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I INTRODUCTION '

1 AVANT-PROPOS

Depuis plusieurs années déjd, notre labaratoire s'intéresse a I'étude de 1a composition chimigue des
lichens. Deux buts sont poursuivis : d'une part, découvrir des structures nouvelles, et, d’autre par,
contribuer 4 la classification des différentes esptces par une étude chimiotaxonomique, ceci en

collaboration avec des botanistes, [1]

La découverte de substances inconnues est particulitrement intéressante dans le cadre d’une
collaboration avec les industries pharmaceutiques et de 1a parfumerie. Le screening des produits
isolés {étude sur un large spectre des propriéifs d’une substance donnée) est souvent délicat étant
dorné les faibles quantités isolées. Les recherches entreprises ont donc surtout porté sur la
caractérisation de nouvelles substances et sur I'ouverture de nouvelles voies synthétiques.

Deux études importantes entreprises dans nos laboratoires, dans le cadre de travaux de doctorat, nous
ont aidé dans nos recherches. La premitre, réalisée par Nicollier, porte sur 1'isolement, !identi-
Sfication er quelques synthéses de composés de la mousse de chéne (Evernia Prunaseri (L..] Ach.} [2].
La seconde est due & Gunzinger et s’intitule Erude de la composition chimique de Pseudevernia
Furfuracea (L.) Ach. Synthése d’un depside er 4" une depsidone [3].

Elles ont plos particulitrement porté sur les composés appartenant aux classes des depsides er des
depsidones. 11 s’agit des composés les plus caractéristiques des lichens.
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2 QUELQUES REMARQUES A PROPOS DES LICHENS [4]

Ce n’est qu’2 la fin du XIX*® sigcle que les lichens, jusque-13 considérés comme des étres simples 2
mi-chemin entre Valgue et le champignon, ont €té reconnus comme résultant de Y'union
symbiothique d’une algue autotrope (capable de photosynihése) et d’un champignon hétérotrope
(trihutaire d'un autre étre vivant pour son alimentation carbonée).

Les thalles peuvent avoir des structures trés différentes allamt d’une croiiz adhérant au rocher,
Jusqu’a la forme d’un petit arbuste. La taille varie de qnelques centimitres & prés d’un métre; les
couleurs sont généralement temes. La classe des Cladonia, dont nons avons étudi€é certaines espiees,
est caractérisée par une base foliacée on crustacée évanescente donnant naissance 3 des branches

dressées plus ou moins ramifices.

Quelques exemples types de thalles son préseniés ci-aprés

Peliigera horizontalis

Loberia pulmonaric

. Mhalles foliecds - _

Ramalina calicaris

Usnea ceratina

thalles fraticuleux thalles de Cladonia
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La nuirition carbonée est assurée par la photosynthese de 1'algue. Il n'est pas exclu que le
mycosymbiote puisse tirer certaines substances du substrat organique sur lequel e lichen se
développe. L'absorption de I'eau s'effectue sur towe la surface du thalle. La capacité & conserver
celle-ci est faible er, par iemps sec, Ie lichen se desseche et passe alors 2 un état de vie ralentie.

Les substances azotées ainsi que les sels minéraux sont apportés par les poussitres qui se déposent
sur le thalle ou par les produits dissous dans 1"eau.

Les lichens se développent dans la plupart des milicux existant sur la terre. s représentent la
dernigre végétaticn que I'on rencontre aux pdles et sur les montagnes. Chacun d’eux nécessite
toutefois des conditions wnbiantes bien précises.

Les lichens, outre le fait qu'ils constituent la nourriture de certains animaux, ont &€ utilisés en
teinturerie. Leur emploi est cependant en régression par suite de la concurrence des produits
synthétiques. Ils cominuent par contre & Etre utilisés en parfumerie et nombre de leurs composants
figurent dans les pharmacopées du monde entier.

On connait prés de 20000 lichens différents et régulitrement de nouvelles espéces sont identifiées.
La classification est trés difficile car les distinctions morphologiques sont souvent ténues. L'éude

chimiotaxenomique revét donc une importance primordiale.
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3 LES PRINCIPAUX COMPOSES LICHENIQUES

Les composés mis en évidence jusqu'a présent appartiennent aux classes suivantes [3]:

- Sucres

- Dérivés monoarylés de I'orcinol et du B-orcinol
- Depsides

- Depsidones

- Depsones

- Dérivés de xanthones

- Quinones

- Dérivés du dibenzofurane

- Dérivés de I"acide pulvinigue

- Acides y-lactoniques

- Acides gras

- Diterpénes

- Triterpenes

- Stéroides

- Caroténoides

- Composés azotés

- Composés soufrés

- Acides aminés, vitamines et enzymes

Les études réalisées sur Ia biosynthise des métabolites secondaires montrent que ceux-ci doivent étre
synthétisés par te champignon A partir des hydrates de carbones fournis par I'algue. 1t est important
de souligner que 1'étude des composés biosynthétisés spécifiquement par 'algue est s difficile, vu
la faible proportion que représente cette dernitre dans le thalle par rapport au champignon.
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Les lichens sont caractérisés par la présence de produits aromatiques résultant de la condensation de
deux ou trois unités phénoliques par estérification ou par couplage oxidatif. Ces réactions conduisent
aux depsides, depsidones, depsones. Les autres composés rencontrés dans les lichens sont également
connus chez les champignons et dans les plantes d’ordres supérieurs.

Dans ce travail scront essenticllement &tudiés les triterpenes et les stéroides ainsi que, dans une
moindre mesure, les depsides.

4 BIOSYNTHESE DES COMPOSES DEPSIDIQUES

Deunx voies biosynthétiques distinctes sont reconnues pour expliquer la formation des depsides et des
depsidones {5]. Toutes partent d’une structure de base qui est soit de type orcincl, soit de type

B-orcinol,
R R
H COQOH H COOH
oH B OH
Unité du type orcinol Unité du type B-orcinal

R = CHy, CyHy, CoH, 1 Coblg R= CH,, CH,0H, CHO, COOH

R’= CH,
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Leur formation est expliquée par la condensation d’acétyle-SCoA (CH;COSCoA ) avec du
malonyl-SCoA ( COOCH,COSCoA ). Les unités obtenues peuvent ensvite €tre comnbinées pour
former des para- depsides ou des méta-depsides.

H 0~ H
Ry I .

R, 1 , .

o 0 Ry R3 R

0 R’
o] R,
R{ CI)

H R; R R

R
R,
para-depside méta-depside

Parmi les para-depsides descendants de I'orcinol, celui que nous avons le plus souvent rencontré est
1'acide évernique. L'atranorine, un autre para-depside, appartient 3 la série do B-orcinol.

Les méta-depsides sont également formés 2 partir des deux séries, atnsi 'orcinol conduit & des
composés tels que 1'acide sekikaique alors que l1a série du B-orcinol conduit & des composés comme

1'acide thamnolique [5].



Introduction 9

5 BIOSYNTHESE DES COMPOSES STEROIDIQUES ET TRITERPENIQUES

5.1 SCHEMA GENERAL

La base de la biosynthse des triterpénes est 1a combinaison de 3 unités d’acétyl-CoA pour donner le
B-hydroxy--méthyl-glutaryl-CoA [6,7].

v (0] O SCOAO

B-hydroxy-B-méthyl-
H O glutaryl CoA

La réduction de Ia fonction CoA en alcool conduit 4 1'acide mévalonique.

JH
0]
%
,
HOOC
HOOC COSCoA OH
Acide mévalonique

Celui-ci, réagissant avec une molécule d’ATP, se transforme en un intermédiaire instable qui se
décompose pour donner, apres £limination de I’alcool tertiaire et du carbonyle libre, un dérivé
isoprénique, I'isopeményle pyrophosphate. Ce dernier peut étre transformé en diméthylallyle
pyrophosphate par I’enzyme appelée isomérase.
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ATP
—_—
HO

HOOC OH

Ac mévalonique -CO,
-HOP
:<“ Isomérase | >_/'

OPP B,B-Diméthylallyle

Isapentényle pyrophosphate
pyvrophosphate

La condensation de deux de ces unités conduit au géranyl pyrophosphate, puis, aprés condensation
avec une antre nnité Cs, an famésyl pyrophosphate.

T v

Géranyle pyrophosphate

OPP

all-trans-farmésyle pyrophosphate

La dimérisation de ce demier conduit au squaléne qui est I'nnité de base pour la formaton des
triterpénes.
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Squaléne

La cyclisation du squaléne conduit, chez les animaux, & la formation de lanostérol qui peut &tre
ransformé en cholestérol par plusieurs voies paratléles. Chez les plantes, elle conduit notamment au

cycloartanol.

[T

o
/
H Cycloartanol
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52 LES TRITERPENES TETRA ET PENTACYCLIQUES

On reconnait deox groupes importants de triterpénes: les 1étracycliques qui incluent les stérols, et les
pentacycliques [8].

La conformation dictée au squaléne par I'enzyme lors de sa cyclisation conduit & divers
sous-groupes. Nouos ne développerons pas ici les multiples possibilités, mais nous donnons I’exemple
de la formation du cycloarténol depuis I’époxy-2,3-squaltne pour illustrer comment la position des
méthyles est dictée par 1a conformation du squaléne au moment de sa cyclisation,

Epoxy squaléne

N

Cycloartanol

Protostérol
(ion carboniom)

Les composés pentacycliques sont obtenus par vn réarrangement du cycle & cing membres et
formation du cinquitdme cycle & partir de la chaine latérale. Nows proposons ici la formation dn
lupéol etde la B-amyﬁnc & partir d’un ion carbonium obtenu selon le méme schéma, mais & partir de
squaléne ayant une conformation quelque pen différente (chaise-chaise-chaise-bateau).
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\‘)\!+ \
)

Dans le cas de la B-amyrine, le cycle E & six membres se forme de la méme maniére que D, par
réarrangement du cycle 3 cing membres et de la chaine latérale. L'a-amyrine est obtenue par
réarrangement des méthyles sur le cycle E lors de la formation de 1a double liaison par perte d’un

proton (transformation du carhonium en une molécule neutre).

Cette rapide é1ude de la voie biosynthélique des triterpénes montre que ceux-ci ne se différencient
qu'an moment de 1a cyclisation du squaléne et par quelques réarrangements ultérieures.
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6 METHODE CLASSIQUE D'IDENTIFICATION DES SUBSTANCES NATURELLES

L'isolement de substances naturelles ainsi que leur identification deviennent difficiles lorsque ne
sont disponibles que de faibles quantités de matéricl de départ. L'étude de prodnits en traces
notamment est souvent rendue impossible par la présence massive de certains composés qui les
masquent. Les impuretés des solvants utilisés peuvent également étre la cause de difficultés car il est
souvent nécessaire de travailler avec des quantités trés importantes de matériel brut de départ pour
obtenir une quantité de produit recherché suffisante pour son analyse. On peut représenter les
contraintes qui régissent ’analyse des produits natarels par le schéma saivant:

Produit pur

Impuretés dnes
aux quantités
de solvants
nécessaires

Quantités de matériel brut
de départ, complexité des
mélanges

Difficulté de
purification

La courbe 1 correspond au cas idéal: des quantités de produits suffisantes, un solvant pur et ung
bonne séparation. Dans ce cas le produit pourra rre isolé.
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La courbe 2 correspond 2 la sitnation que )'on rencontre lorsque le solvant utilisé a €t mal choisi.
Les problémes de la solubilité des échantillons (par exemple) vont scuvent pouvoir se résoudre par
une aggmentation de la quantité de solvant, mais celd provoquera également une accumulation des
impuretés de celui-ci qui nuiront & la purification du produit. A partir d’un certain stade,
I’accumulation est suffisante pour annihiler les efforts de purification,

L’augmentation de la quantité de matériel de départ semble étre la solution, mais elle entraine
souvent une augmentation de la difficulté de séparation. C’est le cas de la courbe 3. Lorsqu’on
rravaille avec un matériel de départ plus conséquent, les techniques de séparation deviennent plus
grossiéres (colonnes remplies de matériel d’un grain moins fin, codt du support limitant certaines
utilisation 4 de faibles quantités, etc). 1l en résulte une accurnulatons de substances parasites
provenant du mélange brut. L'angmentation des quantités de départ n’est donc souhaitable que si les
méthodes de séparation qui seront utilisées restent d’une efficacité suffisame.

La figure ci-dessus devrait en fait étre réalis€e en trois dimensions, sous la forme d'un polygone dont
chaque sommet carrespondrait & une difficulté, 11 y a en effet de nombreux facteurs qui tendent a
nous éloigner de la ligne médiane. Ils peuvent &tre aussi divers que la toxicité des produits, leur

disponibilité ainsi que celle des appareils, lear manipulation, etc.

Les chimistes ont cherché A contourner le probléme posé par la purification des produits en la
subdivisani en plusieurs €tapes. I devenait ainsi possible de mieux adapier les conditions et les
méthodes anx quantités de produits A purifier.
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Le résultat a €té I'établissement d’une voie classique de purification de composés qui suit le schéma

suivant:

Extraction

Séparation par classes

Fractionnement

Purification

L’étape de I'extraction peut déja €tre utilisée pour procéder A un premier tri des substances en jouant
sur la polarité du solvant employé.

La séparation par classes peut €tre basée sur une partition acides, bases, neutres ou sur une
précipitation des composés par abaissement de la polarité du solvant dans lequel M'échantillon cst
dissout. Cette premiére sé€paration est grossi¢re et souvemt peu sélective (sauf pour ’extraction

acides-basas-neutres).

Le fractionnement correspond 2 la séparation des composants des divers groupes de produits sur la
base de critdres chimiques ou physiques. Les méthodes les plus courantes somt les diverses
techniques chromatographiques et la distillation,
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La purification, dans le cas des substances naturelles tout an moins, est généralement réalisée par des
moyens chromatographiques. Certaines méthodes comme la chromatographie liquide préparative
(MP et HPLC), ou la chromatographie en phase gazeuse, sont trés bien adaptées A la purification et &
I’analyse de petites quantités.

Lorsqu’on a affaire & un mélange complexe, il est évidemment difficile d’isoler et de purifier chaque
composé en quantités suffisantes pour permettre une €tude par voic spectroscopique.

C'est ici qu'il est nécessaire de coupler directement A la méthode de séparation une technique
spectroscopique (UV, 1R, MS). Le développement des systtmes GC-MS et LC-MS a nettement
amélioré le seuil de dérection et d'identification des produits [23). 1l n’est également plus nécessaire
d'isoler les substances pour pouvoir les analyser, il suffit de les sépararer chromatographiquement.
Ces méthodes peuvent toutefois s'avérer inadaptées dans certains cas. 11 est en effet des composés
qui par exemple ne peuvent pas £tre séparés par chromatographie en phase gazeuse parce que leurs
points d’ébullition sont trop élevés. L'entrainement de 1a phase stationnaire par la phase mobile est
épalement un probléme non négligeable en GC-MS$ puisqu’il provoque une augmentation du bruit de
fond.

Une alternative intéressante est apparue ces dernizres années. Elle consiste 3 remplacer 'appareil de
chromatographie par un spectrométre de masse. Le systéme ainsi formé wiilise le premier MS pour
sélectionner un jon et le second pour ’analyser, La comparaison des différentes éiapes nécessaires A
I'analyse d'une substance en GC-MS et en MS-MS est schématisée ici.
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Mélange —| Chromato,  |— Produit pur Analyseur

Mélange — 1'MS —— Jon sélect. — Analyscur

Dans le premier cas l'analyseur est un MS formé d'une chambre d'ionisation, d'un systéme
permettant de séparer les ions sur la base de leur rapport masse sur charge et d’un détecteur. Dans le
second cas la chambre d’ionisation est remplacée par une chambre de collision dans laguelle 1'ion
entre en collision avec un gaz (inerte ou réactant) sous certaines conditions €nergétiques. Les
fragments résultants sont analysés par le deuxigme MS de maniére classique.
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7 PRESENTATION DE LA MS-MS ET DE SES TECHNIQUES

7.1 INTERET DE LA METHODE

Comme nous I'avons constaté précédemment, la méthode classique d’analyse des substances
naturelles nécessite de nombrenses manipulations de celles-ci. Les risques de dégradation de
1'échantillon, ainsi que la perte d’une partie de celui-ci sont directement dépendants de la durée de sa
préparation ainsi que du nombre de manipalations nécessaires. L’introduction de la GC-MS et de la
LC-MS avail déja bien simplifié le travail en évitant de devoir isoler complétement les produits A
étudier. Mais ces deux méthodes restent souvent lentes (dans le cas des séparations difficiles

notamment) et ne peuvent pas toujours &tre appliquées.

L’érude d’un extrait brut en MS simple montre souvent un foisonnement d'ions divers, parfois
dominés par quelques my/z plus importants dus & 1 ou 2 produits présents en grandes quantités.
L'interprétation de tels spectres n’est que trés rarement réalisable, et ne concerne généralement que
"identification du produit majeur,

L’idée de la MS-MS est de mettre entre la chambre d’ionisation et I’analyseur un appareil qui soit
suffisamment sélectif pour ne laisser passer qu'un produit. L' appareil le plus 8 méme de séparer des
ions de masses différentes €tant le spectrométre de masse, le couplage de deux appareils est tout de
suite apparu comme une solution intéressante [9].
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La MS-MS peut étre employée de plusieurs manitres différentes que nons avons résumées dans le
tableau ci-dessous [10]:

Analyse Premier MS Collision Deuxitme MS Information
Ions Transmet Bl 1dentifi-
ion aye .
cation
descendants spécifique
Collision
lons . Tmnsmct Information
Balaye ou ion
ascendants spécifique structurale
réaction
Pertes de Balaye recherche
Balaye décalé d’une de
neutres constante Familles

7.2 QUELQUES REMARQUES SUR LES QUADRIPOLES

Comme le spectromdue de masse que nous avons utilisé €ait équipé de trois quadripbles, nous
avons jugé intéressant de commenter quelque peu leur fonctionnement [9,11].

Sur !a base des techniques utilisées pour la séparation des ions, les appareils de spectroméirie de
masse peuvent &tre subdivisés en quatres types d'appareils:

- A secteur {tnagnétique ctfou électrique)
- A temps de vol

- Ton-cyclotron

- A quadripdle

Le premier fonctionne sur le principe qui veut que des ions ayant un rapport masse sur charge
différent soient déviés différemment lorsqu'ils subissent un champ magnétique ou électrique pendam

leur déplacement.

La détection par temps de vol se base sur le fait que des ions de myz différents recevant tons la méme
impulsion an méme instant n'acquitreront pas la méme vitesse et auront donc des temps de vol
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différents pour parcourir une certaine distance.

L'appareil 3 ion-cyclotron fonctionne sur le principe du cyclotron utilisé pour accélérer les €lectrons,
mais appliqué et adapté aux ions rencontrés dans nn spectrométre de masse.

Le quadripdle est d'un fonctonnement quelque pen plos compliqué., Nous allons le développé
ci-dessous {11].

7.3 PRINCIPE DU QUADRIPOLE

L'effet de filtre d'ions obtenu avec un quadripdle est dii & 1'wtilisation simnltanée d'une tension
continue et d'une tension modulée. La décomposition du syst®me selon deux axes perpendiculaires
rend les phénomenes intervenants plus simple A comprendre.

La figure ci-dessous représente schématiquement le quadripdle.
X

Y

Considérons t'effet d’une tension modulée appliquée aux deux barres se rouvant dans le plan X-Z
sur des ions paositifs se déplagant dans ce méme plan. Lorsque la tension appliquée sera positive, les
ions seromt focalisés sur I'axe Z. Si au contraire la tension est négative, les ions subiront une

accélération qui les défocalisera et ils 5" Eloigneront de 1'axe Z.

Si nous ajoutons une tension conlinue positive sur ces mémes barres, nous obtiendrons aussi une

focalisation des ions sur I'axe Z par cette nouvelle tension.

8i les ians sont de masse élevée, ils auront une inertie telle qu'ils seront peu influencés par la tension
modulée. 1ls seront donc focalisés sur 1'axe Z. Par contre les ions de faible masse, eux, seront
influencés de fagon importante par le tension modulée et, si celle-ci est suffisante, ils iroat se

décharger au contact de |'une des électrodes.

Nous constatons donc que 1a situation présentée selan le plan X-Z agit comme un filtre ne laissant
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passer que les masses supérieures A une certaine valeur .

Voyons A présent ce qui se passe dans le plan Y-Z. A chaque instant, la tension appliquée sur les
barres dans ce plan est gale en intensité, mais de signe opposé A celle appliquée sur les barres dans
le plan X-Z. En appliquant le raisonnement développé précédemment, nous constatons que cette fois
les fons lourds sont défocalisés de 1’axe Z par la tension continne, et que seuls les jons suffisamment
1égers pour &tre refocalisés par la tension modulée parviendront 2 1"autre bout du quadripéte.

Si nous considérons maintenant le quadripole globalement, nous constatons que pour une fréquence
et une tension donnée, seul un petit nombre d'ions parviendront 4 franchir le filtre.

En modifiant simultanément 1a tension continue et la fréqucnce de la tension modulée, it devient
possible de "balayer” un domaine de masses, et ainsi d'enregistrer un spectre.

Le principal avantage du quadripéle sur les autres systmes vient de la rapidité avec laquelle le
balayage des masses pent étre effectué. Cette extréme souplesse permet de réaliser plusieurs
expériences successives A partir d'un senl échantillon. Ceci autorise ainsi 1'étude de plusieurs ions
différents en une seule expérience de MS-MS.
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7.4 PRESENTATION DE L'APPAREIL NERMAG R 30-10

L’appareil avec lequel nous avons travaillé est un NERMAG R 30-10 [5,10]. C’est un double
spectrométre de masse couplé & un chromatographe en phase gazeuse, et permettant une introduction
directe des produits dans la source. 1! est possible d'étudier ceux-ci par ionisation chimique ou par
impact électronigue, tant sur les ions positifs que sur les ions négatifs. Le systéme d’analyse est
constitué de trois quadripdles, d’une chambre d’ionisation, d'une chambre de collision (contenant le
deuxi¢me quadripble utilisé exclusivement pour refocaliser les ions) et d'une cellule de détection,

Source Détecteur

A

7N~

17" quadripdle Chambre de collision eme quadripble

En mode MS simple, les deux premiers quadripbles sont utilisés poor focaliser les ions vers 'entrée
du troisieme. Seul ce dernier est utilisé pour balayer les masses.

En mode MS-MS, on crée une deuxidme fragmentation en introduisant un gaz au nivean du
deuxigme guadriple. Les ions qui ont traversé le premier quadripdle entrent en collision avec ce
gaz, et subissent une nouvelle fragmentation. s peuvent étre ensuite analysés i 1'aide du quadriple
3.
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Trois types d’analyses penvent étre entreprises: premiérement 1'étude des ions descendants formés
dans la chambre de collisons A partir d'un ion sélectionné 3 1'aide du quadriple 1. Dans ce cas le
premier MS sert & sélectionner Iion et le second sert 3 balayer les masses des descendants éventuels.
Deuxi¢mement, I’étude des parents d'un ion. Il s"agit de déterminer guels sont les ions qui, lorsqu’ils
sont fragmentés produisent un ion donné. Cene fois c'est le premier MS qui balaye et c'est le
deuxitme qui est fix€ sur un m/z choisi. Troisi¢mement, la recherche de 1'élimination de fragments
neutres. Si les deux quadripdles balayent simultanément avec un écart fixe dans les masses balayées
(par exemple 18, H,0 ou 28, CO), tout signal indiquera I'élimination d'un fragment nentre d'une
masse correspondant a la différence entre les deux quadripdles.



