
LES PIGMENTS DE TRICHOLOMA SULFUREUM 
FR. EX BULL. ; 

IDENTIFICATION DE NOUVEAUX D ~ R I V ~ S  
DE LA FLAVOMANNINE. * 

par Katia GLUCHOFF et W. STEGLICH 

R6sum6. - La coloration jaune-soufre de Tricholoma sulfureum est essentiellement 
le fait d'un isomhe optique de la dimbthyl-6.6' flavomannine et  de trois de ses d6riv6s. 
La structure de ces pigments a Ã©t assur6e par spectrombtrie (UV-visible, ir, nnn et 
masse). L'intbrÃª chimiotaxinomique des r6sultats obtenus est discut6. 

R. KUHNER a trÃ¨ tÃ´ entrevu l'intÃ©rÃª tant pour le mycologue systÃ© 
maticien que pour le chimiste, de l'Ã©tud de la localisation cytologique des 
pigments chez les Agaricales. Ainsi, dÃ¨ 1934 (1), ses nombreuses obser- 
vations l'ont conduit Ã distinguer les pigments intracellulaires (cytoplas- 
miques ou vacuolaires) des pigments de membrane et intercellulaires, cette 
rÃ©partitio paraissant liÃ© Ã la nature chimique des substances. 

R. KUHNER a ainsi caractÃ©ris chez les Cortinaires, au niveau des espÃ¨ 
ces typiques des Cznnamomei, la prÃ©sence dans la chair et la trame des 
lames, de masses intercellulaires jaune-vif ou jaune-vert, de dimensions 
suffisantes pour Ãªtr dÃ©j Ã©vidente au faible grossissement du microscope. 

Ces Ã©tude cytologiques ont Ã©t le point de dÃ©par des travaux de 
M. GABRIEL (2) : parmi les divers pigments isolÃ© de Cinnamomei, celle-ci 
a pu caractÃ©rise une substance de nature anthranolique, notamment grÃ¢c 
Ã la coloration bleu-noir obtenue en prÃ©senc de rÃ©acti de Mecke (3) ; l'exa- 
men microscopique de coupes traitÃ©e par ce rÃ©acti a permis d'identifier les 
masses interhyphiques Ã ce pigment;. 

* Recherches chimiotaxinomiques sur les Champignons, XXIV ; pour XXIII, voir 
C. R. Acad. SC., 274, 3465-3467, 1972. 

Partie XV dans la s6rie Ã Pigments of Fungi Ã  ̂
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Son Ã©tud structurale vient d'Ãªtr effectuÃ© Ã partir de divers Cin- 
mmomei ainsi que de Tricholoma equestre Fr. ex L. (= T. flavovirens Pers. 
ex Fr.) (4) : il s'agit de la dimÃ©thyl-6,6'flavomannin (II). 

Cette dÃ©couvert nous a conduits Ã rechercher la prÃ©senc de ce type 
de pigment dans d'autres Tricholomes, notamment T. sulfureum, chez 
lequel R. KUHNER avait observÃ Ã©galemen une pigmentation intercel- 
lulaire (1). 

800 g de carpophores frais de T. sulfureum (rÃ©coltÃ en octobre 1971 
dans la rÃ©gio lyonnaise), stockÃ© Ã -20' C, sont soumis Ã des broyages 
successifs dans lTÃ©thanol jusqu'Ã obtention d'un extrait incolore. AprÃ¨ aci- 
dification par HC1 2N, la pigmentation est transfÃ©rÃ en totalitÃ dans le 
chloroforme. La phase organique est alors lavÃ© deux fois, sÃ©chÃ (eau Ã©limi 
nÃ© par congÃ©lation et concentrÃ© en vue de la chromatographie. 

Le spectre d'absorption uv-visible de l'extrait chloroformique global 
( A max. : 416, (320). 285 nm) se rÃ©vÃ¨ identique Ã celui de T. equestre, 
suggÃ©ran par lÃ mÃªm une nature voisine sinon semblable de la pigmen- 
tation. La quantitÃ de pigments, apprÃ©ciÃ sur la base de l'absorption spÃ©ci 
fique de la dimÃ©thyl-6,6 flavomaninne isolÃ© de T. equestre (E 1 :; = 

394 Ã 416 nm dans le chloroforme), est de 820 mg, ce qui correspond Ã une 
teneur par rapport au poids sec (48 g) de 1,7 %. 

