatlque du glucoslde est smvle en dosant par colorlmCtrle la quantlte 
d’aglycone hb&Ce” I es glucosldes sont perac&ylCs par un melange pyndme- 
anhydride acCtlque 1 1 (v/v) et Ies acetates, chromatographi& sur colonne de gel 
de slhce 60 Merck, sont CluCs avec 2% de methanol dans le benzkne 

Les glucosldes smvants ont CtC obtenus 
(2-Brph&~ I)-2,3,d,6-t&-a-O-a&t) I-p-D-ghlcopyl anode (1) - Le rendement 

en glucoslde par rapport & la quantlte de 2-hydroxyblph&nyle mtrodulte dans le 
milieu de culture varle de 35 ti 45% smvant la duree de la culture (RF 0,52, C) 
Apres chromatographle shr colonne, le peracCtate est cnstalhsi: dans le melange 
chloroform-ethanol pour donner 1, p f 15%156”, [a]c” -64,7” (c 0,25, chloro- 
forme), i mox 243 et 277 nm (E 13 000, 3000), I~~~~ 1760 (CO ester), 1205 (C-O-C), 
1070 et 1045 cm-, (Gtheroxyde), lit l3 p f. 157O, [E];” - 71,2” 

(2-Isopt opjd-5-m&hJ Iph~n~‘I)-2,3,4,6-tPtra-O-ac~t~~I-~-D-gI~~cop~)ra~~os~~e (2) - 
Dans le cas des cuttures effectuees en pr&ence de thymol, le rendement en glucoslde 
attemt 60% dans nos condltlons de culture (R, 0,12, B) L’acCtylatlon permet 
d’obten r 2 qul crlstalhse dans le mClange chloroforme-Ether de petrole, p f 113-l 14”, 
I mnx 270 et 277 nm (E 1200, 1150), vky; 1770 et 1758 (CO ester), 1245 et 1235 (C-O-C) 
et 1048 cm-’ (etheroxyde), ht ” p f 115”, [=]i” -18,70” (c 0,4, chloroforme), 
11t I3 [X-J;’ -14,l o 

(5Isoprop] I-2-mPtllj iplr&q I)-2,3,4,6-t&m-O-a&t] I-/3-D-gZucop~ rmrosde (3) - 
Le rendement en glucoslde synthetlse a partlr de carvacrol varlede 34 B 53 % (R,O. 11, A) 

L’acCtylatlon condw B 3 p f 95-100” (ether-ether de p&role), b]i” -S,7” (c 0,27, 
chloroforme). I max 270 et 277 nm (E 1200, 1 loo), Vale 1760 (CO ester), 1230 (C-O-C) 
et 1045 cm-’ (etheroxyde) 

SJ nthese du (2-brpht+ ij-2,3,4,6-tttra-0-aret) I-P-D-g/lrco~V anosrde (1) - A 
une solution de bromure de 2,3,4,6-tCtra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyle (I g> dans 
l’acetone (15 mL) est aJoutee une solution aqueuse de phenate de sodmm obtenue en 
dlssolvant le 2-hydroxyblphenyle (700 mg) dans l’eau (15 mL) oh a etC pr~alablement 
dtssoute 200 mg de NaOH Le melange est agate pendant une nult & temperature 
amblante Le solvant est evapore sous presslon rCdulte, l’eau Ctant Chmm~e trols 
fols par evaporations successwes avec de I-ethanol Le resldu dlssous dans la pyrldme 
anhydre (25 mL) est soumls & l’actlon de l’anhydrlde acetlque (1 g) durant 24 h 
Aprts hydrolyse, la phase orgamque est cxtralte a l’Cther, lavee par une solution de 
HCl 2 15 %, puls par une solution de NaOH & 15 % et enfin & l’eau Apr& sechage 
(MgSOJ, on Cvapore !e solvant Le rCsldu, chromatographlC sur colonne de slhce, 
est CIuC par un melange CtherGther de petrole 2 3 (v/v) Le glucoslde est 1~016 avec 
un rendement de 13% (167 mg), p f 155-156”, [a]:’ -64 35” (c 0,3, chloroforme), 
f milx 243 et 277 nm (E 13 000 et 2800), !it l3 p f 157”, [z]F -71,2” 
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