Introduction 25

11 ETAT DES RECHERCHES

Dans leur wravail de doctorat, Nicollier et Gunzinger ont principalement €rudié la fraction comenant
les composés depsidigues. Leur méthode de travail a consisté en I’extraction des lichens, puis en ia
séparation et Ia purification des produits. Une fois les substances pures isolées, ils ont procédé 3
I'analyse de celles-ci par résonance magnétiqgue nucléaire, spectrométrie infrarouge ou encore
spectrométrie de masse. Certaines structures ont €t€ confirmées par synthése.

Les travaux de Nicollier et Gavin [2,12] portaient sur Evernia prunastri (L.} ACH. lls ont permis
I'idemification de nombreux depsides et de quelques triterpenes. Une analyse chromatographique
des fractions légéres leur a permis d’identifier de nombreux dérivés d’alcanes. La liste des

principales substances isolées est présentée ci-dessous.

Orsellinate de méihyle Acide orséllinique
Sparassol Acide éverninique

Everninate d’éthyle

B-orcinclcarboxylate de méthyle Rhizoninaie de méthyle

Divaricate de méthyle Divaricate d’¢thyle

Acide divaricalique

Atranol Cl-atranol
Acide haematomique Haematomate de méthyle

Haematomaie d’éthyle

QOrcinol B-orcinol
Ether monométhylique de I’orcinol

Ether monométhylique du chlororcingl

Ether monométhylique du dichlororeinol
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Acide évernique
Chloratranorine
Acide divarigne

Evernine
Acide lécanorique
Méthyle-3’-1écanorate de méthyle

Acide O-di-Me-4,2""gyrophorigque
Acide usnique

Fridéline

Nor-29-21a- hopan-3,22-dione
Acide ursolique

Lanostérol

Atranorine
Acide barbatique
Acide thamnolique

Acide O-méthyl-2’-évernique
Acide méthyl-3’-évernique

Taraxérol
Moréténone
Lupéol

Le travail de Gunzinger a port¢ sur Pseudevernia furfuracea (L) ACH [3,13]. 11 a permis

I'identification des composés snivants:

Haematomate d’€thyle
Ac. B-orcinolcarboxylique

Awranorine

Acide olivétorigue
Acide imbricarique
Erythrine

Acide physodigqne
Acide tsophysodique

B-orcinolcarboxylate de Me
Acide haematomique

Cl-arancrine
Acide lécanorique
Acide mycrophyllinique

Acide fumarprotocétrarique
Acide olivétorique
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Acide physodalique
Acide Me-2"-0O-physodique
Me-2-O-physodone

Acide furfurique

Olivétonide

Acide hydroxyphysodique
Acide aléctoronique

Le travail de Gunzinger a été complété par Tsoupras dans nos laboratotres. Ce demier a identifié les

composés suivants:

Cholestan-3B-ol
Cholest-4-en-3-one

Péroxyde de 9(11)-déhydroergostérot
Ergostan-3p-ol

Ergost-4-en-3-one
Ergost-5,8,22-trien-3B-ol
Ergost-5,7,9,22-tetracn-3p-ol
4o-Me-ergost-7,24(28)-dien-3p-ol
Ergost-5,22-dien-3f-ol
Ergost-7,24(28)-dien-3B-ol

Stigmastan-3p-ol
Stigmast-4-en-3-one
Stigmast-5,22-dien-3p-0l

Cholest-5-en-3p-ol
Cholest-8-en-3p-ol

Péroxyde d’ergostérol
Ergost-5-en-3B-ol
Ergost-7-en-3p-ol
Ergost-5,7,22-trien-3f-ol
Ergost-8,22-dien-38-ol
4a-Me-ergost-7-en-3f-ol
Ergost-7,22-dien-3B-o0l

Stigmast-5-en-38-ol
Stigmast-T-en-3B-ol
Stigmast-7,22-dien-3f-o0l

Notre propos n’est pas de dresser ici la liste de tous les composés isolés dans ces lichens, mais nous
présenterons encore quelques substances déjd isolées dans le genre Cladonia puisque nous nous
sommes penchés sur quelques especes de celui-ci, ainsi que celles connues dans Lobaria Pulmonaria

que nous avons étudié par MS-MS.
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Cladonia [13,14,15]

Acide nsnigue

Acide protocétrarique

Acide 4-O-deméthylbarbatique
Acide hypoprotocétrarique
Acide rangiformique

Lobaria pulmanaria [13,14,15,51}

Acide stictique

Acide connorstictique
Ergosta-5,7,22-trien-3p-ol (ergostérol)
Ergosta-7,24(28)-dizn-3B-ol (£pistérol)
Ergosta-8,24(28)-dien-38-0l (fécostérol)
Ergosta-5,8,22-trien-3B-ol (lichestérol)
24-méthyl-cholesta-5,22-dien-3f-0l
24-¢éthyl<cholesta-5,22-dien-3f-0l

Acide fumarprotocéirarique
Acide squamatique

Acide barbatique
Atranorine

Acide Norrangiformique

Acide constictique
Acide cryptostictique
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1 RECHERCHES ENTREPRISES ET BUT DE NOTRE TRAVAIL

8 RECHERCHES ENTREPRISES

Comme nous 1’avons mentionné dans le chapitre 7, 'introduction, il ¥ a quelques années, de la
spectrométrie de masse en tandem ("tandem inass spectrometry") a permis d’envisager une

simplification importante de 1'analyse de mélanges complexes.

Aw cours de notre travail, nous avons essayé d'érudier quelques possibilités d’application de la
MS-MS A I'étude des substances naturelles et en particulier & des composés mineurs dans les extraits

de lichens.

Nous nous sommes esseatiellement intéressés aux probl2mes sutvants:

- Différenciation d’isoméres

Lorsque deux composés possédent la méme masse moléculaire et des structures trés voisines,
leurs spectres de masse sont souvemt difficilement différenciables. 11 est tontefois des fragments
qui, aprés collision, donnent des spectres différents. Nous avons recherché ces différences pour

divers composés de la famille des oléanes et des ursanes.

- Etude comparative de fragments

L'identification de composés par comparaison de leurs spectres de collision avec ceux de témoins
est une technique qui se voit nettement valorisée par la MS-MS. L’éwde des spectres des
principaux fragments de la molécule i identifier permet de travailler avec des références
provenant de diverses sources. Il n'est plus nécessaire de disposer d’un échantillon témoin, il

suffit de posséder les spectres de ses principaux fragments.
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- Etude mécanistique de 1a formation d’un ion

Puisqu’i! est possible de comparer par MS-MS la structure d’un fragment avec celle d’un témoin,
nous nous sommes attach€s & prouver la structure de certains ions formés par fragmentation ou
réarrangements. A cet effet, nous avons synthétisé un composé qui, apres collision, produisail un
fragment identique 2 celui proposé dans le mécanisme. L'étude MS-MS des deux fragments nous
a permis de démontrer I"exactitude du chemin de fragmentation proposé.

- Identification des principaux composés d'un lichen

Forts du fait que la MS-MS permet d'isoler un jon moléculaire dans un mélange et d’obtenir son
spectre, nous avons tenté d'introduire quelques lichens directement dans la source de I'appareil
MS-MS sans procéder & une extraction préalable. Cette technique d’analyse a toutefois nécessité
de travailler dans des conditions particulidres (ionisation chimique, MS-MS des ions négatifs).
Nous reviendrons sur celles-ci dans le chapitre qui leur est consacré.

9 BUT DU TRAVAIL

- Compléter les avaux de Gunzinger, Nicollier et Gavin en identifiant les composés mineurs de
Evernia prunastri et Pseudevernia furfuracea. On aura ainsi une vue détaillée de la composition
chimique de ces lichens trés largement répandus.

- Ewdier les composés mineurs d’espdces moins répandues (Cladonia) pour lesquelles on ne
dispose que de petites quantités, en mettant en oeuvre des techniques comme la GC-MS, ia HPLC

ctc.

- Etudier la possibilité d’utiliser ]a MS-MS pour ’analyse directe des lichens
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10 PROCEDURE D’ANALYSE

Les schémas des pages suivantes donnent un apergu des manipulations réalisées pour isoler les
composés d’Evernia Prunastri que nous avons étudiés. L'analyse détaillée de ces divers produits est
présentées aux chapitres 12 2 19. La partie expérimentale est présentée en détail au chapitre 31,

10.1 FRACTION INSOLUBLE DANS L'ETHER

C'est la fraction guantitativement la plus importante. Elle avait déjd été éwdiée précédemment [2].
Nous avons rapidement analysé ses composants en 'H-NMR.

102 FRACTION ACIDE

La fraction acide de la partie soluble dans 1'éther de la concréte a permis 1'identification de plusieurs
depsides déja étudiés par Nicollier [2] et de deux acides de 12 famille des hopanes.

10.3 FRACTION NEUTRE

La fraction neutre est de loin celle gui a le plus retenu notre attention. Nous I’avons éwudiée & partir
de différents extraits car i nous est apparu que le type de solvant utilisé pour 'extraction avait une

influence directe sur tes types de produits isolés.

La fraction neutre de la concréte benzénique nous a permis d'identifier plusieers triterpdaes,
notamment par GC-MS,

10.4 NOUVEL EXTRAIT DE LICHEN FRAIS

Les depsides €tant les composés les plus abondants dans les lichens, nous avons choisi de travailler
sur un nouvel extrait réalisé 4 I'éther. Nous avons ainsi €vité d’extraire les depsides et avons obtenu
une fraction plus riche en terpénes que la fraction vrée de la concréte benzénique. Une dizaine de

produits ont ainsi pu &ire identifiés.
10.5 EXTRAIT AU CHLOROFORME

Ayant constaté la trés grande solubilité de la plupart de nos composés dans le chloroforme, nous
avons choisi de traiter notre lichen avec ce solvant. Nous avons ainsi pu identifier 4 autres terp2nes.
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Schéma d’extraction 1

Concréte benzénique d'Evernia Prunastri
I

[ Ether : i
[ Partie soluble ] [ Partie insoluble ]
| i
Partition Chromatographie
acides / nentres ' $i0; Tolugne -> Dioxane
‘ |
[Fraction acide ] [Fraclion neutre I
Atranorine
| Cl-atranorine
Chromatographie Lécanorate de Me
Si0, Ligroine -> AcOEt
| . I
ACI AC2 AC3
Ac éverninique
I
CCM Chromatographie
| gel de silice
Acides gras tolune-dioxane-AcOH
Ac éverninique 180/45/5
| !
AC3.1 AC32 AC33 AC34
Ac éverninique
B-orcinolcarboxylate |
de méthyle CcCcM Recristallisation Recristallisation
l dans MeOH dans MeOH
{ |
B-orcinolcarboxylate Acide Ac 3f-hydroxy-
de mélhy]c SB'hydrOXY' &acétoxy.
Ac évernique hopan-22-oique hopan-22-oique
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Schéma d’extraction 2
|
Hydrolyse
KOH 5% dans MeOH
I
Chromatographie
Ligroine «> éther -> AcOEt
|
Dissolution dans Chromatographie
la ligroine Ligroine/éther 4:6
i |
[
Inscluble NT2.1
Soluble
Fridéline | Ac éveminique ’ NT2.2
| e
Chromatographie RP-18
Ligroine -> éther l I
| —
HPLC B orcu;o ]carboxy ate
RP-18 de méthyle
[
I l GC-MS
B-orcinolcarboxylate Ester méthylique
de I’acide
de méthyle - Taraxérol
éverninique R HPLC
n
s RP-18

Béuline ]

Lupa.n-3-en‘ ] Lupéol
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Schéma d’extraction 3

Extrait A 1'éther de lichen frais I

I
Partition
Acides/neutres

(o]

Chromatographie
§i0, Ligroine ->
€ther -> MeOH

Fractions 1 & 10 réunies

I
HPLC

RP-18
l

[ Fractions 50 & 60 rénnies
{

Chromatographie
§i0, Ligroine -> €ther
1

HPLC
HPLC RP-18
RP-18 r |
|
I 1 Péroxyde Péroxyde
NF1.9 [ Aliphatiques d'ergostérol
I (6.9¢11),22-tritne) d'ergosiérol
Purification |
par HPLC RP-18 Lanostérgl Isomultiflorénone B-amyrine
] Lupéne-3-one Hopan-22-en-3-one 24-Me-cycloartanone
GC-MS B-amyrénone a-amyrine Acétyl-isomultiflorénol
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Schéma d’extraction 4

[Exu*ait au chloroforme ]
T
Ether

Partition
Acides/neutres

Acides

Chromatographie
§i0; Ligroine -> éther -> MeOH 10%

d

3

|
FRACT. 2 [ Aliphatiques

HPLC
RP-18
t

CL1 CL2
Acide éverninique
Chromatographie
§i0, Ligroine-éther
I

Nor-30-hopan-
3,22-dione

HPLC HPLC
RP] 18 RF‘-l 18
Nor-30-hopan-3f3-ol-22-one
Olean-12-en-33-cl-11-ane

Nor-30-hopan-3-hydroxy-
6-acétoxy-22-one
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11 ANALYSE DE LA FRACTION AC3.3

Lors de la solubilisation de celle-ci dans du MeOH, un produit blanc a précipité. Nous I'avons
recueilli et nous avons enregisiré son specire 'H-NMR. Comme nous pouvans le voir 4 la figure
11.1, celui-ci indique la présence de nombreux méthylenes et de plusicurs méthyles.

Spectre IH-NMR du produit

S VR WY

Figure 11.1

La présence d'un multiplet & 3,22 ppm ainsi que les déplacements chimiques des méthyles nous ont
fait penser i rupprocher notre spectre de celui do dihydroxy-38,22 hopane. Le tableau ci-dessous
donne une comparaison des déplacements chimiques des méthyles de notre produit avec ceux du
produit précité [16]).
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Tableau comparatif des déplacements chimiques des méthyles

4o 43 1) 108 l4ge i8a
Référence 0.766 0.816 0.966 0.966 0.966 0.766
Produit 0.762 0.800 0.950" 0.955° 0.975 0.762

*Peuvent étre intervertis.
De manidre 4 mieux cemer la structure de notre substance, nous avons éwdié celleci par
specrométrie de masse. Dans un premier temps, les spectres d’ionisation par impact €lectronique

(figure 11.2) et par ionisation chimique (NH;), ont é1€ enregistrés.

Spectre MS El du produit

188 221
58 1
397 458
385 475 '
,__“,_l___- [ TR— __J_.JL _I__._l_.,_. I
360 adn 589
Figure 11.2

Les deux spectres mettent en &vidence le fait que le produit & un PM de 458 et qu'il se fragmente
pour donner principalement m/z 221.
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Spectre MS Cl1 (NH,")du produit

100+ 478
Al ;
54
2689 ‘
136 (g3 L
HH'H ll!j“m ‘ i 0w qon o i Wiy
192 292 568 a5 596

Figure 11,3

Les signaux 3 mfz 207 et m/z 189 ont également reienu notre attention puisqu'ils sont
caractéristiques d’un fragment ayant pour structure

H

La présence de ces deux jons confimme Ja fonetion hydroxyle sur le carbone C(3), qui nous avait déja
€1é suggérée par le multiplet 4 3.22 ppm sur le spectre 'H-NMR,

Malgré ces quelques indications, il est trés difficile de postuler une structure. Nous avons aussi
procédé i une éude du composé pur MS-MS.

Nous avons premigrement enregisird le specire des descendants de myz 221. Ce dernier est représenté
dlafigure 11.4,
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Descendants de m/z 221 du produit

106+ 147
221
58 1
59 2
119
1 l b il “‘ o h b o
108 209

Figure 11.4

Deux éléments sont 3 retenir:
- Les fragments nyfz 207 ct 189 ne descendent pas de myz 221.
- m/z 221 perd 74 unités de masse lorsqu'il se fragmente.
La premigre remarque implique que le fragment correspondant 3 m/z 221 ne provient pas de la méme

partie de 1a molécule que celle qui est  1'origine des myz 207 et 189.

La perte de 74 unités de masse, elle, est caraciéristique d'une fonction acide en position alpha par
rapport & un méthyle.

Nous avons enregistré le spectre des parents de m/z 221 pour établir 1a paternité de celui-ci.
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Parents de m/z 221 du produit

me] 221
59 -
as8
L - ; . 386 44930
169 2609 368 age ' Saa
Figure 11.5

1i montre sans équiveque que m/z 221 est formé directement A partir du pic moiéculaire.

L’étude des données réunies au travers des expériences réalisées jusqu’ici suggére que notre produit
doit avoir la structure de base de 'hopane avec des cycles A et B identiques et une fonction acide sur
un des cycles D ou E.

La perte de 74 unités de masse depuis m/z 221 ainsi que i’importance de cette perte par rapport aux
fragmentations concurrentes nous induit & postuler que la fonction acide doit &tre fixée sur la chaine

latérale du squelette, sur le carbone 22. Nous proposons donc la structure suivante.

COOH

Mgy,
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Nous avons encore démonué la parenté des ions ny/z 207 et my/z 189 en enregistrant les spectres des
descendants du myz 458. (figure 11.6).

Descendants de m/z 458 du produit

188 221
287
38
188
166 L b3s
il I | 1l | I 38.7 4?8
1@e 260 380 412d s0@
Figure 11.6

Le spectre obtenu est wes clair puisque les lons my/z 221, myfz 207 et vz 189 vy sont tous présents.

Nous avons étudié le spectre de collision de I'ion m/z 189. Nous |'avons rapproché des spectres de
m/z 189 réalisés lors de V'étude des amyrines (chapitre 13). Les faibles différences montrent que
'ion myz 189 do ces derniéres est principalement formé A partir des cycles A et B

Nous nous sommes encore attachés 4 démontrer que dans le cas présent I'ion m/z 189 descendait
bien de 1'ion myz 207 en enregistrant le spectre des parents de my/z 189 (figure 11.8).
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Descendants de m/z 189 du produit

188 189
50
95
5o 113
7 |
[ L L | PO N
148 ZAR
Figure 11.7
Parents de ny/z 189 du produit
16@- 183
5@ |
207
,,,,,, U I IO | 458
143 L[] 368 ’ agd 7 spp

Figure 1 1.8

En conclusion, nous pouvons dire que notre produit i un squeletie de base voisin de celui du lupéol
selon la 'H-NMR, yue les cycles A et I3 sont confimmés par la présence du frugment & im/z 207 el que
ce fragment conduit & mfz 189 pur perte d’ean. L'hydroxyle en position 3 est confirmé par le
multiplet i 3.22 ppmen 'H-NMR.
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Le signal & m/z 221 comespond aux cycles D et E. Ce fragment conduit 3 my/z 147 par pene de la
fonction acide o-méthylée. Le proton sur le carbone C(22) donne un multiplet en "H-NMR 3 2.67
ppm. Le méthyle voisin de I'acide donne un doublet & 1.24 ppm, la partie gauche de ce doublet étant
cachée sous Je signal 3 1.28 ppm.

Cette atmibution des multiplets a éié faite aprés diverses expériences d'irradiation en 'H-NMR. Les
spectres correspondants sont détaillés aux figures 11,93 11.11,

Irradiation du proton en o de Phydroxyleen 3

8 7 & 5 L 13

o
—
=

Figure 11.9

La figure 11.9 montre le spectre obtenu lorsqu’on irmdie le proton en & du groupe hydroxyle (3 3.2
ppm). Comme aucun méthyle n’est directernent i€ au carbone paortenr de ce proton, aucune influence
de ["irradiation n’est pergue. Seul le -CH,- voisin doit on ressentir 'effet, mais le nombre important
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de signaux présents entre 0.5 et 2 ppm couvre son signal.

Nous avons également irradié le proton en o du méthyle voisin de I'acide (2.67 ppm). Cette fois
{figure 11,10), le signal & 1.24 ppm disparait et un s léger épaulement apparait sur la droite du
signal 4 1.28 ppm.

L’expérience inverse, irradiation du signal 4 1.24 ppm, a pour effet de transformer le multiplet A 2.67
ppm en un doublet. Ceci confirme notre hypothése.

Irradiation du proton A 2.67 ppm

.

Figure 11.10
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Irradiation du méthyle 3 1.24 ppm

T

M

1 Oppm

Figure 11.11

Nous pouvons donc dire en conclusion que notre produit répond bien & la siructure proposée plus
haut puisque la présence de la fonction acide sur la chaine latérale est confirmée aussi bien par
1"étude par spectrométrie de masse que par 'étude par 'H-NMR, La substitution des cycles A ¢t B,
pour sa part est confirmée par la comparaison des spectres de collision du m/z 189 avec ceux obtenus
dans le cadre de 1"éwde des alpha et béta amyrines. Le choix de l'appartenance de notre substance &
la famille des hopanes ou des lupanes a été dicié par le déplacement chimique du méthyle C{28) qui
est de 0.76 ppm pour Ia famille des hopanes (161 et de 0.93 ppnt pour la famille des lupanes [17].
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Nous avons encore compléié notre €tude par 1'enregistrement d'un spectre infrarouge (figure 11.12).

Spectre infrarouge du produit

WAVELEMGTR L, - G

THANSMITTANCE (FERCENT!

1 S v
v

Ll
WAVE S 4 Ot o

Figure 11.12

La fonction acide est confirmée par les bandes & 3400 cm'! et le earbonyle & 1720 cml, Les bandes
entre 3000 et 2800 cmy! sont caractéristiques d'un squeletie carboné (-CH,-). Les méthyles sont bien
visibles au travers des bandes entre 1470 et 1360 cmi!.
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12 ANALYSE DE LA FRACTION AC3.4

De la fraction AC3.4, nous avons recueilli par précipitation un produit blanc que nous avons purifié
par HPLC (RP-18 MeOH/H,0 90-100% MeOH en 30 minutes). Nous avons ainsi obienu une
substance cristalline que nous avons étudiée par 'H-NMR (figure 12.1) et par spectrométrie de masse
(figure 12.2 et 12.3).

Spectre 1H-NMR du produit

Figure 12.1
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Ce spectre ressemble 3 celui de la fraction CL2.6. Les valeurs des déplacements chimiques des
principaux sigraux des deux produits sont présentées dans le tableau ci-dessous.

C(28) CQ25) C27NH C26 C@24) 23 C(29)
CL2.6 0.67 0.87 0.91 0.98 1.12 1.15 2.02 2.125
AC3A4 0.76 0.87 0.90 0.98 1.12 1.14 2.03 -—---

Cette comparaison montre que les deux produits doivent avoir des structures trés proches. En effet,
tous les méthyles ont des déplacements chimiques identiques sauf celui en C{28) qui a un
déplacement chimique plus élevé dans le cas de notre nouveaun produit. De plus, le signal
correspondant au méthyle en C{29) n’est pas présent dans le spectre de la fraction AC3.4. Un
nouveau signal apparait par contre vers 1.25 ppm. Nous pouvons ainsi supposer gue le produit isolé
doit avoir la méme structure que le produit de fa fraction CL2.6 avec un substituant sur le cycle E,
cette modification ayant pour effet de remplacer le signal 4 2,12 ppm par un signal & 1.25 ppm.