L'extrait chloroformique concentrÃ Ã sec, repris par le benzÃ¨ne est chro- 
matographiÃ sur colonne de polyamide acÃ©tyl Macherey'Nagel SC 6 AC. 
Le benzÃ¨n seul d'abord, puis contenant des quantitÃ© croissantes de chloro- 
forme et finalement du chloroforme avec x % de mÃ©thanol permettent 
l'Ã©lutio de 4 fractions pigmentaires impures accompagnÃ©e de leurs produits 
d'oxydation rouges ou violets. Une derniÃ¨r zone orangÃ© mineure est Ã©luÃ© 
aprÃ¨ extrusion de la colonne, par un mÃ©lang mÃ©thanol-chloroform III. 
Une nouvelle chromatographie des diffÃ©rente fractions fournit, Ã l'Ã©ta pur, 
5 pigments parmi lesquels seul le mineur n'a pu Ãªtr cristallisÃ ultÃ©rieurement 
Leurs propriÃ©tÃ sont prÃ©sentÃ© dans les tableaux et figures ci-dessous, les 
pigments Ã©tan numÃ©rotÃ par ordre d'apparition en sortie de colonne chro- 
matographique. 
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Fig. 1. - Spectres d'absorption UV-visible (D.O.), en solution bthanolique, de 
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TABLEAU 1. - PropriÃ©tÃ chromatographiques des pigments de T. sulfureum 

pigments 

jaune brun 

Ã Ã 

Ã Ã 

n Ã 

jaune orange 
or 

couleur 

valeurs Rf sur couches minces 
Ã©luan sur 
polyamide vis. UV 
SC 6 AC 

** mÃ©thano /chloroforme v/v. 
*** benzÃ¨ne/formiat d'Ã©thyle/acid formique 13/5/4. 

, polyamide MN DC 11 AC silice Merck 
DCF 254 

TABLEAU II. - Maximums d'absorption uv-visible des pigments de T. sulfureum 

T. S. 1 max (6thanol) : 421,279,239 nm 

T. S. 2 A max (bthanol) : 414, (318), 278.233 nm. 

T. S. 3 A max (Ã©thanol : 410, '(320). 279,233 nm 

T. S. 4 A max (Ã©thanol : 413, (3191,276,233.5 nm 

T. S. 5 A max (6thanol) : 442,290,235 nm ; + NaOH : 515.314.240 nm 

TABLEAU III. - Cristallisation, propriÃ©tÃ optiques et distribution 
des pigments principaux de T. sulfureum 

% * * 3  100 % * 1  ----- 0 % *  50 % *  

[al 546 nm 

% * *  

O 1 0,69 

pigments 

T. S. 1 

T. S. 2 

T. S. 3 

T. S. 4 

% relatif 
1 cm 

10 % * *  

-1 
i 
l 

solvant de 
cristallisation 

C H / E P  

'â‚¬s 

CHC$ 

* valeur fournie par un Ã©chantillo d'une rÃ©colt antÃ©rieur 
Ã©the de pÃ©trol ; dimÃ©thylsulfoxyd 
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TABLEAU IV. - Spectres de rÃ©sonanc magnetique nuclÃ©air des pigments de T. sulfureum 

Dhplacements chimiques 8 10-6 [intensiths relatives] 

T. S. 1 * (60 MHz) 2.81 i21 
3.21 C21 

T. S. 2 ** (60 MHz) 2.80 i41 m 

T. S. 3 (90 MHz) 2.85 [41 m 

T. S. 4 (100 MHz) 2,75/3,04+ 1 2,88/2$6+ 

* CDCli ; ** DMSO-De ; CDC13/CD30D 4/1 ; AcÃ©ione-D 

m multiplet ; + AB-quartet, J = 17.5 Hz 
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TABLEAU V. - Principaux pics de fragmentation des pigments 
de T. sulfureum en spectromÃ©tri de masse 

e 
La grande ressemblance des spectres UV-visible et ir des pigments 2, 

3 et 4 (tableau II, fig. I et 2) suggÃ¨r l'identitÃ de leur chromophore; aussi 
aborderons-nous avec eux la dÃ©terminatio des structures. 

Pigment 2. Par l'ensemble de ses propriÃ©tÃ chromatographiques et 
spectrales, le pigment 2 s'avÃ¨r identique, pouvoir rotatoire exceptÃ© au 
pigment majeur de T. equestre, optiquement inactif (4) : T. S. 2 est donc le 
dÃ©riv (atrop + ou -) (tableau III) de la dimÃ©thyl-6 6' flavomannine (II). 