Dc manire 2 pouvoir mieux cerner notre structure, nous avons enregistré les spectres de masse (EI
et CI) (figures 12.2 et 12.3).
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Spectre de masse du produit par impact électronique

16e-
Fx20
|
187 221 !
' 397
5@ / 379
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199 Zén 36 ELT) 598
Figure 12.2

D’aprés ces spectres, on peut conclure que le PM est de 516. Les ions m/z 187 et m/z 221 ont retenu
notre attention. Le premier correspond au fragment obtenu dans la fraction CL2.6 & panir des cycles
A ¢t B aprés élimination d'HpO et de CH;COOH. Le second avait €té identifié dans la fraction
AC3.3 comme correspondant aux cycles D et E dun triterpéne de type hopane substitué en C(22) par

une fonction acide.

Spectre de masse du produit par ionisation chinmique (NH, %)
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Figure 12.3
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Sur la base de ces considération, nous proposons don¢ la structure suivante pour le composé isolé. 1l
s'agit d"un nouveau triterpéne naturel.

Une étude plus approfondie du spectre de masse de la figure 2 nous permet de constater gue 1a perte
attendue de 74 uwnités de masse depuis le fragment m/z 22] conduit & m/z 147. Cetie perte est
analogue A celle observée pour U'acide 3f-hydroxy-hopan-29-oique déerit dans la fraction AC3.3.

La présence de Vacide cst également confirmée par une perte de 46 unités de masse depuis mvz 516
{-> m/z 470}, et I"élimination de 60 unités de masses depuis m/z 516 pour arriver & m/z 456,

Relevons la perte de 18 unités de masse (H;0) depuis m/z 456 (-> my/z 438), ainsi que la perte de 59
unités de masse depuis m/z 456 (-> m/z 397). Ce demier ion peut donner myz 379 par €limination
d’eau. La perte de 59 unités de masse correspond A I'élimination du substiruant en position 6. Les
diverses fragmentations présentées ci-dessus sont illustrées ici.
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Fragmentation du produit de la fraction AC3.4

nyz 187

m/z 443

0
T N\

nyz 438

m/z 456

Nous avons procédé pour ce produit anx mémcs irradiations en 'H-NMR gue pour la fraction AC3.3,
les résultats obtenus confirmant une fois encore la structure proposée.
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13 DIFFERENCIATION DE L’a- AMYRINE DE LA 3-AMYRINE PAR MS-MS

Dans le cadre de notre éwde de 'extrait d’ Evernia prunastri frais par GC-MS, nous avons identifié
notamment 1'a-amyrine et la B-amyrine [18-21). Ces deux composés donnent des spectres MS
identiques. Nous nous sommes ainsi intéressés & différencier ces isomeres par MS-MS.

Spectre MS simple de I' a-amyrine

188 218
50
18383
1351
426
f’umuﬂhl ||, =7 e
290 388 400
Figure 13.1
Spectre M3 simple de 1a B-amyrine
188 218
283
59 1
189
135 )5
Iy U,,l L 27 1
208 399 4188

Figure 13.2
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Les spectres des deux composés sont présentés aux figures 13.1 ¢t 13.2. La méme fragmentation
domine dans les deux cas, wraduite essentiellement par la formation de myz 218 selon le schéma
suivant (pour I’ a-amyrine).

sarr b

m/fz 218

Vu la différence de substitution du cycle E, les deux fragments sont bicn de masse identique, et
donnent 1ous deux un signal & m/z 218, mais ils doivem étre de stnctures différentes. Nous nous
sommes donc attachés A enregistrer les specires de collision des deux m/fz 218. Les spectres obtenus
sont illnstrés aux figures 13.3 e1 13.4,

Spectre MS-MS du m/z 218 de I" a-amyrine

188+ 218

54 1 122
189
1 514? 161 283

109 2%

Figure 13.3
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Conformément & ce que nous avions prévu, ces spectres montrent une différence marquée aux niveau
des ions 122 et 94. Les aulres signaux se recoupent, ce qui ne saurait nous surprendre étant donné la
grande similitnde des deux fragments.

Spectre MS-MS de m/z 218 de la B-amyrine

188+ 218

283

58 189

94

}47 161 179

| . }A !

208

168 122
| l|
128

Figure 13.4

La fragmentation proposée pour expliquer la formation de I'ton m/z 122 dans le cas de I’ c-amyrine
est 1a suivante:

o

m/z 218

T

= mfz 122
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Dans le cas de la B-amyrine, un mécanisme similaire conduit 3 la  formation du fragment m/z 94:

mfz 426

m/z 218

mfz 94

Dans le cadre des mécanismes que nous avons présentés, nous avons  expliqué la formation de m/z
189 4 parniir de myz 207 (p 41). 1 est important de relever qu'un autre mécanisme esi £galement
proposé [22] qui, lui, génére le fragment & m/z 189 2 partir du m/z 218. Nous avons complété I'étude
des deux composés en enregistrant les spectres de collision des fragments m/z 189 des deux preduits.
Selon le mécanisme partant de 1'ion myz 207, les fragments doivent étre identiques. Le mécanisme
décrit [22], par contre, doit conduire & deux spectres différemts pour Yo-amyrine o pour la
B-amyrine. Les spectres obtenus sont donnés aux figures 13.5 et 13.6. Ils présentent une grande
similitude de fragments.
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Spectre de collision de m/z 18% de |’ a-amyrine

0@ 189
1149
38 g5
133 a7
8l 1915 ‘
59 | ‘ 151
I I I I I d I
188 208
Figure 13.5
Specire de collision de m/z 189 de 1a B-amyrine
198- 183
119
g
5% 4 i
I
8 132
69 195 1472
N
- I ] S | A
108 208

Figure 13.6

Pour plus de clarté, nous reproduisons ci-dessous le mécanisme de

Budzikiewicz el al. [22] pour expliquer 'ion m/z 189.

fragmentation proposé par H.
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m/z 218

L'enregistrement des spectres de masse des descendants des fragments nvz 207 et m/z 218 montre
bien que tous deux donnent naissance 3 un fragment m/z 189. Ces spectres sont préseniés dans les
deux figures 13.7 et 13.8.

Descendants de m/z 207
182 207
549 4
135
189
57 | ”T;’ 147
F | | il [II 1P :
188 280

Figure 13.7
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Descendants de m/z 218
188+ 218
ECR 122
189
135147 181 <83
g5 lEB ‘ ' 175
| rd “ " i ) |1 | :
182 208
Figure 13.8

Nous avons €galement démoniré la filiation de Uion myz 189 avec les ions myz 207 et m/z 218 en
enregistrant le spectre des parents de m/z 189 (figure 13.9).

Parents de ny/z 189

iea- 183
218
5
207 .
. a119°
140 290 308 48a

Figure 13.9
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Ce spectre de collision ne laisse aucun doute puisque tous les fragments considérés sont présents.
L’ion myz 207 qui n'est pas toujours visible sur les spectres de masse obtenus par impact
électronique est ici clairement présent.

De manigére 2 confirmer que m/z 207 est bien un fragment de nyz 426, et qu'il n'est pas dii & un
facteur extérieur, nous avens enregisiré le spectre de ses ions parents, Le résulat {figure 13.10),
confirme en tous points notre hypothése.

lons parents de myz 207
188 282
38 -
4?[6'
8@ 2¢0 308 460

Figure 13,10

Nous pensons donc que 1'ion m/z 189 n'est probablement pas di exclusivement 2 1'un ou 2 'autre
des deux mécanisnies, mais qu'il correspond plutét & une contribution des deux. Si I'on compare ses
spectres de collision, force est de constater gu'ils sont trés proches. Toutcfois, de petites différences
d'intensiié de certains ions (m/z 147 ou m/z 133 par exemple) font penser que ['influence de la
position du méthyle qui différencie I'a-amyrine de la B-amyrine intervient ici de la méme fagon que
dans le cas de la fragmentation de I'ion m/z 218,
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Ces expériences, qui dans le cas particulier ont servi & la caractérisation des o et f-amyrines dans
nos extrait, nous permettent d’envisager la possibilité de différencier deux isoméres par MS-MS,
travail souvent impossible en MS simple. De plus les résultats obtenus sent applicables A d’autres
molécules ds méme type. Ce travail a servi de base pour établir l'appartenance de 'une des
substances que nous avons isolées & la famille des ursanes ou des oléanes (cf étude de la fraction
CL2.4). La connaissance des spectres de collision de divers fragmeﬁts apporte un complément
important 4 I'éwde par M3-MS de produits inconnus. II arrive souvent que le produit inconnu
posséde une structure qui ne correspond que partiellement i celles des témoins A disposition. L'étude
MS-MS permet de mettre en évidence des frapments qui, comparés a des fragments témoins, peuvent
£tre identifiés, et qui, une fois assemblés, conduisent A la structure compléte de la molécule.
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14 ETUDE PAR GC-MS DE LA FRACTION NT2.2

Par chromatographie en phuse gazeuse, quatre produits principaux ptuvent étre séparés.

Chromatographie de la fraction NT2.2

i,d \_\ &_/\J \L_,._._J\\._-.NL.__M,J - t\.,\/\._:
- 1000 1500 2000
Spetfres

Figure 14.1

Le premier produit élué est un composé alyphatique pour lequel e seul spectre de masse ne suffit pas

i I'établissement d’une structure préeise,
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Le produit suivant a été identifié comme €tant du taraxérol par comparaison du Spectre avec une
référence (Figures 14.2 et 14.3).

Spectre MS du produit 2

188 284
50 - 69 135
5 g9
a5 i 29307
43 218
LT T
26
L T P 113
160 200 366 188
Figure 14.2
Spectre MS du taraxérol[12]
182+ 264
89 g5
81 135
58
189 287
)
263 f'..[ﬁ
257 "l)il
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Figure 14.3
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Le troisizme produit est une amyrine. Les signanx caractéristiques 3 m/fz 218, m/z 203 et m/z 189,
ainsi que le signal & m/z 426 ne laissent aucun doute. Le specire obtenu est présenté i la figure 144,
L’étude par GC-MS-MS de la fraction nous a permis d’enregistrer le spectre de la figure 14.5. La
prédominance du m/z 34 montre clairement qu’il s’agit de §-amyrine, Cette expérience prouve qu’il
est possible de différencier I'a-amyrine de la §-amyrine par M3-M§ méme lorsque les quantités sont
faibles.

Spectre MS du produit 3
12@- 218
50 1 23
SFBF QFTS ITS 189
o . 436
100 208 360 4de
Figure 14.4

Spectre GC-MS-MS des descendants de ny/z 218

188 34

107
113 133

147

161 189

a3
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Figure 14.5
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Le demier produit ne correspondait & avcun des 1€moins dont nous disposions. Nous avons donc
cherché & é&ablir sa structure sur la base des fragments caractéristiques que nous pouvions

reconnaitre,
Spectre MS du produit 4
100+ 189
8195
o7 135 287
2
se ig
147 )
|
" | 161 234 411
2
7 2
NI 55 |
1de Zen 398 40a
Figure 14.6

Les deux premiers ions importants, m/z 207 et 189,sont caraciéristiques des deux cycles A et B d'un
writerpéne substitué en C(3) par une fonction hydroxyle,

*

La perte de 31 unités de masse depuis le pic molécalaire nous a suggér€ la présence d’une fonction
-CH,-OH ou -0-CHj. Ce snbstituant doit se trouver sur 1’un des cycles C, D oun E puisque les cycles
A et B ne sont substitués que par une fonction hydroxyle et les méthyles habituels pour des

triterptnes.

Parmi les squelettes possibles, 'ursane, I'oléane, I'hopane et le lupane pouvaient &re pris en
considération. Les deux premigres familles ont ét€ écanées suite A une recherche bibliographique des
divers composés de masse 442 répondant aux éléments déja établis. Ces composés donnent presque
tous un m/z 218 important et caractéristique qui est absent de notre spectre,
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Sur 1a base du poids moléculaire, nous avons considéré que le substitwant -CH,-OH ou -O-CH,
éliminé depuis le M* occopait 1a place d'un méthyle du squelette de 1’hopanol ou du lupéol. En effet
la différence de masse avec ceux-ci n'est que de 16 uniiés.

Le seul produit correspondant aux caractéristiques mentionnées ci-dessus et appartenant i Ia famille
des hopanes ou des lupanes que nous avons trouvé dans la littérature est la bétuline. 11 appartient i la
famille des lupanes. 1l ne nous a toutefois pas été possible de pousser notre étude plus avant vu les
faibles quantités de produit a disposition dans le mélange.
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15 FRACTION NF1.9

15.1 ETUDE PAR GC-MS$§

La fraction a é1¢ chromatographiée sur une colonne capilfaire (OV 1, 25 m, injecteur ¢t détecteur 280
°C, programme : 220°C -> 320°C, 3 °C/mn). La figure 15.1 représente un agrandissement de la

partie du chromatogramme qui contenait les triterpgnes.

Chromatogramme de la fracrion NF1.9

[

| |

I
2
M
! 1500

2000 Spectres

Figure 15.1

Seuis les specires des produits identifiés sont donnés dans les pages suivantes. L’identification a éié
effectuée par comparaison avec des spectres de référence [24] ou réalisés dans nos laboratoires sur
des échantilfons de produits connus |25).
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15.2 IDENTIFICATION DU LANOSTEROL (1)

2.1 Structure

2.2 Identification

Spectre de masse du produit

121 432
39 1 161 189 ©
571 g 14|, 75 393
13 285 241
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Figure 15.2
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2.3 Fragmentations principales [24]

1
nyz 426

-18 m/z 205
H \
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15.3 1DENTIFICATION DE LA LUPEN-3-ONE (2)

3.1 Strocture

3.2 ldentification

Le spectre de masse obtenu est présenté ci-dessous. Le produit a éié identifi€ par comparaison des
données spectroscopiques avec celles de la littérature [24].

Spectre de masse du produit

188+
189
59
| 189
38 95
55 161
ar"f (81 1350 a2
N 1751 big
313 -
JL L I'J lll_ . S
108 280 388 age

Figure 15.3

Le fragment 2 m/z 205 est caractéristique des triterpénes ayant une fonction carbonyle en C(3). Le
signal A myz 189 correspond aux cycles C, D, E de 1o molécule. Le nyz 218 provient d'une part d'un
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fragment correspondant aux cycles C, D et E, et d’autre part d’un fragment formé A partir des cycles
AetB.

3.3 Fragmentations principales [24]

m/z 424

m/z 189 \r

m/z 218

m/z 205
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15.4 IDENDIFICATION DE LA 8-AMYRENONE (3)

La B-amyrénone a été identifiée par comparaison de son spectre de masse avec celui d’un échantillon
connu (notre collection [25]).

Spectre de masse du produit

19@- 218
293
S@ -
189
55
gl 189 J 2
n;l [ g b B “%%L, .
180 260 369 ade
Figure 154

Les signaux & m/z 189 et m/z 218 comespondent 3 des fragments identigues & ceux obtenus pour
I'a-arnyrine. Le signal & myz 203 correspond 3 la perte de 15 unités depuis I'ion m/z 218. L'éwude
que nous avens réalisée sur I'e-amyrine et sur la B-amyrine nous a montré qu'il était impossible de
les distinguer sans avoir recours 4 la MS-MS. Les guantités dont nous disposions ici ne nous
permettaient pas de réaliser une étude MS-MS. Une recherche bibliographique [24] indique que
I'intensité du m/z 203 peut varier selon que le squelerte de base de la molécule appartient 4 1a famille
des oléanes ou des ursanes. Le fait que les structures oléaniques possédent un méthyle tertizire de
plus explique que m/z 203 soit généralement plus €levé dans les spectres des oléanes que dans ceux
de leurs homologues de la famille des ursanes.
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L’appartenance de notre substance 2 la famille des oléanes n’est donc que proposée sur la base de la
référence [24].

Spectre de masse de 1a B-amyrénone

188 218
Z93
59 | -
a1’} 189
| | L 7 | l i 494
199 206 LD ag@
Figure 15.5

Principales fragmentations ;

m/z 424

O /%, mios m/z 203
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15.5 IDENTIFICATION DE L'ISOMULTIFLORENONE (4)

5.1 Structure

5.2 Etude par spectromélrie de masse

Spectre de masse du produit

188+ 285
245
5@ A
2552
a3
55 189 2]8 I ana
1t Mzm.f.ml 93y
169 2¢@ 369 409
Figure 15.6

La comparaison du spectre de masse obtenu avec celui de la bauérénone montre que le produit doit
avoir une structure trés voisine de celle-ci. Toutefois I'intensité de I'ion m/z 205 indique que la
double liaison qui se trouve entre les carbones C(7) et C(8) dans la bauérénone doit occuper une
position différente dans le cas de notre produit. Une recherche bibliographique des squelettes voising
de 1a bauérénone nous a conduit i isomultiflorénone [24],
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Spectre de masse de 'isomultiflorénone
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Figure 15.7

5.3 Principales fragmentations

+.
S
F

m/z 424

my/z 424
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15.6 IDENTIFICATION DE LA HOPAN-22-EN-3-ONE (5)

6.1 Structure

6.2 Analyse par MS

Spectre de masse du produit

188~ 283
218
S50 A 951@5 189
33 8177 h21 149
53 173 4724
245 313
1N i
1ee 288 3de 48e
Figurc 15.8

Le signal & myz 218 n’est pas obteny, comme dans le cas des amyrines, A partir des cycles C, D, E,
mais par rupture du cycle C. La structure du fragment est reproduite ci-dessous selon la référence
[24]. La figure 15.9 représente le spectre de masse témoin.
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Spectre de masse de la hopan-22-en-3-one

102 285
4l
5@ -
67 189 189
a5
121 181 218 245 313
424
LT
L1 Ll 0 _|] | L I
198 2ea 398 ape
Figure 15.9

6.3 Principaux fragments
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15.7 IDENTIFICATION DEL’ a- AMYRINE ET DE LA 8-AMYRINE (6 ¢t 7)

L’analyse de ces deux produits ainsi que leur différenciation par MS-MS3 a fait I'objet d"une éude
approfondie au chapitre 13. Leur identification a éié faite ici par comparaison des spectres obtenus
par GC-MS avec ceux obtenus précédamment.

15.8 IDENTIFICATION DE LA 24-ME;I’HYLENE-CYCLOARTANONE (8)

8.1 Structure




Etude GC-MS de la fraction NF1.9 (Evernia Prunastri)

85

8.1 Identification

Spectre de masse du produit isolé

1ge~ 3P
95
175
81
121
j=1%]
‘ 133 245
20t
313 °38
‘ 340 395 A2Ti
1 Mk A L T T
1 ze jad] aGe
Figure 15.10

8.3 Principaux fragments

m/z 438

nyz 313
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159 IDENTIFICATION DE L'ACETYL-1SOMULTIFLORENOL (9)

9.1 Structure

AcQ

9.2 Identification

Le spectre de notre produit présente une grande similitude avec celui de l'isomultiflorénone
identifiée précédemment. En effet, les signaux & m/z 468, 301, et 289 trouvent tous leur équivalent
dans le spectre, décalés chacun de 44 unités de masse. Cette différence correspond au remplacement
du groupe céto par un groupe acétyle.

Spectre de masse du produit

198 2239 289
I
|
468
5@ 393 fﬁaJ
3Q4a 4Q8 S8B

Figure 15.11
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Une molécule d'acide acétique est £liminée A partir de myz 453. Le signal & nmyz 289 correspond 2
une ruptore du cycle C identique 3 celle observée dans le cas de I'isomultiflorénone. Le pic de base &
m/z 229 est di A 1'€limination d’acide acétique 3 partir du fragment responsable du m/z 289. Il est
intéressant de constater que le signal 3 m/e 205 est mainténu malgré la présence do groupement
acétyle, pronvant par 1A gu'il ne provient pas des cycles A et B de 1a molécule.

9.3 Mécanisme de fragmentation

T
m/z 468
i
—_—
0] (8]
K o

nv/z 205
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16 FRACTION NF2

16.1 FRACTION NF2.1

Le spectre 'H-NMR de la fraction est présenté A la figure 16,1, I est typique d'un produit
triterpénique. Les signaux apparaissant cntre 0.8 et 2.2 ppm correspondent 3 on squellette carboné
substitué par des groupes méthyles. Entre 4 ¢t 7 ppm on observe la présence de protons oléfiniques et
voisins d'hétéroatomes.

Spectre 'H-NMR de NF2.1

Figure 16.1

Le spectre a €t€ comparé avec celui du peroxyde d’ergostérol [26].
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Spectre 'H-NMR du peroxyde d’ergostérol [25]

3 2 1 Oppm

e Jt :ﬁ

16

[as ]

Figure 16.2
Les divers signaux ont é¢€ attribués de la maniére suivante,

Le systtme AB centré & environ 6.4 ppm est dii aux protons de la double liaison AS,7. Ce signal est
caractéristique des composés de la famille du peroxyde d’ergostérol. Le méme signal est présent
dans le spectre d’un autre isomére que nous avons également isolé, Le signal & 5.21 ppm correspond
aux deux protons de la double liaison entre les carbones C(22) et C(23) sur la chaine latérale. Le
proton ¢n alpha du groupe hydroxyle en C(3), donne un signal typique & 3.98 ppm [26-29].
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L'isomére que nous avons dci est  le  plus  répandu. 11 s'agit  du
5o, 80-6pidioxy-ergosta-6,22-dien-3B-0l.

Structure du produit

Tableau comparatif des 'H-NMR du prodait et du témoin (-CHs) en ppm

Produit 08 0.825 0.824 0.895 0.894 0.992
0.34 0.855 0.93 1.022
Témoin{26] 0.8 0.817 0.817 0.887 0.887 0.987
0.84 0.855 0.9320 1.023

16.2 FRACTION NF2.2

Dans 1a méme séparation par HPLC, nous avons pu isoler un deuxidme isomére de la famille du
peroxyde d’ergostérol. Ce demier se distingue du précédent par la présence d'une double liaison
supplémentaire entre les carbones C(9) et C(11). Celle-ci apparait sur le spectre 'H-NMR sous la
forme d’un quadruplet aux environs de 5.4 ppm.

La présence de cette double liaison influence surtout les méthyles C(18) et C(19). En effet son cone
d’anisotropie a pour effet de déblinder le méthyle C(19) alors qu'il blinde le méthyle C(18). Ceci se
traduit clairement par un déplacement du signal du méthyle C(19) vers des valeurs plus élevées,
alors que le méthyle C(18) se voit déplacé vers des valeurs plus basses (en ppm).
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Spectre TH-NMR de NF2.2

Figure 16,3

Stucture du_ 5o, Bo-epidioxy-ergosta-6,.9(11),22-tritne-3B-0l [29].
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17 FRACTION CL2.4

17.1 ETUDE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

La fraction CL2.4 a été isolée A partir de I’extrait au chloroforme. Son spectre 'H-NMR est présenté
ala figure 17.1. Les signaux apparaissant dans la région comprise entre 0.8 et 1.3 ppm correspondent
aux signaux des méthyles d’un triterp&ne pentacyclique.