Pigment 3. Il reprÃ©sent Ã lui seul prÃ¨ de la moitiÃ de la pigmentation 
de T. sulfureum (tableau III). 

' 

L'augmentation de la polaritÃ de ce composÃ par rapport Ã celle de T. S. 2 

(tableau 1) rÃ©sult vraisemblablement d'une modification de la partie saturÃ© 
de la molÃ©cule 
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Le dÃ©doublemen des signaux aromatiques et mÃ©thylique dans le spectre 
de rmn (tableau IV) indique qu'il s'agit d'un dimÃ¨r asymÃ©trique un grou- 
pement mÃ©thylÃ¨ en 4 a disparu : l'un des protons a Ã©t remplacÃ par un 
hydroxyle, l'autre rÃ©sonn maintenant Ã 8 4.68. En outre, cette substitution 
est responsable du dÃ©blindag de l'un 'des protons en 1 O ( 8 7'3 1). 

La courbe ORD du pigment 3 est l'image inverse de celle antÃ©rieuremen 
obtenue pour le pigment lÃ©vogyr de Cortinarius vitellmus Mos. (6), dont 
toutes les autres propriÃ©tÃ sont identiques Ã celles de T. S. 3 : celui-ci est 
donc l'hydroxy-4 dimÃ©thyl-6'6 (atrop + ) flavomannine (III). 

Le spectre de masse corrobore cette dÃ©terminatio : le pic molÃ©culair Ã 
mle 590 rÃ©pon Ã la formule C32H300n; on observe en outre d'importants 
fragments Ã mle 572, 554, 523, correspondant aux dÃ©part de [HZO], [2 Hz01 
et [2 HsO + OCHs], Ã©limination caractÃ©ristique chez ces composÃ© 
(tableau V). 

Pigment 4. De polaritÃ encore supÃ©rieur Ã celle de T. S. 3, il en diffÃ¨r 
Ã©galemen par une absorption supplÃ©mentair en ir, Ã Ca. I 075 c m 1  (fig. 2). 

suggÃ©ran ainsi une nouvelle substitution par un hydroxyle au niveau des 
cycles saturÃ©s 

Cette hypothÃ¨s est confirmÃ© par la prÃ©sence dans le spectre de rmn 
(tableau IV), de 2 protons -CHOH- rÃ©sonan Ã 8 4,65 et 4,70; corrÃ©la 
tivement, les signaux de 2 protons mÃ©thylÃ©niqu ont disparu. 

La rÃ©sonanc distincte de chaque proton -CHOH-, jointe au dÃ©dou 
blement des signaux des mÃ©thyle en 3'3' et des protons en IO,IO', assigne 
aux hydroxyles alcooliques secondaires des positions non symÃ©trique dans la 
molÃ©cul : on peut envisager, soit substitution en 4 et 4' mais avec configura- 
tion diffÃ©rent des hydroxyles, soit substitution d'atomes non symÃ©trique 
dans chaque demi-molÃ©cule 

D'aprÃ¨ ces premiers rÃ©sultats T. S. 4 doit Ãªtr seulement dÃ©fin comme 
une dihydroxy-x, x' dimÃ©thyl-6 6' (atrop + ) flavomannine *. 

MalgrÃ l'absence du pic molÃ©culair Ã mle 606, le spectre de masse prÃ© 
sente un mode de fragmentation voisin de ceux des pigments 2 et 3 (tableau 
V); le pic Ã mle 570 peut notamment Ãªtr interprÃ©t comme provenant de 
la perte aisÃ© de 2 molÃ©cule d'eau. 

Pigment 1. Si on le compare aux pigments prÃ©cÃ©demme discutÃ©s le 
lÃ©ge dÃ©placemen bathochrome de son maximum d'absorption dans le visible 
(tableau II  et fig. 1) traduit une modification du chromophore sous forme 
d'une double liaison conjuguÃ© supplÃ©mentair ; Ã l'appui de cette idÃ©e le 

* Note ajoutÃ© sur Ã©preuve : x, x' = 4.4' (voir r6f. 5). 
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spectre ir dÃ©velopp une bande d'absorption nouvelle vers 1685- 1690 cm-' 
correspondant Ã un carbonyle conjuguÃ non chÃ©latÃ 

Le spectre de rmn (tableau IV) confirme ces donnÃ©e et assure dÃ©fini 
tivement la structure de ce pigment. Les signaux mÃ©thyles mÃ©thoxyle et 
aromatiques sont dÃ©doublÃ : la molÃ©cul est donc un dimÃ¨r asymÃ©triqu ; 
l'apparition d'un proton aromatique en position trÃ¨ dÃ©blindÃ ( 8 7,91), soit 
en a d'un carbonyle, avec disparition corrÃ©lativ de l'un des groupements 
mÃ©thylÃ¨n en 4, permet d'Ã©tabli la prÃ©senc d'un carbonyle en 4. 