Spectre 'H-NMR du produit
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=
W
F
w
~
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Figure 17.1
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Le signal & 2.19 ppm correspond pour sa part & un méthyle voisin d’une fonction cétone. Nous avons
rapproché ce spectre de ceux du lupéol et de 1a nor-30-hopan-3,22-dione.

Le tableau ci-dessous donne une comparaison des signaux des groupes méthyle des trois produits.

TABLEAU COMPARATIF

C(23) C(24) C(25) C26) <2n cesy  C29)

nor-30-hopan
-3,22-dione[25] 1.08 1.01 093 1.03 0.95 0.70 2.15
Lupéol[25] 0.76 0.83 0.97 1.09 0.94 0.78 1.68

Produit 0.76 0.81 097 0.97 094 0.69 2.16

Cette comparaison montre que les trois premiers signaux de notre produit sont dans une situation
voisine de celle des groupes méthyles du lupéol. Les méthyles en position 26, 27, 28 et 30 par contre
montrent plus de similitudes avec leurs équivelents de la nor-30-hopan-3,22-dione.

Sur la base de ces considérations, nous avons postulé que notre preduit devait avoir la structure de la
nor-30-hopan-38-0l-22-one.
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Nous avons confirmé cette structure en effectuant une étude par spectrométrie de masse de ces
composés.

Spectre 'H-NMR du lupéol

.‘MHJL*W\JL)\,J
% ¢ ¢ i 3 %

Figure 17.2
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Spectre 'H-NMR du nor-30-hopane-3,22-dione

//
. . :M_,\ﬂ\uw Wb
A 3

2 1 6ppm

Figure 17.3

(Ces specires ont €té obtenus A partir d’échantillons isolés dans nos laboratoires [25].)
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17.2 ETUDE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

Le spectre de masgse de notre composé est présemé 4 la figure 17.4.

Spectre de masse du produit

188 43
287
35 191
135 18“
1
58 | ,~ ;
5354 1 1 ' 428
L | | I g Iv |‘l i ll e e e .-j. .|' b,
1 23@ 3% 40h
Figure 17.4

Le pic moléculaire 3 m/z 428 confirme la structure proposée. Nous remarquercns que notre produit
contient une impureté ayani un M* 2 m/z 440. Ceute dernitre sera éiudiée plus loin. A Vappui de la
structure proposée, nous soulignerons la présence des pics A m/z 207, 191 er 189 qui peuvent étre
expliqués selon le schéma de fragmeniation de la page suivante.
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+
CHZ m/z 191
0 't m/z 207
w T
CH,
m/z 189

Nous avons é galement enregistré le spectre MS de 1a nor-30-hopan- 3,22-dione (figure 17.5).

11 est intéressant de constater que dans ce cas le signal & m/z 207 est remplacé par un signal 3 m/z
205. Ceci est dii au fait que la fonction hydroxyle sur le cycle A de nowe produit est remplacée par
une ¢étone dans le cas de la nor-30-hopan-3,22-dione. Le signal & m/z 189 disparait également; il ne
pent en effet y avoir élimination d’eau dans le cas de 1a dicétone.
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Spectre de masse de 1a nor-30-hopan-3,22-dione.

1ee- 131
43
173
1| &7
=e o | 8157 383
426
197 14883 29
121
135 it
L1 L 2 78 s ses B
169 ' 288 360 FET
Figure 17.5

Le schéma de fragmentation conduisant A la formation des ions m/z 191 et 205 est proposé
ci-dessous,

De manigre 3 confirmer la structure snpposée, nons avons procédé 4 1'étude par M5-MS de nos
coniposés.
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Nous avons, dans un premier temps, enregistré les spectres comespondants aux descendants des pics

moléculaires. Ces spectres sont présentés aux figures 17.6 et 17.7.

Spectre MS-MS des descendants de m/z 428 (produit)

199 2n7
189
58
4
~ ”11 ?’8
I OO T | PR I
108 298 3ge aga
Figure 17.6
Spectre MS-MS des descendants de m/z 426 (1€moin nor-30-hopan- 3,22-dione)
108 TH
3@
295
~AG
343 '
Ly A TRl ch )l_llv_ll'._iﬁ DL e—— . .;.'._......I..,,,. ‘l,.._
188 208 3008 408
Figure 17.7

Nous constatons que les signaux aux m/z 207, 205, 191 et 189 sont confimmés comme descendants
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des pics moléculaires. St la différence entre les fragments & m/z 207 et m/z 205 €tait évidente, il nous
restait toutefois 4 confirmer la similitude des fragments 3 m/z 191 obterus tant pour le
nor-30-hopan-3,22-dione que pour le produit. Nous avons donc émdié les descendants des deux m/z
191. Les spectres obtenus sont présentés aux figures 17.8 ¢t 17.9.

Spectre MS-MS des descendants de m/z 191 (produit)

1ego 3
5B
191
1
B9
21
| L 147 1?3
o - ' e T 288
Figure 17.8
Spectre MS-MS des descendants de m/z 191 (témoin)
eg-, 9
191
85 |
54
| 173
21 147 ‘
R E Y TP S, _,A,,JL
188 280

Figure 17.9
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La similitude des cycles A ¢t B du produit avec le lupéol, comme nous I'avions suppos€ sut 1a base
des specmes 'H-NMR, est confirmée par les spectres de masses. L'étude MS-MS du fragment & m/z
191 montre bien que celui-ci est identique 4 celui obtenu & partir de {a 30-nor-hopane-3,22-dione.
Nous concluons donc que e produit isol€ a 1a structure de la nor-30-hopan-3p-ol-22-one.

[T T



Etude de 1'oléan-12-en-3B-0l-11-one 103

18 PRODUIT MINEUR DE LA FRACTION CL2.4

Lors de I'enregistrement du spectre MS de la fraction CL2.4, nous avions constaté la présence d'un
produit ayant un PM de 440, Par GC-MS, nous avons obtenu le spectre présenté A la figure
ci-dessous.

18.1 ETUDE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE (El)

Spectre de masse du produit mincritaire obtenu par GC-MS

273
188+ 135
232
58 |
S5
175
1 ' ! ' a4@
1 487 [
‘I'||” “ IL!JIILJ L_th |
108 280 308 488

Figure 18.1
Nous avons comparé ce spectre avec celui de la figure 18.2.
Spectre MS de I’oléan-12-en-3,11-dione

1a8- 243

135
561 4 232
’ 438
95 298 423
Ill J,,é,JlJ,,.j_J,,!f.llh._fl__‘l.‘f- | _l‘__l J i | |
199 290 388 488

Figure 18.2
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L'oléan-12-en-3,11-dione, méme s5'il differe de nowre produit par son PM, présente un cerain
nombre de fragments ayant des masses identiques & celles du produit, myz 232 et 135 notamment
sont méme comparables au niveau des intensités.

La fragmentation du produit témoin est expliquée ci-dessous [32].

wfz 273
H
+04
-
+

m/z 135
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Sur 1a base de ce schéma de fragmentation, nous pouvons postuler que la différence entre notre
produit et le produit ¥moin est due & une substitution différente an niveau des cycles A ou B. En
effet les m/z 273, 232 et 135 correspondent 4 des fragments obtenu depuis les cycles C,D et E. La
perte de 18 depuis le pic moléculaire sur le spectre EI de notre produit suggére la présence d'un
hydroxyle. Nons avons donc proposé la structnre snivante.

s
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18.2 ETUDE MS-MS

Afin de confirmer la structure proposée, nous avons €tudié te produit et le témein en MS-MS, Nous
avons premidrement enregistré les spectres des descendants des pics moléculaires (figures 18,3 et
18.4). '

Specire de masse des descendants du MY du produit (MS-MS}

1884 232 440
273
5@ {
175 93
! 287
135 4@7
P O |- 1 | It . I |.
198 2@e 300 400
Figure 18.3

Spectre de masse des descendants du M* du témoin

438
50 1
299 41p
135 S [P '
108 208 340 484@
Figure 18.4

Ces spectres confirment que les deux produits se fragmentent de maniére 3 donner les m/z 273, 232
¢t 135. 11 nous restait encore A prouver que ccs fragments ¢taient identiques pour les deux produits.
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Nous avons donc enregistré les spectres MS-MS des descendants de I'ion m/z 232 (figures 18.5 et
18.6).

Spectre des descendants de m/z 232 pour le produit

188 232
50
217
lar 13147
176
| TPimss
198 280
Figure 18.5
Spectre des descendants de myz 232 du témoin
180 232
5@ 4
1a8 147 212
137 151 1R9
1 .|w il |I?" ’l 7 3 q ‘ |
192 290
Figure 18.6

Nous constatons que les deux spectres de collision des m/z 232 conduisent 3 des fragments
identiques. Ceci confirme que les deux my/z 232 doivent posséder la méme structure.

La similitude des spectres MS simples du témoin et de notre produit n’avait pas suffit 3 lever le
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doute quand A son appartenance 3 la famille des oléanes ou des vrsanes, L'étude MS-MS du m/z 232
nous a permis de trancher. Ea effet, le spectre de collision produit un fragment ayant un m/z de 108.
Or cet ion my/z 108 correspond au fragment m/z 94 obtenu depuis myfz 218 dans 1'expérience réalisée
pour distinguer 1'oléan-12-en-38-o0l (B-amyrine) de 1'ursan-12- en-38-0l {(o-amyrine} an chapimre 13.
La différence de 14 unités de masse entre les deux fragments est due av remplacement de deux
protons par un oxygéne, ce qui comespond parfaitement 2 la situation dans laquelle nous nous
(TOUVONS.

Formation de m/z 108

m/z 108

Nous avons ensuite enregistré les spectres des descendants de mfz 273, Les deux specures sont
similaires et conduisent & m/z 135. Ce dernicr confirme le mécanisme de fragmentation proposé. Sa
structure sera démontrée ultériecurement.
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Spectre MS-MS des descendants de my/z 273 du produit

100+ 135
54 - :
273
199 14s ‘
160 T e 386
Figure 18.7
Spectre MS-MS des descendants de mfz 273 du €moin
182+ 145
s@ A
273
125
T 143
) B @ 208 384

Figure 18.8
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18.3 ETUDE DE LA STRUCTURE DE L'ION m/z 135

D’aprés les schémas de fragmentations du chapitre 18.1, plusicurs réarrangements sont nécessaires
pour expliquer la formation de I'ion m/z 135. Daus le dessein de prouver sa structure, nous avons
donc cherché un composé susceptible de donner, par une rupture homolytique simple, le méme
fragment, ’

18.3.1 Synthése du 4-benzyl-3,5-diméthyl-phénol

Ne disposant pas d'un compos€ donnant le fragment désiré, nous avons décidé d’en synthétiser un en
partant du 3,5-diméthyl-phéool sur lequel nous avons fixé un groupe benzyle par réaction
d'alkylation de Friedel-Crafts:

R-X +AlCk ———  RY[AICLXT — > R(AICLY

R+ %}7 o] O Q R +H *
O~

H* + [AICL) > HX + AIC,

Le mode opératoire est décrit dans la partic expérimentale.
18.3.2 Etude par spectroméirie de masse

Les deux isoméres du produit monosubstitué sont représentés aux figures 18.9 et 18,10, Nous
constatons que si m/z 135 est bien présent pour le produit substiteé en para, le mécanisme de
fragmentation de 1'isomere ortho conduit & un fragment m/z 134. Les deux mécanismes sont décrits

ci-dessous.
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Produit synthétisé (substitution para)

100+ C'E? 212
50
91
43 135
179
15|2 165 l‘|| l 1
L1 [l lEl!
2de
Figure 18.9
Produit synthétisé (substitution ortho)
18@+ 212
192
50
=H 134
179
186
5 l L 152 185 ﬂL 1 ‘
L5 1|;| ] ST P Y| S
18 200

Figure 18.10
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Mécanisme de formation de mv/z 135

H‘0+. H
3 . Q

Mécanisme de formation de m/z 134

18.3.3 Etude de la fragmentation de I'ion m/z 135 par MS§-MS

Une fois la structure du produit synthétisé prouvée, nous nous sommes intéressés 3 comparer la
fragmentation des ions m/z 135 obtenus depuis le produit de synthése, depuis le produit minoritaire
de 1a fracion CL2.4, et depuis V'eléan-12-en-3,11-dione.

Les spectres obfenus dans les mémes conditions expérimentales ( Energie 40 eV, pression d’argon
dans la chambre de collision 0.5 Atm} sont représcntés aux figures 18,11, 18.12 et 18.13.
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Spectre MS-MS des descendants de 1'ion 135 du produit synthétisé

180~ 4l
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Figure 18.11

Specire MS-MS des descendants de 1'ion m/z 135 du témoin
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Figure 18.12



114

Etde de I'oléan-12-en-3f-0l-11-one

MS-MS des descendants du myz 135 du produit minoritaire de la fraction CL2.4.

legq i
135

59 | . g1
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33 27
65
1
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Figure 18.13

18.4 CONCLUSIONS

Gréce 2 'uiilisation de la MS-MS, il s’est avéré possible d'établir la structure d'un composé
minoritaire sans avoir A recourir 4 des méthodes préalables de séparation. Nous sommes en effet

parvenus A enregistrer le spectre complet du produin en sélectionnant les descendams directs du pic

moléculaire. Nous avons pu démontrer sa structure en érudiant les divers fragments qui composaient
son spectre. Le fait que les m/z 273, 232 et 135 se forment A partir du produit minoritaire, nous est
garanti par le spectre de collision du produit majoritaire puisqu'aucun de ces signaux n’apparait sur

celui-ci. Une fois la paternité de 1'ion 135 érablie comme n’étant due qu’au m/z 273, il ne hous

restait plus qu'd prouver la structure de cet ion. La comparaison des spectres de collision des m/z
135 obtenus & partit du produit synthétisé, du produit témoin et de la fraction CL2.4 leve tow doute
quand & la similitude des fragments. Nous pouvons donc affimner que la substance minoritaire

contenue daus Ia fraction CL2.4 posséde bien la structure de 1'oléan-12-en-3f3-0l-11-one.
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19 FRACTION CL2.6

19.1 ETUDE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

Le spectre 'H-NMR de notre produit est présenté 2 la figure 19.1. Son aspect général rappelle le
spectre d’un witerpéne. Nous retrouvons en effet les signaux de six méthyles tertiaires entre 0.5 et
1.25 ppm, ainsi que de nombreux signaux correspondant 4 des -CH,-. Les signavx 4 2.05 ppm et A
2.13 ppm comrespondent & deux méthyles voisins d'une fonction carbonyle. De tels sighaux se
rencontrent notamment dans les spectres des composés de la famille des hopan-22-one.,

Spectre 'H-NMR du produit

S

Figure 19.1
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A iitre comparatif, nous avens représcnté A Ia figure 192 le spectre H-NMR de Ia
nor-30-hopan-3,22-dione, Les déplacements chimiques des méthyles des deux composés sont
résumés dans le tableau ci-dessous :

Cey  'C4)y CE25) CCRE R C(28) C9
nor-30-hopan-dione 1.08 1.01 0.93 103 0.95 070 - 215

Produit 1.17 1.15 0.90 1.01 0.93 0.69 213

*Ces signaux peuvent &tre intervertis,

La comparaison des deux spectres montre qu'il est possible de faire correspondre un signal TH-NMR
de notre produit 3 chacun des signaux des méthyles 25 4 30 de la nor-30-hopan-3,22-dione. Nous
avons donc postulé que les cycles C, D, E de notre molécule devaient posséder un squelette
identique 2 celui du témoin.

Le triplet 4 3.15 a été autribué aun signal d'un proton fixé sur un carbone porteur d'une fonction
hydroxyle par comparaison avec le spectre du lupéol. Le quadruplet & 2.64 appartient aux signaux
attendu pour les composés du type hopane-22-one. Tl correspond & un proton en a de la fonction
carbonyle. ’
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Spectre TH-NMR du nor-30-hopan-3,22-dione

N

W

9 8 7 6 5 4 3 2 i Oppm

Figure 19.2

Le signal 355 ppm a été atribué A un proton en alpha d’une fonction carboxylique. Il s'agit
vraisemblablement du proton en alpha du substitwani dont le méthyle donne le signal 4 2.05 ppm.
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19.2 ETUDE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

Spectre de masse du produit (impact £lectronique)

182 187
59 TE]
43 173
119 |
187 il ,
{ b 365393 405 o
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Figure 19.3

Le spectre de masse de notre produit (figure 19.3) indigue un poids moléculaire de 486. Ce PM
correspond 2 une structure du type nor-30-hopan-3f-hydroxy-22-one sur laquelle serait fixé un
substituant du type -O-CO-CHj. Le PM de 486 a éié confirmé par I'enregistrement du spectre en
ipnisation chimique (figure 19.4).

Spectre de masse du produit (fonisation chimique NH,*)
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Figure 19.4
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Le m/z 504 correspond au pic quasi-moléculaire obtenu par formation d’un complexe entre NH,* et
le produit (486 + 18). Sur la base des considérations ci-dessus, nous avons postulé la structure dont le
schéma de fragmentation est proposé ici.

Fragmentation proposée

19.3 ETUDE PAR MS-MS

De maniére 4 confirmer notre structure, nous avons procédé a 1'étude par MS-MS de notre produit et
du témoin. Dans un premier temps, nous avons enregisiré les spectres des descendants des pics

moléculaires. Ces spectres sont présentés aux figures 19.5 et 19.6.
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Spectre MS-MS du produit (descendants de my/z 486)
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Figure 19.5
Spectre MS-MS du témoin (descendants de my/z 426)
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Figure 19.6

Nous constatons pour les deux spectres fa présence des signaux eonnus : mfz 191 et m/z 205. Selon
I'étude 'H-NMR que nous avons réalisée ct selon le schéma de fragmentation que nous avons
proposé pour notre produit, nons nous attendons & ce que les fragments m/z 191 du produit et du

témotin soient identiques.
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Les frapments m/z 205, par contre, doivent &tre différents puisque dans le cas du t€moin le fragment
est expliqué comme suit :

Alors que dans le cas do produit il est expliqué de 1a maniére suivante :

* m/z 205

Le spectre de masse des descendants de m/z 191 pour notre produit est présenté a la figure 19.7.
Nous constatons que celui-ci est en tout point comparable an spectre des descendants do m/z 191 du
témain.
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Spectre MS-MS du produit (descendants de m/z 191)
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Figure 19.7

Spectre MS-MS du témoin (descendants de m/z 191)
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Figure 19.8

Nons avons également enregistré les spectres de MS-MS des descendants des ions m/z 205.
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Spectre MS-MS du produit (descendants de my/z 205)
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Figure 19.9

Ceux-ci different. Les signaux enregistrés pour les deux spectres montrent tout de méme une certaine

similitude, ce qui est normal au vu des faibles différences distinguant les squelettes des deux ions,

Spectre MS-MS du émoin (descendants de m/z 205)

o8-, 3

|

|
58 - ; 2?5

192
| |
un 121 163
EF 59 a3 ?r | (ag
R U WU I._ -_!_L', R PR, i___'_-__..L, ot ! 187
161 268

Figure 19.10
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19.4 DETERMINATION DE LA POSITION DU SUBSTITUANT -0-CO-CH,

Si I’émade que nous avons menée nous indique que le substituant -O-CO-CH, doit se wrouver rattaché
au cycle A ou B, nous n’avons pas encore pour aulant déterminé la position exacte qu'il occupe,
Nous avons établi cette position par I’étude des constantes de couplage du proton en ¢ du substitnant

ainsi que celle de 'influence do substiant sur sen voisinage.

Substitation en C;: Nons 1'avons éliminée pour les raisons suivantes : Les constames de couplages
qui interviennent dans le signal du proton en ¢ du substitnant (signal & 5.5 ppm) sont relativement
faibles. Un couplage axial-axial entre deux protons donne une constante de couplage d’environ 15
Hz. Nous en concluons donc que le proton voisin de notre substituant doit €tre en position
£quatorigle. La construction d’un modéle montre que si le substituant est positionné en 1 de manidre
axiale, le proton en o do -OH doit subir un déblindage. Or, le sigral de ce proton est 4 3.13 ppm, ce
qui correspond & une situation normale pour un o-hydroxy-triterpéne.

Nous avons écarté la possibilité d'une substitution en C, car la valeur du déplacement chimique du
signal du proton en & de I'hydroxyle ne ponrrait correspondre A la valeur enregistrée. De plus cette
position empécherait I’élimination d’ean qui conduit du myz 205 av m/z 187 dans le spectre de
masse. Cetie perte d’eau est confirmée par I'éinde MS-MS des descendants do pic moléculaire.

A ce stade de nos investigations, seules les positions 6 et 7 du cycle B pouvaient encore entrer en

considération.

Une recherche bibliographique [16,33,34] nous a permis de déterminer qu'une substitution en C;
influencerait les déplacements chimiques des méthyles 26 et 27, Nous avons donc écarté cetie

position.
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19.5 CONCLUSIONS

Sur Ja base des spectres 'H-NMR et de 1'étude par spectrométrie de masse, nous pouvons €tabir que
notre produit a la structure suivante.

I s'agit d'une structurc nouvelle chez les triterpéne naturels. 1l est intéressant de relever éguc la
technique de MS-MS utilis€e ici nous a non seulement permis d'éablir la similitude de deux
fragments de provenance différentes, mais également de mettre en évidence des différences entre les
squelettes de deux fragments de méme masse.
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CLADONIA FURCATA (L.) Ach.
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V CLADONIA FURCATA (1) Ach.

20 PROCEDURE D'ANALYSE

Le lichen a & extrait A 1'acétone. Le résultat de I'extraction a €€ subdivisé en partie soluble et
partie insolnble dans 1'éther (cf. schéma).
20.1 PARTIE INSQLUBLE
Cette fraction est principalement composée de depsides et de produits polaires. Elle n’était pas d'une
grande importance pour nous puisque nous recherchions avant tout les triterpdnes. Nous avons
néanmeins identifié les composés snivants:

~ Acide fumarprotocétrarique

~ Atranorine

- Acide éverninique

- Atranol

20.2 PARTIE SOLUBLE

Le partie soluble dans 1’éther de "extrait a 1€ séparée en fraction acide et en fraction neutre,

20.2.1 Fraction acide

Le premier composé que nous avons identifi€ est le B-orcinolcarboxylate de méthyle. La présence de
cet ester est probablement due A I'hydrolyse de 1'atranorine,



130 Etude de Cladonia Furcata

20.2.2 Fraction neuatre

Une partie de la fraction neutre a été extraite & 1'éther de pétrole puis passée sur une colonne de
silice. L une des fractions récupérées a pu €ure injectée en GC-MS et cing produits ont ét€ identifiés:

- B-amyrine

- e-amyrine

- Stigmast-4-en-3-one

- Oléane-12-en-3,11-dione
- Ursane-12-en-3,11-dione

La méme fraction a £t¢ réétudiée par MS-MS directe de 1'échantillon 2 des fins de comparsison.

La seconde partic de la fraction neutre a €t hydrolysée puis élnée par CCMP (chromatographie sur
conche mince préparative). Deux fractions ont é1é récupérées en quantités suffisantes pour Etre
analysées. La premizre contenait du péroxyde d'crgostérol. La seconde a €1¢ analysée par GC-MS.
Les substances suivantes ont éi€ identifides:

- Cholestérol

- 24-méthyl-22-en-cholestérol
- 24-éthyl-22-en-cholestérol

- 24-&thyl-cholestérol

- 24-méthyl-cholest-7-en
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[ Extrait 4 1'acétone de Cladonia Furcata ]
T
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[ Partie soluble ] [ Partie insoluble —l
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21 IDENTIFICATION DES PRINCIPAUX DEPSIDES

Bien que notre travail porte principalement sur 1'émde des composés A structures stéroidiques et
triterpéniques, nous nous sommes également intéressés a idemifier les principaux depsides présents
dans Cladonia Furcata. Ce lichen a en effet peu é1€ éudié et senls 1'acide fumarprotocétrarique et
I'atranorine ont ét€ signalés [13,35].

L'étude par CCM des extraits bruts et la comparaison des spots obtenus avec des témoins nons ont
permis de mettre en évidence ces deux produits.

L’acide fumarprotocétrarique a €t isolé & partir de la partie insoluble dans 1"éther de 1'extrait brut. 11
a &6 recristaltisé dans 1'acétone et €tudié par MS et 'H-NMR [25].

H O
0
o] T N0
0 ¢}
H
H, 0]
(¢} (¢} H
H 0 0
0

Acide fumarprotocétrarique

L'étude de la partie inscluble dans 1'éther de 1'extrait brut nous a également permis d'identifier
I"acide éverninique et ’atranol. Ces deux composés ont été mis en évidence par MS en ionisation
chimique.
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0
_H
H
[ 0 0
H
H 0
Atranol Acide éverninique

L'étude de la fraction acide de la partic soluble dans ’éther de 1'extrait brut nous a permis
d’identifier le B-orcinolcarboxylate de méthyle. Ce compos€ est souvent rencontré dans les lichens
contenant de |"atranorine car il en est 1'un des précursenrs.

B-orcinolcarboxylate de méthyle

L’€tude de ces fractions nous a amené 2 isoler un antre composé dont la présence était pour le moins
inattendue : il s'agit de 1'acide bourg€anique. Cet acide, jusqu’ici rarement rencontré, a également
ét€ identifié chez Cladonia Stéréoclada, ol nous 1'avons méme isolé en quantités importantes.
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Spectre TH-NMR de "acide boutgéanique
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Figure 21.1

Le spectre 'H-NMR (figure 21.1) montre que le produit n'est pas pur, mais son €lude par
spectrométrie de masse (Figure 21.2) a lev€ tout doute.



136 Principaux depsides de Cladonia Furcata

Spectre de masse de 1'acide bourgéanique
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Figure 21.2

Une analyse complete de ce produit sera faite lors de I'étude de Cladonia Stéréoclada (chapitre 25) .
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22 FRACTION FU3

22.1 ETUDE GC-MS

La fraction FU3 a ét€ analysée par GC-MS. (Colonne OV-1 220 °C 2 320 °C, 3°mn, injecteur et

interface & 250 °C). La chromatographie obtenue est présentée i la figure 22.1.

Chromatographic de la fraction FU3

1000

2000

Spectres

Figure 22.1
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22.1.1 p-amyrine (1) et I’a-amyrine (2)

Les deux premiers produits identifiés sont dans 1"ordre d’élution, la B-amyrine (1) et 1'a-amyrine (2).
Ces deux substances ayant fait I'objet d"une étude approfondie an chapitre 13, nous ne reproduirons

pas ici les spectres obtenas.

22.1.2 Stigmast-4-en-3-one (3) [25)

Structure
0
Spectre
182 124
43
55
50 229
5% gz fi35 Zr
.
= 274 417
e .
| \MlMF!IM\‘\\H ARYRETR pee I l\
168 288 368 g8

Figore 22.2
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Ce specire de masse est caractérisé par la rupture du cycle B, rupture qui conduit soit & la formation
du fragment & m/z 124 (cycle A), soit au fragment & m/z 288 (cyctes C et D plus la chaine). Le signal
A m/z 271 correspond 2 I'élimination de la chaine depuis le pic moléculaire. Le m/z 300, pour sa part
est di & une fragmentation de celle-ci au niveau du carbone 22. Cette rupture est souvent rencontrée
dans cette classe de produits et est nettement favorisée par une double liaison en 22.

Principales fragmentations {53]

m/z 124 m/z 288
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22,13  Oléane-12-en-3,11-dione et Ursane-12-en-3,11-dione

Le produit (4) a ét¢ identifié comme éant de 1'Oléane-12-en-3, 11-dione. Le produit (5) lui,
correspondait 4 de 1'Ursane-12-en-3, 11-dione. Ces deux substances ayant déji é1¢ commentées au
chapitre 13 et 18, nous n’avons pas jugé nécessaire de redonncr leurs specires ici.

22,2 ETUDE DE LA FRACTION FU3 PAR MS-MS

Apres avoir érudi€ cette fraction par GC-MS et en avoir identifié les principaux composants, nons
nous sommes intéressés & vérifier s'il éiait possible de retrouver les spectres des prodnits en
travaillant directement sur le mélange. La MS-MS était une technique toute désignée pour réaliser
cette expérience,

Nous avons optimisé I'appareil de manidre & obtenir les spectres des descendants de m/z 426 (o et
f-amyrines), de m/z 438 (oléanes et nrsanes-12-en-3,11-diones) et de myfz 412 (stigmasi-4-en-3-one),

Le spectre obtenn pour les descendants de m/z 426 est, avec son m/z 218 important, caractéristique
des amyrines. 11 est woutefois trés difficile de tirer plus de renseignements d'un tel specae puisqu'e fes
anires signaux sont trés faibles. Le specire gue nous avons obtenn ici correspond 4 la combinaison
des spectres des deux produits. La seule possibilité de déterminer si les denx sont présents est
d’enregistrer les descendants du m/z 2158 et d'étudier les signaux A m/z 122 et m/z 94. Nous avons
donc enregistré le spectre correspondant (figure 22.4). Les deux signaux sont présents, confirmant
I"analyse par GC-MS.
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Descendants du m/z 426
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Figure 22.3
Descendants du m/z218
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Figure 22.4

Le spectre des descendants du myz 412 permet de retrouver le stigmast-4-en-3-one. Les m/z 412,
288, 229 et 124 sont présents, ainsi que my/z 271 qui correspond 2 la perte de 1a chaine latérale.
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Descendants dn m/z 412
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Figure 22.5

L’enregistrement des descendants du m/z 438 a conduit ay specire de la figure 22.10. Comme dans le
cas des amyrines, il présente les caractéristiques des oléanes ou ursanes-12-en-3,11-dione. Pour
déterminer s'il s’agit d’oléane ou d’ursane, il est nécessaire d’&udier 'importance du myz 108 dans
les descendants du m/z 232 (cf 'expérience néalisée au chapitre 13 ). Nous n’avons pas pu réaliser
cette expérience car les quantit€s de subsiance présentes dans le mélanpe étaient vraiment wop
faibles pour permettre une analyse GC-MS-M$

Descendants du my/z 438
_ 273
194 232
50 4
135
97 181
21 b

331@3 ‘Ta 187 I ' jm 478
[N _
1688 28D 38R 18R

Figure 22.6
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22.3 ETUDE GC-MS-MS DES AMYRINES

Il était intéressant d’essayer d'établir V'ordre d’élution des amyrines en s’appuyant sur
I'enregistrement des spectres MS-MS des descendants de m/z 218 au cours de la chromatographie de
la fraction. Les spectres des figures 22.7 et 22.8 présentent les résultats obtenus. Ils montrent que la
f-amyrine est €éluée en premier de la colonne. Le m/z 94 y est en effet nettement dominant.
L'a-amyrine est bien éluée en second comme le prouve le spectre de la figure 22.8 oil cette fois ¢’est
le m/z 122 qui prévant.

Descendants du m/z 218 par GC-MS-MS (premier pic)
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Figure 22,7

Descendants dw m/z 218 par GC-MS-MS (deuxiéme pic)
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Figure 22.8
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22.4 CONCLUSIONS

La comparaison de I'analyse de ceute fraction par GC-MS et M3-MS était intéressante pour nous
puisqu’elle représentait notre premidre tentative d’étude d'un mélange de substances par ceite
technique. Elle nous a montré qu'une telle étude était possible mais qu'un certain nombre de
restrictions £taient 3 prendre en considération. Qutre le fait que deux substances de méme PM ne
peuvent pas Etre séparées uniquement en effectuant des spectres de collision sur les ions
moléculaires, nous avons constaté gue:

- La méthode est wes sensible puisqu'une seule introduction directe dans la source suffit A Panalyse
de plusicurs substances,

- Le mélange ne doit pas étre trop compliqué

- Si les spectres des substances présentes sont nettement domminés par un signal, les résultats
obtenus se prétent moins faciiement A une interprétation immédiate (& et f-amyrines).

L'expérience de GC-MS-MS étair une tentative iméressante car il n'est pas évident d'obtenir des
spectres MS-MS sur des fragments de produits élués par GC. Nous pensons que nous avons pu
obtenir un résultat interprétable grice au fait que le m/z 218 est le signal le plus intense du spectre
des amyrines.

Notons enfin que, du point de vue expérimemal, il est ues difficile de répler correctemem Y appareil
si I'on n'a pas déji une idée du type de substances que 1’on va rencontrer.
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23 FRACTION FU2

Sachant que les stérols sont souvent liés notamment avec des acides gras et des sucres, nous avons
procédé A I'hydrolyse de 1a dewxidme pariie de la fraction newire soluble dans 1'éther de notre exirait
brut.

L hydrolysat a ¢t€ séparé par CCM préparative (510, 2 mm, éluant tolugne-dioxane-acide acétique
180/45/5). 9 fractions ont €& isolées et analysées par 'H-NMR. La fraction 2 a é1é idemifiée comme

contenant du péroxide d’ergostérol, composé que nous avons déji rencontré dans plusieurs lichens.

La fraction 4, elle, a &€ €wudiée par GC-MS. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous (figure
23.1 et suivantes).

23.1 ETUDE PAR GC-MS

{Colonne OV-1, 220 °C -> 320 °C, 3 ®/mn, injecteur et interface 3 250 degrés). Le chromatogramme
obtenu est présenté A la figure 23.1,

Chromatogramme de la fraction FU2

3

1000 2000 Spectres

Figure 23.1
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23.1.1 Cholestérol [25]
Structure
o
Cholestérol
Spectre
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Figure 23.2

La fragmentation du cholestérol se caractérise principalement par la perte totale (m/z 255) ou
partielle {m/z 301) de la chaine latérale ainsi que par I’élimination d’cau ou la perte d’un méthyle. La
présence d'une double liaison en position 5 permet une RDA qui se traduit par la rupture du cycle B.
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Principales fragmentations

m/z 386
\ \C+
o
H
+ myz 301
¢ 0
H

@bT
m/z 133 m/z 213
=



148 Cladonia Furcara neutres hydrolysés

23.1.2 24-méthyl-22-en-cholestérol

Structure
N
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i
H
Spectre
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Figure 23.3

Le spectre de masse du 24-méthyl-22-en cholestérol se caractérise par un my/z 300 abondant dd 2 la
double liaison en C(22). Les autres fragmentations sont trés similaires 8 celles déj vues pour le
cholestérol.
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Principales fragmentations

m/z 398

myfz 255 m/fz 27] m/z 300

La structure du m/z 271 est obtenue par élimination de la chaine latérale doublement protonée [36).
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23.1.3 24-éthyl-22-en-cholestérol

Strocture
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Figure 23.4

Le spectre de masse du 24-éthyl-22-en-cholestérol est, comme on pouvait s’y attendre, trés proche
du précédent. Ici aussi, le signal & m/z 300 caractérise une double liaison en C{22). Le signal & m/z
355 du spectre précédent correspond & la perte du groupe isopropyle. Dans le spectre de la figure
23.3, cetie perte cst peu abondante, Dans le spectre de la figore 23.4, le signal est déplacé & m/z 369,
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Ce demier est nettement plus abondant. Par perte de 18 unités de masse, il conduit au m/z 351. Ceci
suggére que la présence d’un groupe éthyle en position 24 favorise la rupture de la chaine entre les
carbones C(24) et C(25). 11 est probable qu'un transfert de proton sur la double liaison en C(22) est
favorisé, facilitant 1a rupture de la liaison C(24)-C(25).

Principales fragmentations
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23.14 24-éthyl-cholestérol

Structure
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H
Spectre
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Figure 23.5

Outre les pertes de 18 et 15 unités de masse conduisant aux signaux & m/z 398, 396 et 381, nous
relevons la présence de fragmentations plus caractéristiques. m/z 329 est obtenu par I'élimination
particlle de la chaine par rupture de la liaison C(22)-C(23). Les signaux & m/z 273 et m/z 255
correspondent respectivement au squelette apres €limination compléte de la chaine et & ce méme

squelette aprés élimination d’eau.
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Principales fragmentations
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CLADONIA STEREOCLADA des Abb.
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V1l CLADONIA STEREOCLADA des Abb.

24 PROCEDURE D'ANALYSE

Le lichen a été ramassé aux iles Canaries (Tenerife, Punta de la Mercedes). Aprés €limination de tout
matériel éranger, 20 g ont été broyés puis extraits dans un sexlet successivement par du pentane, de
Péther et de D'acélate d’éthyle (cf. schéma). Les quantités suivantes d’exmraits bruts onr &té
recueillies: :

- Extrait au pentane @ 350 h]g
- Extrait & I'éther : 100 mg
- Extrait & I’acétate d’éthyle : 200 mg

Par précipitation, nous avons éliminé un résidu insoluble de 'extrait A4 1’éther. L’analyse par
TH-NMR a montré qu'il sagissait d’atranorine. De Dextrait A I'acétate d’éthyle, nous avons
€galement €liminé un résidu insoluble qui s'est avéré étre de P'acide fumarprotocétrarique.

L’extrait au pentane (partie soluble dans I’éther uniquement) a €té chromatographié sur une colonne
de gel de silice (gradiant pentane -> éther). Sept fractions ont ainsi é1€ récupérées. L analyse par
TH-NMR montrera que les fractions 5 4 7 contiennent de I’acide bourgéanique. La fraction 4, clle,
sera éwudiée par GC-MS. Nous identifierons ginsi I’a et 1a B-amyrine.

L’extrait 3 l'acétate d'éthyle, aprés élimination de 1’acide fumarprotocérrarique, a été
chromatographié sur une colonne de gel de silice (toluéne-ligroine-acide acétique 5/5/1). Quatre
fractions principales ont €té séparées. L’étude par CCM a montré que la fraction 4 devait contenir du
peroxyde d’ergostérol.

Les autres fractions ont été réunies et le mélange a été saponifié. Nous avons choisi cette voie afin de
libérer les éventuels stérols présents. 11 n'est en effet pas rare que ces substances soient estérifides.
Sous cette forme, elles sont rés difficiles A identifier en faibles quantités car trop lourdes pour passer
en GC-MS. L'utilisation de la HPLC est souvent limitée par la faible absorption UV de ces



158 Etude de Cladonia Stereaclada

composés.

Le mélange obtenu a éié chromatographié sur une colonne de gel de silice éluge avec un gradient
ligroine éther.

Les diverses fractions obtenues ont ensuite été analysées par GC-MS. Les premitres ne contenaient
que des substances peu intéressantes pour nous, alcanes, alcools A longue chaines, etc. La fraction 9
s'est avérée nettement plus riche. Nous avons pu identifier les spectres de plusieurs produits de la
famille du stigmastérol et de 1'ergostérol :

- le 24-méthyl-22-en-cholestérol
- ’ergost-3,5,22-trien-7-one

- le 24-€thyl-22-en-cholestérol

- I’ergost-3,5-dien-7-one

- le stigmast-3,5,22-trien-7-one

Dans 'une des fractions suivantes, nous avons pu isoler le siigmast-3,5-dien-7-one. Les dernitres
fractions étaient constituées d’acide bourgéanique en quantités plus on moins importantes.



Ewde de Cladonia Stereoclada

159

r——[ Cladonia Stereoclada

[ Extrait au pentane

1
Chromatographie

—

Extrait  1'acétate d’éthyle

|

Ether

5i04 Ligroine -> éther
I

[ Parntie insoluble

[ Ac fumarprotocéirarique

|

GC-MS Ac bourgéanique ’

o-amyrine

B-amyrine

l Partie soluble

I
Chromatographie
5i0, Tolugne-dioxane
AcOH 5/5/1
]

ST3

Saponification
I

Chromatographie
Si0, Ligroine -> éther

ST4

LPeroxyde d’ergostérol ]

Alcools ST3.1

Alcanes

GCI-MS

5T3.2

Stigmast-3,5-digne-7-one

24-Me-22-en-cholestérol
Ergost-3,5,22-ten-7-one
24-Me-22-en-cholestérol
Ergost-3,5-dien-7-one
Stigmast-3,5,22-trien-7-one
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Spectre IR de 1a littératre [37]

Figore 25.2

La bande & 3410 cm! est caractéristique d'une fonction hydroxyle associée. A 1740 cnr’! une bande
intense correspond & wn carbonyle (ester, acide). Tant la bande voy que celle du  vpog sont
accompagnées d’antres bandes gui ltaissent supposer ls présence de plosieurs hétéroatomes. Les
bandes intenses & 2960 et 2870 cnv! indiguent une strocture aliphatique ramifiée contenant plusieurs
méthyles. Aucune bande correspondant 4 une insaturation n’apparait.

25.1 ETUDE EN 'H-NMR

Le spectre de la figure 25.3 montre une série de Signanx qui nous suggérent la présence d'un dimére
non symétrique formé de deux unités d’acide hémibourgéanique.
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Spectre 'H-NMR du produit

—_———

Ll L

2 1 Oppm

Figure 25.3

OH OH

Le proton o a un déplacement chimigue de 2.6 ou de 2.8 ppm selon gu’il se trouve sur l'une ou
I’autre des deux parties. Il est couplé avec un méthyle et avec le proton B.
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Irradiation du signal & 2.8 ppm

I Wﬂw

8 7 '

1 0ppm:

Figure 25.4

Lorsqu’on irradie le signal 2 2.8 ppm, le doublet du proton B se simplifie et I’un des deux méthyles
voit son signal modifié,
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L’irradiation de 1'aotre proton o (signal 3 2.6 ppm) donne un effet parfaitement identique A celui

observé précédemment, mais sur le signal 3 3.8 ppm (figures 25.4 et 25.5)

Irradiation du signal A 2.6 ppm

e

[

‘p
L 30

1

0ppm

Figure 25.5
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Lirradiation du proton 4 5.2 ppm (un des deux H(B)) simplifie le signal du proton ¢ correspondant et
celui du H(y) 2 1.9 ppm. '

Imradiation 4 5.2 ppm

. JI,.,/\\__,_.JUL—V} \M_JL-—.

T T

é 1 6 lg 4 3 2 1 6ppm

Figure 25.6

L’irradiation du signal & 3.7 ppm influence de la mé&me manigre les H(e) et H{y) correspondants.
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25.2 ETUDE PAR 3C-NMR

La quantité importante d'acide bourgéanique isolée nous a permis de procéder & son étude
3C.NMR. La linérature [37] ne donnant que le spectre de ’acide hémibourgéanique, nous avons
donc interprété notre spectre par analogie (figure 25.7).

Spectre *C-NMR de 1’acide bourgéanique

ma TP T I ol __;\..,-uhl..l.-.‘
kinie e 13 Byl il 0 d 4 | Lisken | faldinh Ll A d Bna b ukit i e b
T T ¥ T T T - T
- - - ™ " - - - - - T -

Figure 25.7

Linterprétation proposéc par Bedo [37) est busée sur les valeurs calculées i I'aide de la regle de
Grant et Pant |38] modifiée pur Lindeman et Adams |39], et qui permet de calculer la valeur du
déplacement chimique d’un carbone dans un alcane. 1l a &€ tenu compte des différents groupes
d'héiéroatomes en utilisant les incréments déterminés par Roberts, Jackman et Hagen [40-42]. La
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précision obtenue varie entre 0.2 et 6 ppm. Nous n'avons pas jugé utile de recalculer les valeurs pour
'acide bourgéanique, 1'erreur sur les valeurs obtenues étant suppérieure A la précision nécessaire
pour micux définir les aytributions proposées ci-dessous.

ppm mult. Nb. de C attribution

11.10 4 1 CH;-CH,-
11.23 4 1 CH,-CHy-

12.80 4 1 \
13.83 4 I ~CH,- CH CH-

-—(IZH-?H-COOR

13.87 4 1 CH OR

OH CH,
1445 4 1

19.46 4 1 ciy Cr Ci-

19.51 4 1 CH,

2934 3 1 CHy.CH, '(EH'

29.53 3 1 CH,

I N
31.45 2 1 CH, CH; OR

40.88 3 1

CH;-CH,-CH-CH,
41.19 3 1 |

CH,
4223 2 1 -CH-CH-COOR
| |

4422 2 1 OH CH,4

75.04 2 1 CH-CH-CH-COOH

/1 N\

76.65 2 1 &, OH CH,

175.78 1 1

31.16 2 2
31.21 2 1 } CH;-CH,-CH-CH,-CH-CH-

178.4% 1 1
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Nous dirons en conclusion que le spectre 3C-NMR met bien en évidence 1a présence de deux unités
similaires et confirme notre produit. Ce sont finalement les groupes méthyles fixés sur le carbone en
alpha des groupements -COOH et -COOR qui subissent le plus I'influence de la condensation des
deux unités. 11 parait assez logique que le remplacement d'un groupe hydroxyle par un ester, de par
I'encombrement stérique ainsi cré€ et les changements d'affinités élcctroniques des groupes en
présence, modifie la structure spatiale de la molécule de manidre suffisante pour que les carbones
voisins voient leur environnement électronique perturbé.

253 ETUDE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

Le spectre MS de l'acide bourgéanique est relativement difficile & obtenir. En effet sa structure
particulidre fait qu’il se fragmente trés facilement au niveau de l'ester et qu'on enregistre généra-
lement un spectre voisin de celui de I'acide hémibourgéanique.

Spectre de masse de 1"acide bourgéanique ( CI NHj)

)]
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Figure 25.8
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Le spectre présenté 3 la figure 25.8 a €€ obtenu par ionisation chimique (NHy). Les principaux

signaux sont cxpliqués dans le tableau suivant:

m/z 404
nyz 387
m/z 369
my/z 220
m/z 203
m/z 185
m/z 167

M + NH,*

(M + H)*

(M - H,0)*

Hémi + NH,*

(Hémi + H)* ou ny/z 185 + NH,*
Rupture de Vester

my/z 185 - H,O

{Abréviation : Hémi = acide hémibourgéanique)

Nous pouvons dire en conclusion que 1'acide bourgéanique est trés instable et se décompose en deux
unités d’acide hémibourgéanique, rendant son étude par MS wrés difficile. L'ionisation chimique

permet d'obienir le pic moléculaire, mais "abondance du signal 4 m/z 185 et la présence des ions
myz 203 et 220 confirment le fait que la molécule se fragmente aisément, et que la décomposition en
deux unités d'acide hémibourgéanique existe également dans des couditions d'tonisation douce.
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26 ETUDE DES FRACTIONS 5T3.1 ET ST3.2

Le passage de la fraction saponifiée sur une colonne de chromatographie a permis l'isolement de
deux fractions. La premigre {ST3.1) a éié éndiée par GC-MS. La seconde (ST3.2) contenait un
produit dont nous avons pu €tablir la structure par comparaison de son spectre MS avec la littérature
[43].