T. S. I est par consÃ©quen 1'0x0-4 dimÃ©thyl-6'6 (atrop+) flavoman- 
nine (1). 

Dans le spectre de masse, ne prÃ©sentan qu'un faible pic molÃ©culair 
Ã mle 588, on retrouve le mode de fragmentation de T. S. 2 caractÃ©ris par la 
perte de molÃ©cule d'eau et de radicaux mÃ©thoxyles d'oÃ les pics importants 
Ã mle 570, 552, 521 (tableau V). 
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Pigment 5 .  PrÃ©sen en faible teneur (non Ã©valuÃ© dans le champignon, 
ce composÃ a un caractÃ¨r nettement plus polaire que tous les autres 
(tableau 1). 

Son spectre UV-visible (tableau II) et ses rÃ©action colorÃ©e (virage 
immÃ©dia au rouge en prÃ©senc de soude ou d'acÃ©tat de magnÃ©sium souli- 
gnent son individualitÃ tout en Ã©voquan une nature quinonique *. 

T.  sulfureum synthÃ©tise outre un isomÃ¨r optique de la dimÃ©thyl-6,6 
flavomannine, isolÃ© prÃ©cÃ©demme de T. equestre et divers Dermocybe (4). 
3 dÃ©rivÃ nouveaux de ce pigment. Parmi ceux-ci, le dÃ©riv hydroxylÃ en 4, 
pigment majeur du champignon, s'est rÃ©vÃ© l'isomÃ¨r dextrogyre du 
pigment de C. vitellinus (6); par contre, les 2 autres composÃ©s respec- 
tivement dihydroxy-4,4* et 0x0-4 dimÃ©thyl-6,6'flavomannine sont ici carac- 
tÃ©risÃ pour la premiÃ¨r fois Ã l'Ã©ta naturel. 

Au plan chimiotaxinomique, il paraÃ® a priori inattendu que deux 
genres dtAgaricales Ã©loignÃ comme le sont Tricholomes et Cortinaires 
synthÃ©tisen un mÃªm type de molÃ©cul aussi Ã©laborÃ© Mais, le caractÃ¨r 
encore fragmentaire de nos connaissances quant Ã la rÃ©partitio de cette 
famille de composÃ© rend prÃ©maturÃ leur utilisation taxinomique au niveau 
supragÃ©nÃ©riq * *. 

Par contre, plus surprenantes et plus significatives apparaissent les 
divergences pigmentaires au sein des Tricholomes : en effet, T. sejunctum 
Fr. ex Sow., rapprochÃ par R. KUHNER de T. equestre dans sa section des 
Sejuncta (7), prÃ©sent une pigmentation jaune dans les vacuoles des hyphes 
cuticulaires, de nature trÃ¨ diffÃ©rent et vraisemblablement azotÃ©e 

Plus gÃ©nÃ©ralemen les dÃ©rivÃ de la flavomannine semblent, dans le 
genre Tricholoma, limitÃ© Ã quelques espÃ¨ce seulement, non obligatoi- 
rement affines (rÃ©sultat inÃ©dits) Le mode ponctuel de rÃ©partitio de ce type 

* Note ajoutbe sur Ã©preuves il s'agit en fait de l'endocrocine : trihydroxy-1,6,8 
mbthyl-3 carboxy-2 anthraquinone (voir r6f. 5).  

** Quant aux variations d'isomÃ©ri optique de ces pigments d'une esp6ce Ã l'autre 
e: parfois dans une mÃªm esp6ce (cf. T. S. 2 de T. sulfureum), il est encore trop t8t pour 
juger de leur importance au plan chimique et donc taxinomique; seules des Ã©tude ultÃ© 
rieures sur la biosynthhe et la configuration de tous les d6riv6s naturels de la flavo- 
mannine apporteront des 6lÃ©ment d'appr6ciation. 
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de pigment rend leur utilisation comme indicateur taxinomique pour l'ins- 
tant dÃ©licate 
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