26.1 FRACTION 5T3.1 GC-M3

La fraction ST3.1 a été éudiée en GC-MS (colonne OV-1 de 35 m 220 °C -> 320 °C, 4°C/mn,
injecteur et interface 250 °C).

Chromatogramme de la fraction

[t
-

1000 20'00
Spectres

Figure 26.1

Les premiers produits (pics noa numérotés) sont des hydrocarbures que nous n’avons pas cherché
identifier.
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262 24E-METHYL-22-EN-CHOLESTEROL (1)
Comme cetie substance a déji été &udife au chapitre 23, nous ne reproduirons ici ni son spectre, ni
son schéma de fragmentation. Nous rappelons simplement 12 fragmentation est caractérisée par les

signaux 2 myz 255 ¢t 271, qui sont typiques des cycles A et B des composés dérivés du cholestérol.
La structure a €t€ établie par comparaison avec la littérature [44].

26.3 ERGOST-3,5,22-TRIEN-7-ONE (2)

Structure

Ideutification

L'identification du stgmast-3,5-dien-7-one dans la fraction ST3.2 nous a également permis
d’identifier d'autres composés de la m&me famille. Le produit dont le spectre MS cst préscnté
ci-dessous a été identifié comme étant de I'ergost-3,5,22-rien- 7-one [25).
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Specte de masse du produit 2
190~ 63
263
37
58 1
172
I| lffi 187
134 . .
Y ot 295 3%a
e T T 1L ﬁ
B R T S 3
106 200 380 40
Figure 26.2

L'importance du signal & m/z 269 est due 4 Ja présence de la double lizison en 22 qui favorise la
perte d’une partie de la chaine selon le mécanisme suivant.

4

Nous retrouvons les signaux 2 m/fz 161, 174 et 187, caractéristiques d'un produit porteur d’une
fonction C(7}-one [44].
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26.4 24-ETHYL-22-EN-CHOLESTEROQL (3)

Le 24-éthyl-22-en-cholestérol a déja éé identifié chez Cladania furcara. Nous ne reproduirons donc
pas ici le schéma de fragmentation et le spectres de masse puisquils ont été donnés au chapitre 23,

26.5 ERGOST-3,5-DIEN-7-ONE (4)

Structure

0
Identification
Spectre du produit
188+ 124
55
4
gl 43 |62
161
3l 187 269
185
“is 22|9245 2?8 .
Ly o By g -
700 308 a0

Figure 26.3
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Le spectre de masse que nous présentons ci-dessus a €€ analysé par comparaison avec celui de
I'ergosta-trizne-7-one que nows avons identifié précédemment. La forte diminution duo signal & m/z
269 ginsi que le déplacement du m/z 296 & 298 montrent que c’est bien la double liaison de la chaine
latérale qui a &t€ supprimée.

26.6 STIGMAST-3,5,22-TRIEN-7-ONE (5)

Structare

(@]
ldentification
Spectre de masse du produit
1eg 07 269
gl
1724
5@
187
229
( { 185 35 _ [Ea_z 296 A
| ”I ]ll"ﬂl'.l,]_ﬂllL L [I l 2811 l ' ‘ |
100 208 300 488
Figure 26.4

Le demier composé gue nous avons pu identifier était le stigma- 3,5,22-tri¢ne-7-one. 11 a lui aussi 614
identifié par comparaison de son spectre avec celui des autres composés de la fraction. Le M™ 3 408
indique la présence d’un -CH,- supplémentaire par rapport an composé€ de la méme famille identifié
précédemment.
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26.7 FRACTION ST3.2 (STIGMAST-3,5-DIEN-7-ONE)

Structure

Tdentification

Les signavx 3 m/z 161, 174 et 187 sont typiques des produits porteurs d’une fonction C(7)-one.
Selon la référence [44], ils comrespondent A une rapture du cycle B avec U'élimination du cycle A
(signal & m/z 174) et du C(6) (nv'z 161). La référence [44] n’explique pas le m/z 187.

Spectre de masse du produit
_ 43
106 174
a1@e
sel |55
91
| 161|187
o9 | 187 13a
b e e
M LT 1732 ]
198 208 30e 108

Figure 26.5
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LETUDE DIRECTE DES LICHENS PAR MS-MS
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Vil ETUDE DIRECTE DES LICHENS PAR MS-MS

27 INTRODUCTION

Les lichens sont des organismes qui ont une croissance trés lente. Bien que largement répandus, il est
certaines espéces pour lesquelles il est difficile, voir impossibie, de disposer de quantitds suffisantes,
de matériel de départ pour une étude de leur composition chimique par voie classique (extraction,
isolement, identification). Souvent on ne dispose en effet gque de quelques fractions de gramme
d’échantillon végétal. L étude directe de la composition chimique par MS-MS, sans passer par les
stadcs de D'extraction et de la séparation des compos€s, est une idée que nous avons vouln

expérimenter au cours de aotre wravail.

La mise au point de la technique a posé certains problémes. La présence dans les lichens d'un petit
nombre de composés en grmnde quantité conjointement 3 de nombreux autres en faible guantité,
souvent méme 2 I'&tat de traces, rend toute analyse directe difficile. La fragmentation importante que
subissent certains composés lichéniques typiques (depsides) conduit 3 de nombreux petits fragments
abondants & coté d’ions parents trés faibles qui se perdent dans le bruit de fond du spectre 10tal. Certe
remarque est valable surtout pour les spectres EI. Nous verrons par exemple que dans le cas des
Cladonia, la présence d'acide fumarprotocétrarique, composé instable thermiquement et qui se
fragmeante rapidement, nous a empéchés d’observer les autres composants présents,

En CI positive les résuliats sont metilleurs, mais les ions utilisables pour des expériences de MS-M3S
sont rares. En Cl négative, par contre, les résultats semblent plus prometteurs mais malheureusement
aucune €tude systématique n’a été réalisée sur 1'application de cette méthode d'ionisation douce aux
composés lichéniques les plus connus {depsides, depsidones, depsones et triterpénes). Il s’agit d'un
travail considérable, tant par le volume de mesures qu'il comportera, que pour 'importance des
résultats, Un te] wravail devrait précéder l'étude MS-MS des lichens. Nous pensons que la MS-MS
peut étre utilisée comme méthode directe d'analyse de fichens 3 condition que différentes techniques
d’ionisation soient mises en jeu successivement au méme titre que des systémes de solvants en CCM
[45]. L’avantage sur cewe demiére technique, qui est la seule utilisée aujourd'hul en
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chimio-taxonomie des lichens, sera I’obtention de données spectroscopiques (spectres CID) claires et
reproductibles, indépendantes de conditions expérimentales facilement modifiables et peu
contrblables tel les valeurs Rf en CCM. 11 est évident que I'investissement en moyens techniques et
financiers pour les deux méthodes ne supporte pas la comparaison.

Malgré ces difficultés dues au manque de travaux de base dans le domaine de la NCI pour les
compos€s rencontrés, nous avens procédé A quelques mesures.

Pour ]la mise au point de la méthode, nous avons d’abord choisi I'étude des spectres MS-MS des ions
moléculaires de 1'atranorine et de la chloratranorine, deux depsides largement répandus chez les
lichens (chapitre 27.2).

27.1 QUELQUES REMARQUES SUR LA NI ET LA NCI [46]

Pendant trés longtemps, I'ionisation négative a € considérée comme une curiosité pour physiciens
puisque seules quelques classes de composés, comme les nitroaromatiques et les quinones, donnaient
des spectres utilisables lorsqu’elles étaient étudiées sur un spectrométre de masse commercial équipé
d’une source El. Le probléme principal étit dii au fait qu'avec une source normale El il est
quasiment impossible d’obtenir un faiscean d’électrons 2 basse énergie (0-5 eV) assez intense pour
provoquer une tonisation négative. Dans nos laboratoires, un travail a &€ effectué par Claude sur un
spectrométre de masse A secteur magnétique [47]. L’arrivée des appareils 4 quadripdles et des
sources Cl a permis de mieux exploiter la NCI sur des substances organiques. Ces nouveaux
appareils permettcnt un passage aisé du mode positif au mode négaiif, et les nouvelles sources
permettent une diminution de 1'énergie des électrons par collision de ceux-ci avec un gaz inerte
(thermalisation des €lectrons). C’est au cours des années 70 que la NCI s’est vraiment développée.
Divers gaz ont ét€ 1estés pour obtenir des ions moléculaires ou quasimoléculaires qui permettaient
I"'analyse de traces. Des essais ont &€ faits avec des paz réagissant spécifiquemem avec certaines
fonctions, de maniére 4 pouvoir ioniser sélectivemeni certains types de suobstances. Ces demidres
années, le nombre de gaz utilisés s’est restreint principalement 3 on mélange NoO/Hydrocarbures
pour produire des ions OH-, et A des gaz produisant des ions Cl”en ce qui concemne les gaz réactants.
En ce qui conceme les gaz produisant des électrons thermalisés on utilise essentiellement CH,,
1-C4Hyg NH;.
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Lors de 'enrcgistrement de spectres NCI, il est possible que des électrons thermalysés, poussés vers
I'analyseur an méme titre que les ions organiques, quittent la source. Ceci peut représenter un
probléme dans le cas d'un appareil & quadripdles. En effet, I'analyseur de ce type d'appareil ne
distingue pas les ions positifs des tons négatifs. 11 en résulte que des ions positifs penvent étre formés
par EI ou CI dans I"analyseur, on parle alors d'ions psendo- négatifs. Un exemple est 1'apparition
d'un ion de masse CHs+M dans certains specires NCI ptilisant le CH, comme gaz thermalisant.

27.1.1 Conditions expérimentales

L'aspect d'un spectre NCI peut fortement étre influencé par des paraméetres tels que le potentiel du
repousseur, la pression dans la source ou la température. Les plasmas d’ions formés par collisions
voient leur abondance décroitre lorsque 1a pression diminue ou que la température augmente. II en
découle une méme influence sur la présence des ions substrats qui en dérivent,

Une élévation de la température impliqueé une augmentation de 1'abondance des fragments par
rapport & celle du pic quasimoléculaire qui peut méme disparaitre. L'énergie cinétique des ions
diminue avec une augmentation de la pression du gaz, favorisant ainsi Ia formation de M, mais dans
la plupart des sources conventionnelles, lorsque la pression dépasse une certain seuil, on assiste 2
une diminution de I’abondance des ions due 4 1a dispersion des électrons par le gaz.

L'effer de mémoire est beaucoup plus impontant lorsqu’on travaille sur des ions négarifs gue pour les
ions positifs. Ceci est principalement dii au fait que 1a facilité qu'dffrc une molécule d'Etre ionisée
négativement peut varier d'un facteur de 108, les composés halogénés étant les plus facilement
ionisables. 11 en résulte que certaines espices ioniques peuvent e surreprésentées dans la source et
que certaines réactions peluvent apparaitre avec des traces de compos€s mineurs.



182 Erude directe des lichens par NCI/MS-MS$

27.1.2 NCI avec des électrons thermalysés

Le gaz modérateur idéal ne devrait produirc que des électrons thermalysés avec une distribution
d'éncrgie bien précise et d'une valeur voisine de zéro. Il ne devrait intervenir ni dans le processus
d'ionisation, ni en réagissant avec les molécules substrats. Aucun des gaz utilisés actuellement ne
correspond A cet idéal; il en résulte que 1I’aspecit du specire va dépendre directement du gaz employé.
1i y a deux raisons principales A cela :

- Avec les ions de basse énergic, deux types d'interactions se produisent : la capture par
résonnance (& des €nergies proches de zéro €V) qui conduit au M-, et la capture dissociative,
qui résulte en une ou plusicurs fragmentations. L¢ rapport entre ces deux mécanismes est
directement 1€ 1 la distribution d'érerpic des électrons qui est elle dépendante du gaz utilisé.

- Les molécules de substrat peuvent réagir avec les différentes espéces d’ions présentes dans ia
source. Il en résulie toute une série d'ions et de fragments dont la structure est fonction des
ions en présence, donc, 13 aussi, directement liée au gaz utilisé. La recombinaison d'ions sera
illustrée par le spectre NC1 de ’acide fumarprotocétrarique et par son influence sur 1"étude
des lichens dans lesquels il est présent.

27.1.3 NCI avec des gaz réactants (ions nucléophiles)

Il existe 4 voies principales d’ionisation du substrat : I'échange de charges, 'arrachement d’un
proton, 1attaque nucléophile, I'attachement d’un anion par un pont hydrogine.

L’échange de charges peut avoir une certaine importance lorsquon travaille avec de 1’ammoniac
comme gaz réactant. En effet, peu de molécules organiques ont une affinité électronique supérieure 3
80 kJ/mol. 11 en résuite que 1a plupant des molécules organiques capturent volonticrs un électron.
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L arrachement d’un proton peul apparaitre lorsque acide conjugué & I'anion réactant est un acide
faible et que I’anion téactant est une base forte par exemple,

L’attaque nucléophile peut soit conduire 4 un ion quasimoléculaire ( [M + CI} par exemple), ou 3
une ou plusieurs fragmentations (réaction de type S,y R-COOR’ + F -> RCOO + R°F).



184 _Etude directe des lichens par NCI/MS-MS

27.2 ETUDE NCI DE L'ATRANORINE ET DE QUELQUES AUTRES DEPSIDES

Cette étude préalable a éié effectuée sur des composés connus pour la mise au point de la méthoede,

R=H Atranorine
R =l Cl-atranorine

27.2.1 Casde I’atranorine

Le spectre de masse NCI de I'atranorine est principalement composé de deux signaux : my/z 373
(M-H), et m/z 178 {figure 27.1). Le spectre des parents de my/z 178 indique que ce n’est pas 1'ion
m/z 373 qui se fragmente, mais 'ion m/z 374 (figure 27.2). Ceci montre que I'ionisation négative en
présence de NH; conduit 3 deux espéces, I'une formée par arrachement d’un proton, I’autre formée
par les électrons thermalysés (M™). La premire semble ére beaucoup plus stable puisqu’elle ne se
fragmente pratiquement pas.

Spectre NCI (NH,) de t'atranorine

188+ 1728
33
Se A -
1
|
. |
1
T se
188 28e 3¢ 4@0

Figure 27.1
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§pectre NCI des parents de m/z 178

188 178
B 4 L
304
g T Taee T T T 3ée T eee
Figure 27.2

L’¢ude des descendants de myz 373 (figure 27.3) a montré que lorsque 'ion entrait en collision avec
I’argon, il conduisait 2 deux fragments & m/z 177 et myz 195.

Spectre NCI (NH;) des descendants de m/z 373

108 1495

5@ 1

L
—J
(V]

e T 2gE 380 108

Figure 27.3
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Les structures suivantes sont proposées pour ces deux ions :

//0
) 0
O
0
-0¢ 0 ™ CH,
0
0 H
e 177 2 195

Le spectre des descendants de m/z 374 (figure 27.4) donne Iui anssi des signaux A m/z 177 et 195,
mais chaque signal est dédoublé (m/z 178 et mfz 196 figure 27.4),

Spectre NCI (NH,) des descendants du m/z 374

188 1o
196
5@ -
374
]
168 Tzée T FedT 7 Tade
Figure 27.4

Le signal 2 m/z 374 peut éure interprété de deux fagons différentes. 11 peut correspondre au M™ ou an
(M-H + Q).

Dans ce dernter cas, les abondauces relatives des signaux du spectre peuvent &tre calculées comme
suit :
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Sur 19 atomes de carbone au total

- lecycle S en contient 9 9/19 = 47,37 % de probabilité de contenir le 13C
- le cycle A en contient 10 10/19 = 52.63 % de probabilité de contenir Ie 13c,

11 en résulte que le m/z 195 doit représenter le 90 % de m/z 196 et que le m/z 178 doit représenter le
90 % dum/z 177.

Les rapports effectivement observés (figure 27.4) montrent qu'une partie de m/z 178 provieot de M~
car celui-ci est plus élevé que le m/z 177. Le rapport entre my/z 195 et 196, par contre, correspond
assez bien A ce qui a été caleulé. Ce résultat est confirmé par le spectre de la figure 27.5 qui rmonire
que sous des conditions d'icnisation ne faisant intervenir que les électrons thermalysés, seul m/z 178
est formé.

Spectre NCI (CH,) de I'atranorine

160 1

|
1
H
i

Sk

1us 3"1”‘ 552
@ 77T Zée T T TTu@e T T Taee T

Figure 27.5

Le specire de la figure 27.5 indique, outre la présence de m/z 178, celle de m/z 195, 373, 374 et 552.
Nous avons cherché & savoir quels étaiemt les signaux qui provenaiemt vraiment de m/z 374. Le
figure 27.6 représente le spectre de collision de m/z 374,
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Descendants de m/z 374
1801 178
374
50 1
1?5
188 209 308 480
Figure 27.6

Nous constatons que m/z 195 descend directement de m/z 374, mais que m/z 373 est absent.
L'coregistrement des descendants de m/z 552 (figure 27.7) montre que m/z 373 est formé depuis m/z
552,

Descendants de m/z 552 NCI (CH,)

108+ 178
952
50 1
195
373
™% .___l_
1@ 208 34e 408 ELL
Figure 27.7

L’ion m/z 552 correspond 2 1a combinaisan d’une molécule d'atranorine avec un fragment basé sur
son cycle S. Ce genre de recombinaison d'ions est fréquent en NCI lorsque la cancentration du
produit dans 1a source est suffisamment élevée,
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Nous en concluons que si les deux signaux my/z 373 et 374 sont présents avec des intensités
comparables dans ce spectre, celi est div au fait que my/z 374 se fragmente beaucoup plus facilement
que m/z 373 dans les conditions ol nous travaillons. Son intensité est donc faible par rapport aux
signapx de ses fragments (m/z 178). L’ion de recombinaison myz 552, d’autre part, se fragmente en
m/z 178, mais également en m/z 373, Comme I'ion m/z 373 est relativernent stable, son importance
par rapport & m/z 374 angmente, méme si ce demier correspond A 1a forme favorisée par la NCI avec
du méthane. Nous pensons donc que m/z 373 n’est pas dii & 1a formation de (M-H)", mais 4 la
fragmentation de I'ion m/z 552.

De manitre A nous assurer que myz 552 provenait bien d’une structure basée sur 1’atranorine, nous
avons enregisiré le spectre des descendants de m/z 373 en NC1 (CHy).

Descendants de mvz 373 en NCI (CHy)

18- 373
SR -
1 7-',1 95
Ve BEEN T T Y %]
Figure 27.8

Le spectre est en tout point comparable a celui de la figure 27.3. Le fragment m/z 373 obienu depuis
le m/z 552 est bien de latranorine; le m/z 552 est donc bien dii 3 une recombinaison d’ions
conduisant & une structure analogue A celle d’un tridepside.

Nous nous sommes encore intéressés aux descendants de m/z 375. Ce demier en effet, ne correspond
qu'd une structure, M~ contenant un *3C. Le spectre correspondant est présenté 2 la figure 27.9. 11
confirme pleinement les calculs d’abondances relatives que nous avons faits précédemment puisque
m/z 179 (cycle S avec un 13C) représente bien le 90 % dn myz 178 (cyele S sans 13C).
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Descendants de myz 375 NCI (NH;)

1612 323
178
58
195
S S PR S Y
198 206 3¢ 488
Figure 27.9

27.2.2 Cas dela chloratranorine
Le spectre de la figure 27.10 donne pour les descendants de m/z 408 des rapports d'intensités
relatives qui correspondent exactement 4 ceux que nous avons calculés dans le cas d'un (M-H avec

l?’C)'.

Descendants de my/z 408 NCI (NH,)

108 211
5@ - ' 488
196
163
EE 260 360 ida

Figure 27.10
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Cela signifie que dans le cas de Ja Cl-atranorine, Ja formation de M™ en NCI NH; est négligeable.
Cette différence avec 1'atranorine est probablement due 3 une plus grande labilit€ des protons des
groupes hydroxyles sur le cycle S de la chloratranorine. Cette labilit€ est mise en évidence par la
comparaison des déplacements chimiques de ces pratons en 'H-NMR pour les deux substances.
Dans le cas de la chloratranorine, ces valeurs sont tonjours plus £levées que celles enregisirées pour
I'atranorine dans des conditions similaires. La plus grande labilité de ces protons va favoriser

I"ionisation par arrachement d’un proton.

Nous nous sommes encore intéressés aux descendants des mfz 407 et 409. 11 devait en effet étre
possible de séparer par MS-MS les ions selon Visotope du chlore qu’ils contiennent. Les spectres
sont présentés aux figures 27.11 et 27.12. Tous deux montrent un signal 3 m/z 195, mais le specire
des descendants de m/z 407 conduit & m/z 211 alors que ’autre conduit & m/z 213. Cette expérience
prouve également que les deux m/z observés dans chaque spectre proviennent bien de deux

fragments différents.

Descendants de m/z 407 NCI (NH;)

211

186- |
|
50 133
4a7
163 393
L.- e P T (T N
1Ge 266 38 a6 e

Figure 27.11
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Descendants de m/z 409 NCI (NH;)

192 213
5@ 1
409
193
151.3 |
16e 288 T TTmée T TTage
Figure 27.12

27.2.3 Cas do barbatate de méthyle

Barbatate de méthyle

Le barbatale de méthyle est un compost de méme masse que 1'atranorine et de structure s voisine,
Le remplacement de 1’aldéhyde par un méthyle et la transformation d’une fonction hydroxyle en un
méthoxy va influencer la fragmentation de mani¢re importante. En effet, 1I'ien mvz 373 (M-Hy
(figure 27.13) ne conduit plus qu'a un fragment & m/z 195 qui correspend au cycle A, Cette sitvation
peut sans doute &tre expliquée par le fait qu'il ne reste plus qu’un hydroxyle sur le cycle S. Or, pour
obtenir I’équivalent de 1'ion m/z 177 de I'atranorine, il est nécessaire d’en aveir deux sur le cycle S,
Le premier pour Iionisation par élimination d’un proton, et le second pour le mécanisme de mipture
conduisant & la structure de I'ion nyz 177 chez 'atranorine.
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Descendants de m/z 373 NCI {CH,)

188+ 3723

58 4
195

188 2en 3680 4ge

Figure 27.13

Le specire de collision de myz 374 {figure 27.14) indique que c’est le fragment formé & partir du
cycle A qui est favorisé. Nous trouvons donc ici une situation inverse de celle rencontrée pour
I"atranorine. Ce renversement est explicable par le fait que I'aldéhyde et I"hydroxyle taient tous
deux des sites susceptibles d’accueillir 1a charge négative. Leur remplacement par des sites moins
électrophiles favorise le déplacement de 1a charge sur le cycle A et ainsi la formation de myz 195. 1l
est & noter que myz 178 est présent, contrairement au spectre précédent. C'est qu’ici, sa formation est
possible, méme si elle n’est pas favorisée.

Descendants du myz 374 NCI (CH,)

188~ 135

58 A

108 200 3ee 408

Figure 27.14
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27.2.4 Résumé des résultats

Le 1ableau de la page suivante résume les résultats obtenus. Ceux-ci montent que si les trois
molécules éudiées se fragmentent toutes au méme point {rupture de 1a liaison enwe les deux cycles),
les mécanismes eux, différent selon le gaz, le fragment de départ, la substance. Le nombre de
fonctions hydroxyle semble jouer un role déterminant. La présence de m/z 552 dans le specire de
I’atranorine en NC1 (CH,) montre que les électrons thermalisés favorisent la recombinaison d'ions.
Cette recombinaison sera, comme nous le verrons au chapitre suivant, un obsiacle majeur A 1'étude
MS-MS d’extraits bruts,
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Fragmentation NCI/MS-MS
Atranorine (NHj3)

373 (M-Hy 374 M-, (M-H+3Cy
177 (S-Hy 195 (A-HY 196 A~, (A-H+13C)y

178 §~, (S-H+BCy

0 5
s - OH -.
© _0 ‘ HO on_\
. o
0 COOMe g
CHO 0 0 COOMe
CHO

Atranorine (CH,)

o]

374 M-, (M-H+130y 552 (M+A)"

177 (§-Hy \ >l95(ﬁ\;{)'< 373 (M-Hy

178 8-, (§-H+'3Cy 196 A~, (A-H+3Cy
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Fragmentation NCI/MS-MS
Cl-atranorine

407 (M-H+35Cly 408 M-, (M-H+13C) 409 (M-H+¥Cly

195 (A;-H)'

213 (8-H+:Cly

211 (5-H+3-Cly

0O OH 0]

COOMe

196 A~, (A-H+13Cy

- 212 §-, (8-H+cy
HC OH
Ele] Z 20
COOMe
HO 0
CHO

Barbatate de méthyle (CH,)
373 (M-H) 374 M~, (M-H+13Cy

-

- 13-
195 (A-Hy 178 S~ (5-H+¥3C)

o: OH /’O—I

COOMe Me0 0
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28 ETUDE DE QUELQUES LICHENS PAR N S-MS
28.1 INTRODUCTION

L’étude en NCI/MS-MS de quelques lichens a montré que si la méthode fonctionnait parfaitement
pour Pseudevernia furfuracea (L.} Ach par exemple, il existait d’autres cas oh un certain nombre de
difficultés pouvaient en restreindre I’'emploi. Le spectre NCI de I’acide fumarprotocéurarique,
composé que 1'on rencontre notamment dans le genre Cladonia, a pour caractéristique de contenir de
nombrenx ions de recombinaison (figure 28.1) qui conduisent & des fragments ayant parfois un PM
snpérienr A celni du produit de départ.

Spectre NCI (NH,) de I’acide fumarprotecétrarique

188+ 314
58 s 258
3e3
195 232 833
l ZEi STS
131 352
__J__.L_‘ M ] ! i l ! h '| l| 1 [[ . :J [
209 398 180 508 sl

Figure 28.1
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Ces divers jons de recombinaison formant i leur tour des fragments intermédiaires, le spectre obtenu
devient trés difficile A interpréter.

L’acide fumarprotocétrarique a unc masse de 472 UMA. I1 est formé de 3 unités ayant
respectivement des masses de 178, 165 e1 129 UMA.

H 0
) 129 UMA
0 T N—o
H
H, 0
o
H
ri
178 UMA o 165UMA

Le spectre présente des signaux & m/z 258 (2 * 129), m/z 314 ainsi que 557, 595 et §33. Ces m/z
correspondent pour 1a plupart A des jons formés par recombinaisons de divers fragments. Il est, dans
ces conditions, impossible d’interpréter correctement les spectres obtenus, car il est vraisemblable
que lotsque la substance se trouve en présence d’autres composés elle réagit de la méme maniere,
conduisant 3 une infinité de sousproduits qui masguent les compaosés appartenant réellement au

lichen.
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Spectre NCI total de Cladonia furcara (Huds. } Schrad. (env 150 degrés)

]@g__| 231
314
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Figure 28.2

Nous présentons A titre d’exemple le spectre NCI total du lichen Cladonia furcara tout d’abord 4 une
température telativernent basse {environ 150 degrés, figure 28.2) puis 3 une température élevée
(environ 300 degrés, figure 28.3). Nous retrouvons dans la figure 28.2 les signaux m/z 258 et m/z
314 que nous avions déja observés dans le spectre du fumarprotocétrarique, L étude des aurres m/z
par NCI/MS3-MS ne nous a pas permis d'identifier d’autres composés; il s'agit vraisemblablement de
produits formés par recombinaisons de fragments formés dans la source. L’élévation de la
température augmente encore le nombre des recombinaisons et induit sans doute de nouvelles
fragmentations car le bruit de fond de la figure 28.3 se trouve nettement augmenté et 1a moyenne des
m/z s'éleve également sensiblement.
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28.2 ETUDE PAR NCUYMS-MS DIRECTE DE PSEUDEVERNIA FURFURACEA (L.)
Ach.

Pour illustrer 1"étude d'un Lichen par NCI/MS-MS directe, nous avons choisi un exemple dont la
composition chimique était déjd bien connue [3]. Il présemie 1'avantage de contenir plusieurs

depsides et depsidones. Le spectre NCI 10tal est présenté 2 1a figure 28.4.

Spectre NCI total de Pseudevernia furfuracea

100+ 195
45 763
S0 . 229
62
441
a7z 347
4451 A39
178 l i t373 a 1 <93
ik \I_\i\li.ll;.ﬁ“—.‘?l i
180 pLZL] 382 ape 588 6Be
Figure 28.4
Nous pouvons reconnaitre les (M-1)" des composés suivants :
m/z Substance
313 Atranorine
407 Cl-atranorine
425 Acide physodique
439 Acide méthyl-2'-O-physodique
Acide isophysodique
Méthyl-2"-physodone
441 Acide hydroxy-3-physodique

Chacun de ces cinq ions a fair I'objet d'une étude par NCI/MS-MS. Les spectres oblenus sont

préseniés ci-dessous.
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28.2.1 Acide olivétorique

Q

Q

CsHjy 0 o

.
H Q
\0 fo) \H
H!I 0
CsHyy

Acide olivétorique

L’acide olivétorique a un PM de 472. Ni l'ion m/z 472 (M™}, ni U'ion m/z 471 ((M-H)") ne sont
présents dans le spectre total en NCI {NH3) du lichen (figure 28.4). Ceci n’est guére surprenant
puisque Gunzinger [3] avait déjd constaté que le produit se fragmeme facilement lorsquil est
introduit dans une source MS. Le specire total montre un signal & m/z 247 qui correspondrast & un
fragment farmé par le cycle § du produit. Nous n'avons toutefois pas considéré ce signal comme une
preuve de la présence d’acide olivétorique puisque d’autres substances comme 1'acide physodique
donnent un fragment identique.
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28.2.2 Atranorine

0
o 0
™~y
H 0
~
0 o ~
/ 0
cHO H
Atranorine
Etude NCIMS-MS des descendants de mfz 373
Pt Rk
i1 i
@A :
} .
: .
% b '
| o s
199 ‘ 202 N =299 48@
Figure 28.5

L’atranorine a été étudiée en détail au chapitre 27. Nous reléverons simpiement que le spectre obtenu
A partir d’un extrait brut est parfaitement similaire 4 celui enregistré a partir d’un échantilion pur,
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28.2.3 Chloratrancrine

0
0
Cl 0
“H
H 0
~
0 o) ~
/ 0
CHo H
Cl-Atranorine
Etude NCI/MS-MS des descendans de myz 407
188+ 211
5@ | 195
a7
} | S, RO
16@ 268 368 Aau
Figure 28.6

Ici également, le spectre de la chloratranorine correspond parfaitement 3 celui présenté au chapitre
27.
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282.4 Acide physodique

8]
Cstly
o]
0
o u
H O
~o0 O \H
o]
CsHyy
Acide physodique
Etude NCI/MS-MS des descendants de m/z 425
180~ 247
58 A
425
181 354
B T - - | R T T N TasE

Figure 28,7
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Le M~ {m/z 470) et le (M-HY (m/z 469) sont tous deux absents du spectre. Le mfz 425 comrespond 3
{M-H-CO,)". La perte de CsH,; conduit 3 m/z 354. L’ion m/z 247 (100 %) correspond 2 un fragment
basé sur le cycle S.

0
CsHy,
o)
0
0.
H o o O'H
0
 CsHy,
0 \
CsHyy -
0 CH
O 511
0. o )
0,
Ho 0 - J@/ H
H
CH 0 0
vz 425 s : CsHyy
o mfz 354
CsHy,
0
2
74
mfz 247
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28.2.5  Acide isophysodique, acide Me-2’-O-physodique et Me-2-O-physodone
CsHy
CsHy;
0 = 0
O 0
0]
H 0
0 0 “H H,
0 0]
)
CsHy, - o CsHyy
Acide Me-2’'-O-physodique 0. u
0
“H 0O
CH,;, Acide isophysodique
0
GHyy
o
0 o’
0 H ¥
H-
Me-2"-0-physodone
Etude NCI/MS-MS des descendanis de m/z 439
19B- 246
S8
143
433
a4l 13 ‘ T L N I
180 260 308 4@

Figure 28.8
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Le spectre de la figure 28.8 est trés difficile A interpréter car il résulte de la combinaison de trois
spectres différents. Nows avons constaté que contrairement aux cas précédents, le pic de base n’est
plus m/z 247 mais m/z 246. Denx des trois substances participant au spectre sont suceptibles de
donner vn tel fragment :

CsHyy
P CsHyy o
o
H\
0 o
0 C;H
4 sH
0
0..1_I H/
8]
~H o

Acide isophysodique Me-2'-O-physodone
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28.2.6 Acide hydroxy-3-physodique

0 CsHyy
0
0
o_ H
H 0
~o 0 “H
o] 0
~H CeHy;
Acide hydroxy-3-physodique
Etude NCI/MS-MS des descendants de m/z 441
183 263
S8
441
L% e 1w ?Y 378 |
1A ped sl 380" EEL]
Figure 28.9

L’acide hydroxy-3-physodigue suit le méme schéma de fragmentation que 1'acide physodique. Le
fragment correspondant & myz 263 est de structure identique 3 m/z 247 décrit sous 28.2.4, la seule
différence étant la fonction hydroxyle en 3.
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29 COMPARAISON DES METHODES D’ ANALYSE (LOBARIA PULMONARIA (L ) Haffm.)

29.1 INTRODUCTION

Par 1’étude de Lobaria Pulmonaria, nous avons cherché A tester notre méthode d’idendfication par
NCI/MS-MS sur un lichen pour lequel nous ne possédions pas d’éiude approfondie. Comme il
n’existe pas de bibliothtque de spectres NCI/MS-MS des composés lichéniques, nous n’avons pas
tenté d’identifier les composés principaux de Lobaria Pulmonaria uniquement par cette technique,
mais nous avons plutdt cherché & comparer ies résultals obtenus par une extraction rapide, suvivie
d’une purification sonunaire de quelques fractions, avee I'éude NCI/MS-MS directe du lichen.,

Le lichen (env. 15 p), ramassé dans la région de Berne, a été broyé puis extrait A ’aide d’un mélange
MeOH-CHCIl;. L’extrait ainsi obtenu a éié séparé en fractions solubles et insolubles dans 1'éther. La
fraction soluble a été chromatographiée sur une colonne (SiQ; éluant : Toluéne-dioxane-AcOH
180/45/5). Les diverses fractions obtenues ont été purifiées sur HPLC (RP-18 MeQH-H,O 58-100 %
MeOH en 35 mn). Quatres produits ont ainsi été récupérés :

- Acide stictique

- Acide 87-O-Me-stictique

- Acide 2’-0-Me-connorstictique
- Péroxyde d’ergostérol

Le péroxyde d’ergostérol ayant déja fait I'objet d’une étude, nous ne détaillons ici que les études
réalisées sur les autres produits.
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29.2 ACIDE 8'-0-Me-STICTIQUE [48]

0
0 oH
o] 0 o
/
0
~CH,4

Le premier composé que nous avons identifi€ est 1’acide 8'-0-Me- stictique. Le spectre 'H-NMR de
1a fraction {figure 29.1) permet I'identification des signaux suivants :

2 méthyles aromatiques 2 protons aromatiques 1-CHy-
1 méthoxy aromatique 1 aldéhyde

Spectre 'H-NMR de I'acide 8°-0-Me-stictique

9 B 7 § 5 . 3 2 : 0ppm
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Le produit a €1é identifié par comparaison avec la littérature [48]. Nous avons confirmé sa structure
en enregistrant les spectres EI et CI (figures 29.2 et 29.3).

Spectre PCI (NH,) de I'acide 8°-O-Me-stictique

108~ 4@l
418
5@
386
17, o
L L S YT T Y T 348
208 300 400
Figure 29.2

Le spectre PCI confirme le PM de 400 comespondant & la structure proposée.

Spectre El de I'acide 8'-O-Me-stictique

198 408
368
59 83 355
181 283 417 3ap
Py
J57 297 |325 285
___.__ﬂlm Jlm.m.u_ud l e 0 L4
18/ 208 3609 400

Figure 29.3
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Le tableau ci-dessous donne une comparaison des principaux ions du spectre El avec la littérature
[48].

Référence 400 (100) 368 (76) 355 (30} 340 (35) 325
312 2% 297 (10) 285 (20) 191 (42)

Produit 400 (100) 368 (92) 355 (45) 340 (35) 325(12)
312 (35) 297 (14) 285 (40) 191 (35)

29.3 ACIDE STICTIQUE

o H
0 5
o o )
/ 0
CHy % ™y Hego

Le spectre 'H-NMR de la fraction (figure 29.4) permet I'identification des signaux suivants :

2 méthyles aromatiques
1 méthoxy aromatique
2 protons aromatiques
1 hydroxyle

1 aldéhyde

Le signal & 3.49 ppm est dd & une trace de méthanol.
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Spectre IH-NMR de I'acide stictique

Figure 29.4

Use rapide recherche des compesés susceptibles de correspondre au spectre 'H-NMR nous a amenés
& postuler la structure de ’acide stictique. De manigre A confirmer celle-ci, nous avons enregistré les
specires de masse de notre fraction et d'un échanlillon dacide stictique provenant de notre collection
(figures 29.5 e1 29.6).



216 Etude de Lobaria Pulmonaria

Spectre de masse (EI) de notre fraction
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Figure 29.5
Spectre de masse de 1'acide stictique
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Figure 29.6

Cette comparaison confirme que notre produit est effectivement de 1’acide stictique.
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294 ACIDE 2'-O-METHYL-CONNORSTICTIQUE

CH,
0

CH, K

O-H H~g

Le spectre 'H-NMR nous a permis d’identifier les signaux suivants :

2 méthyles aromatiques 1 -CH,-
2 méthoxy 2 protons aromatiques

Spectre "H-NMR du produit
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Figure 29.7
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La comparaison de ce specire avec celui du 2'-0-méthyl-stictique montre que les cycles A des deux
substances doivent étre identiques.

C(®)  CE)»-Me Cq)- C@27- C@®)»H C(5}H -CHO

Me -O-Me -0-Me
Témoin

233 2.58 399 407 6.64 6.67 10.51
Produit 2.30 2,53 375 3195 6.69 6.84

Le signal de I'aldéhyde du 2’-C-Me-stictique est absent des spectre de notre produit; par contre, un
signal correspondant 4 un -CH,- apparait.

La comparaison avec la littérature [48,49] montre que la structure de notre produit doit éxe celle de
"acide 2'-O-Méthyl-connorstictique.

Nous avons encore enregisiré le spectre EI de notre produir (figure 29.8). 1! confirme le PM de 402,
nvz 370 correspond 2 une perte de méthanol depuis M*.

Spectre de masse (EI) de I'acide 2°-O-Me-connorstictique
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Figure 29.8
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29.5 ETUDE DU LICHEN PAR NCI/MS-MS

Spectre de masse (NCI) global de Lobaria Pulmonaria
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Figure 29.9

L’'émde par NCI/MS-MS du lichen a éié relativernent délicate A réaliser. Nous avons premiérement
constaté que la composition du lichen pouvait varier légérement selon la partie étudiée. Ce résultat
est trés intéressant car il aous ouvre un nouveau champ d’application de la MS-MS5 : I’étude de la
répartition des substances dans le lichen. 1l représentait wutefois un obstacle pour nous puisque nous
n’avons pas encore pu optimiser fa méthode de manigre & pouveir tirer parti de telles nuances. En
effet,si la composition de nos échantillons varie d'une fois & I'autre, il nous est trés difficile de savoir

si les modifications des conditions entre deux expériences ont mnélioré les résultats.

Une autre difficulté est due au fait que, pour vaporiser les produits dans la chambre d'ienisation, il
est nécessaire de les chauffer. Dans ce cas précis, les produits identifiés se volatilisent en un laps de
temps relativement court. Cela read 1'acquisition des spectres difficile, I'optimisation de 1"appareil
nécessitant un temps souvent supéricur A la durée d’existance des produits dans la source. Il en
résulte que I'enregistrement des spectres se fait sur des traces de produits, rendant la détection plus
difficile. Il serait utile de pouvoir optimiser 'appareil sur un échantillon autre avant de passer &
I’éude du lichen. Hélas, les conditions nécessaires 4 1'obtention d'un spectre sont si précises que le
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fait de sortir la canne d’introduction directe pour remettre de 1'échantillon exige de réoptimiser
1"appareil. Malgré ces difficultés, nous sommes parvenus A retrouver les produits isolés,

Spectre NCI/MS-MS de I'acide stictique (lichen brut)
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Figure 29.10

Les spectres de I’acide stictique obtenus & partir du lichen brut et de I’échantitlon isol€ n'ont pas
posé de probléme (figures 29.10 et 29.11), Ils sont comparables et facilement reproductibles.

Spectre NCI/MS-MS de I'acide stictique isolé
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Figure 29.11
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Pour les deux antres composés, la mesure s'est révélée moins aisée. En effet, les quantités plus
faibles et une plus grande volatilité ont rendu les réglages plus difficiles  réaliser.

Spectre NCI/MS-MS de I'acide 8'-O-méthyl-stictique (lichen brut)
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Figure 29.12

Les spectres des figures 29.12 et 29.13 I'illustrent bien. Le signal & m/fz 368, qui apparait dans le
spectre du lichen brut, est probablement dii 4 une perte de méthanol depuis M, Le fait que ce signal
n’apparaisse pas dans le spectre du témoin signifie vraisemblablement que les conditions
d’enregistrement n'étaient pas rigoureusement identiques, ou qn’un deuxizme produit de masse 400
est présent dans le mélange.



222 Etude de Lobaria Pulmonaria

Spectre NCI/MS-MS de I’acide 8’-O-méthyl-stictique isolé
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Figure 29.13

Spectre NCI/MS-MS de I'acide 2°-O-Me-connorstictique (lichen brut)
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Dans le cas de 1'acide 2'-O-méthyl-connorstictique, Fanalyse s'est avérée encore plus difficile. Ce
produit éiait le moins abondant de tous. 1l s’est mouté encore plus sensible aux changement de
conditions expérimentales que le précédent. Nous avous essayé d’obtenir des spectres reproductibles
en optimisant les conditions de la collision (énergie, pression, focalisation) et en ne langant
I"acquisition qu’au moment oll nous observions un bon spectre sur 1’oscilloscope. Hélas, le temps
nécessaire 3 'enregistrement du premier spectre €tait suffisant pour que les réglages ne soient plus

optimaux.

Spectre NCI/MS-MS de 1’acide 2'-0-Me-connorstictique isolé
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Figure 29.15

29.6 CONCLUSIONS

La technique classique EXTRACTION, SEPARATION, ANALYSE est plus lente que I'analyse
direete. Elle nécessite de disposer de quantités plus grandes de lichen, mais implique également plus
de manipuladons. L'un de ses grands avantages est qu'elle permet I'isolement de produits purs et
leur analysc par plusicurs techniques spectrescopiques (NMR IR MS UV exemgle). L utilisation de
la GC-MS raccourcit sans doute la durée de I'expérience, mais il faut que le mélange de produits
€wdié s’y préte. Dans ce cas, on perd £galement la possibilité dutiliser d'auwes méthodes
SPECctroscopiques.
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L'é¢rude directe par NCI/MS-MS est rapide et peut étre effectuée sur des quantités minimes de
lichen. Pour que les résultats soient significatifs, elle nécessite cependant la réunion de plusicurs
conditions. Celles-ci sont fortement lides & la structure des molécules présentes dans le mélange,
d’oi la difficulté de se placer dans des conditions expérimentales optimales. Les différences notables
de stabilit€ observées entre deux depsides comme I'acide stictique et I'acide 8°-O-méthyl-siictique le
démontrent bien. La faible stabilité thermique et le manque de volatilité des depsides font 1’objet
d’une étude particalidre [50].

Les lichens ayant, d'aprés nos résultats, des comportements différents selon leor compaosition
depsidique, nous en concluons que si la NCI / MS-MS peut étre appliquée dans certaing cas, elle doit
1I’étre avec une extréme prudence.
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{PARTIE EXPERIMENTALE
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VIII PARTIE EXPERIMENTALE

30 GENERALITES

Chromatographie sur couche mince (CCM)

Support :

Liluants ;

Révélateurs :

Silicagel 60 Fpsy, €paisseurs 0.2 mm et 2 mum,

Toluéne-dioxane-acide acétique (180/45/5)
Ether de pétrole-éther (diverses compositions)
Chioroforme

UV 254et311 nm
Acide sulfurique 10 %

Chromatographie & moyenne pression

Appareillage :

Suppor :

Biichi LO-BAR
Colonnes de verre sous pression (1-2 bar) d’azote

Leg débits ont varié entre 5 et 15 mlymn

Tous les solvants ont &ié distillés par nos soins avant
d'{tre utilisés

Silicagel 15-40 u (MERCK)
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Eluants
Gradient éther de pétrole-éther-MeOH
Gradient tolugne-dioxane
Révélateurs :
Etude des fraction par CCM
Chromatographie HPLC
Appareillage :
Perkin Elmer série 3 avec dérectenr UV LC-35B dela
méme marque
Support :
Colonne semipréparative (KNAUER) remplie par nos soins
RP-185et7p
Eluants :
MeOH-H,0 58 % -> 100 % MeOH en 35 mn (2 ml/mn)
MeOH-H,0 90 % -> 100 % MeOH en 60 mn (2 ml/mn)
Révélateurs :

UV 254 nm (lorsque ¢’¢était possible)
Sinon fracdonnement toutes les deux minutes et £tude
ultériewre par CCM

Chromatographie en phase gazeuse

Appareillage :

DANI 6500 et 3800
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Support :
Colonne QOV-1/25m
Eljant :
Hélium (220°C a 320°C 3°C/mn, injecteur et détecteur 3
250°C)
Déiection :
Détecteur F1D

Spectrométre de masse (MS et M§-MS)
Analyse insirumentale

NMR Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont é1é enregistrés sur un appareil
Brucker WP 200, & 200 MHz pour les spectres "H-NMR et & 50.29 MHz pour les
B3C.NMR. Dans les deux cas, les déplacements chimiques ont été calculés par rapport
au tétraméthyisilane (TMS).

IR Les spectres infrarouges ont €€ enregistrés en pastilles KBr sur un appareil
Perkin-Elmer modele 521.

MS/MS5-M5  Tous les spectres de masses présentés dans ce travail ont ét€ enregistrés sur un
appareil Nermag R30-10.

Le systtme informatique utilisé pour piloter 1'appareil est constiwé d'un VAX
PDP-11/73 et de la version 3.2 du programme SIDAR.
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Conditions pour les spectres MS
Polentiel d’ionisation : 72-74 eV
Courant d'émission ionique ; 250-503 mA
Pression : 4 107 Torr

Température de la source : 60-300 °C
Echelle de masses : 30-800 UMA

Specrres en jonisation chimigue

Gaz réactants : NH, et CH,

Pression dans la source : < 7 10 Torr

Conditions pour les spectres MS-MS

Comme poar la MS simple
Pression dans la chambre de collision @ 0.5-1.1 10! Atm

Conditions pour la NCI

Potentiel d'ionisation : 20-40 eV
Courant d'émission jonigue : 150-350 mA

Le reste des conditions étaient identiques & celles
utilisées en PCI.
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31 EVERNIA PRUNASTRI

La fraction insoluble dans 1'éther de la concréte benzénique a été chromatographiée sur une colonne
& moyenne pression (h=40 cm, p 6 cm, gel de silice 15-40 p). Nous 1’avons éluée en otlisant un
gradient tolugne -> dioxane.

La fraction acide soluble dans 1'éther a é1¢ chromatographi€e sur une colenne & moyenne pression do
méme type que ci-dessus. Le gradienr était basé sur un mélange d’éther de pétrole et d’acétate
d’éthyle.

Les produits de la fraction AC2 ont éié séparés sur des plaques chromatographiques couches épaisses
(gel de silice MERCK épaisseur 2mm),

La fraction soluble dans 1'éther a été saponifiée (KOH 5% dans MeOH (50 ml) + 5 ml d’eau). Elle a
ensuite ¢ chromatographié sur une colonne de gel de silice (h = 25 cm, @ = 7.5 cm €lvant éther de
pétrole 40 %, éther 60%).

La fraction NT2.2 a été purifiée par HPLC (RP-18 74 MeOH-H;0, gradiant 58 % MeOH a 100 %
MeOH en 35 mn).

La fraction neutre de 'extrait 4 1’éther de lichen frais a été chromatographiée sur une colonne de gel
de silice (h = 40 cm, ¢ = 6 cm, gradient éther de péirole, éther, MeOH). Les fractions obtennes ont
été purifiées en HPLC (RP-18 74 MeQH-H,0, gradiants 58 % MeOH 3 100 % MeOH en 35 mn et
90 % a 100 % MeOH en 1 h).

L’extrait au chloroforme a été séparé en parties seluble et insoluble dans I’éther, La partie soluble a
é1é séparée en fraction neutre et en fraction acide comme précédemment. La premidre a éié
chromatographiée sur une colonne 4 movenne pression remplie de gel de silice. L'élurion a été
réalisée A I’aide d wn gradient éther de pétrole, éther, MeOH 10 %.
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La fraction 2 de cette colonne a ét€ purifiée par HPLC (RP-18 7). MeOH-H,0, gradiant 90 % & 100
% MeOHen 1 h).

32 SYNTHESE DU 4-BENZYI-3,5-DIMETHYL-PHENOL

Le schéma de synthese est présenté au chapitre 18.
Maode opératoire
Etape 1 protection du phénol

De manire & €viter toute réaction parasite avec les divers réactifs utilisés lors de la synthése, nous
avons protégé le phénol en le faisant réagir avec le bromure de benzyle. Nous avons opié pour ce
groupe protecteur parce qu'il est décrit comme étant facile A enlever par hydrogénolyse.

A 10 g de 3,5-diméihyl-phéncl dans 100 ml d'acétome anhydre, on ajoute 20 g de K,CO; sous
agitation. 25 ml de bromure de benzyle sont ensuite additionnés goutte 3 goutte & 1'aide d’une
ampoule A brome. La réaction est poursuivie sous agitation et scus couranm d’azote durant 20 heures.
Le milien réactionnel, aprés avoir &€ concenwé sous pression rédvite, est exirait & 1'éther
{éther/NaOH 2N). La phase crganique est lavée jusqu’a neutralité,

Etape 2 réaction de Friedel-Craft

A un mélange de 15 ml de phénol protégé et de 1.2 g d'AlCl;, on ajome goutie & goutte 10 ml de
bromure de benzyle (sous agitation magnétique et & température ambiante). La réaction est
poursuivie durant 12 h. Le milieu réactionnel, dissout dans de i'éther, est extrait aprés addition d'une
solution acqueuse 2N de NaOH. La phase éthérée est lavée jusqu'd neuiralité. Le solvant est
évaporé.
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Etape 3 régénération du phénol

Au produit alkylé, nous avons ajouté 0.5 g de palladium / charbon dans de 1’acéate d’éthyle. La
solution est agitée sous atmosphére d’hydrogéne jusqu'a ce que la consommation de celui-ci cesse.

Purification du produit

Le produit a €t€ purifié par passage sur une colonne HPLC (RP-18 5y semi-préparative, isocratique
80 % Méthanol 20 % H,0). Seule la quantité nécessaire A 1’analyse spectroscopique a €€ purifiée.

Le passage en HPLC nous a permis de constater que plusicurs composés s”élaient formés. En effet,
1a réaction de Friedel-Crafts peut conduire 3 une mono, mais aussi A une di ou trisubstitution. Nous
ne nous sommes intéressés qu'd I'isolement des produits mono- substitués. Deux isomres sont
possibles, ils se sont formés statistiquernent 3 raison de 2/3 de substitution ortho (par rapport au
phénol} et 1/3 de substitution para. Les deux composés ont été purifiés par HPLC une seconde fois.
Les spectres TH-NMR correspondants sont présentés aux figures 32.1 et 32,2,
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Produit synthétisé (substitution para)

r//_‘——
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Figure 32.1
Explication du spectre 'I-NMR de la figure 32.1.
Signal Attribution
2.18 ppm CHa-Ar
3.95 ppm Ar-CH,-Ar
4.72 ppm -OH
6.6 ppm Ar-H (cycle substinué)

7-7.3 ppm Ar-H



Partic expérimentale 233

Produit synthétisé (substitution ortho)

9 8 7 6 s 4 3 2 : 0 ppm
Figure 32.2

Explication du spectre 'H-NMR de la figure 32.2

Etant donné la différence de substitution, les deux méthyles ne sont plus isochromes. De méme, le
-CHy- qui lie les deux cycles est trés I€gtrement déblindé. Les deux protons du cycle phénolique
donnent eux aussi des signaux différents.
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33 CLADONIA FURCATA

Le lichen (290 g), ramassé dans la région de Gurnigel dans la canton de Beme, a été plongé dans de
I’azote liquide, broyé&, puis extrait A 1’acétone.

La fraction neutre soluble dans 1’éther a été traitée de denx manidres différentes :
- GC-MS (OV-1 220 °C 2 320 °C, 3 °C/mmn, injectenrs et interface & 250 °C).

- Saponification puis CCM préparative (MERCK S$i0; 2 mm, tolune - dioxane - scide acétigne
180/45/5).

La fraction FU2 a finalement &€ &tudide par GC-MS (OV-1 220 °C & 320 °C, 3 °C/mn, injectenrs et
interface & 250 °C).

L’étude des autres lichens a nécessité moins de manipulations. Nous avons en effet suriont cherché a
étudier des mélanges, Les modes opératoires faisant partie intégrante des recherches, (mise au point
des méthodes), nons les avons insérés dans les chapitres correspondants.
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CONCLUSION
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IX CONCLUSION

34 RESUME DES RESULTATS

Notre travail s’est articulé autour de deux lignes directrices. D’une part 1'étude, principalement par
MS-MS et GC-MS, des witerpenes et siéroides dans différents lichens, d’autre part quelques
tentatives d’analyse des principaux constituants depsidiques par MS-MS directe sur un échantillon

brut de végétal,

La méthodologie classique, vtilisée par nos prédécesseurs, n’a pas pu €tre mise en oeuvre. En effet,
nous nous sommes occupés de composés présems en traces dans les lichens émdiés. Certaines
espéces (Cladonia) n’étaient de plus dispanibles qu’en quantité trés limitée. Il faut également relever
que les triterpenes constituent le plus grand groupe, de la famille des terpénes, et qu'il ne cesse de
s'agrandir. La difficulté majeure lors de l'identification de ce type de composés est li€e 2 leur

structure d’hydrocarbure tétra ou pentacyclique peu ou pas fonctionnalisée.

La méthode qui se préte le mieux 3 la purification de petites quantités est sans doute la
chromatographie liquide & hautes performances, Nous avons utilis€é cellei pour purifier des
depsides. Le fait que les triterpénes présents dans nos fractions n’absorbaient pas dans I'UV a rendu
caduque le systtme de détection classique de I'HPLC. Nous avons essay€ de travailler avec un
dérecieur d’indice de réfraction, Cet appareil exige que la composition de I'éluant soit mainienue
rigoureusement constante. Nous nous sommes rapidement rendus compte que nous ne pouvions pas
concilier efficacité de séparation et régime isocratigne. Nous avons finalement di nons résigner,
dans les cas les plus extrémes, a collecter de petites fractions A la sortie de la colonne, et & étudier
celles-ci par chromatographie sur couche mince avant de les réunir selon leurs similitudes.

En ce qui concerne I'identification des composés, parmi les différentes méthodes spectroscopiques
existantes, la spectrométric de masse en tandem parait étre la mieux adaptée lorsqu'on ne dispose
que de quantités trés faibles de produit pur ou d'un mélange complexe. Ce travail démontre, 2 notre
connaissance pour la premigre fois, la possibilité d’utilisation de la MS-MS pour I'identification de
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triterpnes.

Malgré les nombreuses difficultés rencontrées, nous avons identifié environ 50 composés dont 3 som
des nonveaux triterpénes. La liste complete est dressée dans le tableau ci-dessous :

Liste des divers composés identifiés

Evernia Prunastri (L) Ach,

o-amyrine

B-amyrine
Nor-30-hopan-3p-0l-22-one
Oléan-12-en-3B-ol-11-one
6-acétoxy-hopan-3f-ot-22-one”
Lanostérot

L R N S 5

Luptne-3-one

B-amyrénone

Isomultiflorénone

Hopan-22-en-3-one
24-méthyRne-cycloartanone
Tsomultiflorénol acétylé
&-épidioxy-cholesta-6,22-dien-3p-ol
8-épidioxy-cholesta-6,9,22-tricn-3B-ol
3B-hydroxy-hopan-29-oique”
3B-hydrox y-6-acétoxy-hopane-29-oique’
Taraxérol

v Béuwline

L .- U S
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Cladonia Furcata (Huds.)} Schrad.

¥ P amyrine

¥ & amyrine

vV Stigmast-4-en-3-one
Ursan-12-en-3,11-dione
Oléan-12-en-3,11-dione
Acide fumarprotocétrarique
Atranol

Acide éverninique

< 2

B-orcinolcarboxylate de méthyle
Acide bourgéanique
Cholestérol
24-méthyl-22-en-cholestérol
24-¢thyl-22-en-cholestérol
24-&thyl-cholestérol

L R AN

Cladonia Stéréoclada des Abb.

Acide bourgéanique
24.méthyl-22-en-cholestérot
Ergost-3,5,22-rigne-7-one
24-£thyl-22-cn-cholestéro]
Ergost-3,5-dien-7-one

L g

Stigmast-3,5,22-trien-7-one

Lobaria Pulmonaria (L.) Hoffm.

Acide stictique
v 8'-0-Me-stictique
v 2"-0-Me-connorstictique
v péroxyde d’ergostérol

+ = La présence de ce composé n’a, A notre connaissance, jamais 6 signalée dans ce lichen.

* = Composé nouveau
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L établissement des différentes structures a 1€ essentiellement réalisé par spectrométrie de masse
{GC-MS et MS-MS). Lorsque 1a possibilité existait nous avons recouru aussi & la 'H-RMN.

Nous avons également effectué quelques tentatives d'utilisation dec ]a MS-MS pour 1" analyse directe
de Jichens, Les résoltats obtenns montrent que ceci st possible mais que Jes données nécessaires A
une application systématique font encore défaut.

Pour Pseudevernia furfuracea (L.) Ach., lichen bien connu dans notre laboratoire, dans lequel
environ 15 composés depsidiques ont €1€ identifiés, une éiude MS-MS directe nous a permis de
mettre en évidence les substances suivantes:

- Atranorine

- Cl-atranorine

- Acide physodique

- Acide méthyl-2'-O-physodique
- Acide 1sophysodique

- Méihyl-2’-physodone

- Acide hydroxy-3-physodique

Pour la famille de Cladonia, par contre, nous nous sommes heurtés 2 la présence de ['acide
fumarprotocétrarique, composé trés instable lorsqu'il est ionisé (méme avec les méthodes les plus
douces), ex qui empéche, par ses fragments, I’observation du reste du spectre.

Pour Lobaria Pulmonaria (L.} Hoffin. nous avons identifié :
- Acide stictique

- Acide 8'-O-méthyl-stictique
- Acide 2'-O-méthyl-connorstictique

Par les méthodes classiques d’analyse nous avons €galement iden1ifié du péroxydc d'ergostérol.
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35 CONCLUSIONS

Lorsque nous avons commencé notre travail, nous pensions mener une étude classique de lichens du
groupe Cladonia et terminer le travail de nos prédécesseurs, Gavin et Nicollier, sur les fractions
apolaires neutres d'Evernia prunastri. Les difficultés dues aux faibles quantités de matériel végétal
disponibles (pour Cladonia), 4 la faible concentration des triterpénes ¢t stéroides dans nos extraits et
2 la nature particuliére de ces molécules, nous ont amenés & prendre une orientation différente.
L'introduction dans nos laboratoires d’un appareil moderne de spectroméiric de masse en tandern
nous a poussés A explorer les possibilités d’utilisation de cette technique récente pour 1’analyse
structurale et ’analyse directe de mélanges complexes.

C’est ainsi que nous nous sommes davantage intéressés aux possibilités qu'offrait la MS-MS pour
1'établissement de structures, qu’d I'éwude proprement dite d'un ou de plusieurs lichens. Nous ne
présenterons pas ici de synoptique de la composition des lichens que nous avons étudiés, les
techniques mises en oeuvre différant trop d'un cas A 'autre pour autorisér une comparaison
scientifiquement significative. Notons simplement que pour Evernia Prunasiri nos résuliats
permettent de metire un point final & un travail commencé il y a plus de dix ans dans nos laboratoires
et au cours duquel plus de 150 composés ont été identifiés. Evernia Prunastri restera probablement
pendant longtemps le lichen ayant fait I'objet de 1'éwade Ia plus approfondie.

Nos recherches ont porté sur des domaines allant de 1'étudc théorique de certains phénomenes en
MS-MS & une plus classique identification de composés. Nous avons, d’une part, cherché 2 mieux
comprendre certaing mécanismes et certaines techniques, et, d'autre part, essayé d’identifier des
composés nouveaux en réduisant au mmimum les manipulations nécessaires.
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Les étndes théoriques

Dans le cadre des érudes théoriques, nous avons cherché A différencier des isoméres, pronver des
mécanismes, identifier des composés nonveaux sur la base des specires MS de leurs fragments

caractéristiqucs.

La différenciation entre deux isoméres a surtout &t€ illnstrée par 1'étude déuaillée de I'a et de la
B-amyrine. Nos expériences ont montré que si deux composés trés proches par leor structure ont des
spectres de masse quasi identigues, il n'en va pas forcément de méme pour leurs fragments. Nous
avons ainsi démontré, par les ions descendants des m/z 218 obtenns par collision (100 % dans les
denx spectres), que ces demniers subissatent des frapmentations voisines mais différenciables,
permettant ginsi la distinction entre les deux isoméres.

La démonstration de mécanismes a ét€ int€ressante sons plusieurs aspects. Jusqu'a présent, le travail
consistait principalement en la synthése d’un ou de plusieurs composés marqués et en leur étude par
MS. La difficulté d'une telle méthode, notamment pour des molécules complexes, est évidente.
L'approche que nous avons adoptée simplifie beaucoup le probléme. 11 n’est plus nécessaire de
synthéuser la molécule étndiée, mais seulement des substances qui, lorsqu’elles seront fragmentdes,
produiront des ions de mémes structures que celles des jons importants dans le mécanisme émdié,

On voit immédiatement Vavantage d’une telle méthode. Outre lg fait que la synthése des produits
nécessaires est plus simple, il est possible de choisir entre plusieurs produits selon les coiits, les
disponibilités et les connaissances.

Un autre avantage est la possibilité qu’offre la MS-MS d’étudier spécifiquement un ion donné, La
méthode permettant d’éablir 1a filiaton et 1a patemit€ de chague jon de maniére certaine, I devient
possible de lever de manigre irréfutable le doute pouvant exister sur la participation d'un fragment 4

un mécanisme.
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11 est probable que I’amélioration de la compréhension des mécanismes régissant les fragmentations
de composés dans un spectrométre de masse apportera une contribution non négligeable a la chimie.

Le troisidme aspect que nous avons abordé dans cette érude théorique (I'étude des fragments
isobares entre diverses molécules) trouve une application plus immédiate que les deux précédents.
Nous ne 1'avons donc pas développé au travers d'une expérience particuliére, mais plutdt utilisé an
cours de nos diverses recherches.,

L’idée était de comparer les spectres des fragments d’une molécule inconnue avec ceux de fragments
témains plutét que de chercher un spectre témoin pour toute la molécnle. De cette manidre il n’est
plus nécessaire de posséder un spectre témoin de la substance dont on recherche la structure, mais
senlement les spectres de ses principaux fragments. 11 en découle du point, de vue pratique, une
bibliotheque des fragments les plus courants qui nous permet trés rapidement d'établir sinon une
structare compléte, tout au moins un squeletie ou uane appartenance A une ¢lasse de produits.

L’application de cette méthode de travail nous & permis de déterminer la structure de la plupart de
nos composés. 1l serait intéressant de la systématiser en paramétrant I'appareil de maniére 3 lni faire
enregistrer les descendants des fragments les plus courants tout au long d'une chromatographie. 11
deviendrait alors possible d’awtomatiser 1'identification de composés complexes méme si ceux-ci
n’ont encore jamais €té rencontrés. La difficulté de réaliser des spectres MS-MS sur les faibles
quantités sortant d'une chromatographie en phase gazeuse nous a fait renoncer A unc telle
expérience. Nous pensons toutefois qu’il doit étre possible de la réaliser si ["on se focalise sur une
classe de composés.

L’identificatiun de composés

A la mise au point d’une étude par GC-MS-MS, nous avons préféré la simplification de 1'extraction
des triterpénes en étudiant la possibilité de remplacer la voie classique EXTRACION -
SEPARATION - ANALYSE par une extraction plus sélective ¢t une étude par GC-MS. Nous nons
sommes également consacrés A I’étude de lichens directement par MS-MS.,
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La premitre méthode (GC-MS) est courante. Elle fait partie des moyens classigues d'investigation
dont nous disposons. Nous avons essayé de simplifier an maximum 1'isolement de la fraction
triterpénique d’'un lichen en évitant les nombreuses chromatographies généralement nécessaires.
Nous sommes finalement arrivés 2 la conclusion qu'en extrayant sélectivement les triterpénes, il
était possible d'identifier la plupart de ceux-ci par GC-MS, sans devoir recourir an fractionnement
sur colonnes de gel de silice. Le fait d’éviter de longues colonne économise du temps et €vite la
dégradamion de certains produits.

La MS-MS appliquée directement au lichen, se veut concurrente de 1’étude par CCM, Ti ne s'agit pas
ici d'identifier des composés de traces, mais de déterminer avec certitude les structures des
principaux composés d'un lichen.

Nous avons en effet constaté au cours de notre éude que, bien souvent, un spot pouvait e constitué
de plusienrs produits. Un spectre, par contre, 18ve toute ambiguité d’interprétation.

Les quelques expériences que nous avons réalis€es sur Pseudevernia Furfuracea et Lobaria
Puimonaria nous ont permis de mieux préciser le cadre d'application de cette méthode. La premitre
constatation que nous avons faite est que la méthode ne convient pas dans tous les c¢as. La
recombinaison de certains ions dans le spectrametre de masse, ou la dégradation thermique des
substances, peut empécher une analyse correcte du lichen (cas des Cladonia avec 1'acide
fumarprotocétrarique).

11 sernit nécessaire de construire une bibliothdque de specires des principaux produits rencontrés
dans les lichens, mais cela nécessite des conditions expérimentales les plus standardisées possibles,
ce qui s'est avéré wes difficile. Une €tude intéressante consisterait 3 enregistrer les spectres de
composés typiques de diverses classes 4 différentes combinaisons de paramétres (€nergic des
€lectrons, pression de gaz dans la chambre de collision, température, potentiel du repousseur, elc) et
de trouver lz combinaison idéale pour chaque classe de substances. 1l serait alors possible de mettre
en évidence une classe de composés en travaillant dans les conditions qui lui conviennent le mieux.
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En fait, ’avenir de la NCI-MS3-MS comme méthode d’analyse directe des lichens est principalement
dépendant de la standardisation des conditions et de la possibilité de créer une bibliothéque de
spectres de références. Comme nons 1'avons vu dans 1'éwde de Lobaria Pulmonaria, certains
prodnits, comme 1'acide stictique, donnent des résultats facilemem reproductibles. D’autres, comme
lacide 2’-O-Me-connorstictique, se montrent plus capricieux. Nous pensons que 1’étude plus
théoriques des conditions d’analyse devrait permettre de résoudre ces problémes.

Notre conclusion est que la méthode est prometteuse. Elle est plus difficile & metire en ocuvre que
I'émde par chromatographie sur couche mince, mais elle présente 1"avantage de donner des résultats
plus précis. Elle permet €galement de travailler sur des quantités encore beaucoup plus faibles que la
CCM.

11 serait aussi intéressant d’¢tudier le profil du spectre MS du lichen. 11 est en effet probable que des
recoupements intéressants pourront étre faits entre les divers membres d’une méme classe. Dans ce
cas il sera possible d'avoir une idée de la composition du lichen avant méme d’avoir procédé 3 son
€tude MS-MS.

Dans I’ensemble, nous estimons que ce travail, outre les nombreux produits identifiés pour la
premigre fois dans les lichens étudiés, constitue un exemple supplémentaire d’applications possibles
de la MS-MS. Celtc technique avair 1€ annoncée comme remplagante de la GC-MS. Nous pensons
que cette vision st quelque peu optimiste, car 1’znalyse de mélanges complexes par MS-MS n’est
pas encore aussi aisée que par GC-MS. La MS-MS5, 2 notre avis, apporte un complément intéressant
4 la GC-MS. 11 serait toutefois injuste de limiter cette technique i ce rdle de substitut, la MS-MS
permettant en effet bien plus que la simple séparation des composants d’un mélange. Nons espérons
que notre travail aura contribu€ i le démontrer.
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