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INTRODUCTION

Avant-propos

La "mousse de chéne", nom donné par l'industrie de la par-

fumerie & un produit de départ constitué essentiellement du
lichen "Evernia Prunastri (L.) Ach.", parasite du chéne, est
connue depuis l'antiquité. Les Egyptiens s'en servaient dé&ja

pour parfumer les objets les plus divers.

De nos jours encore, la "mousse de chéne" est trds recherchée
en parfumerie et l'extraction de ce lichen par des solvants
volatils est pratiquée sur une grande é&chelle.

Depuis la fin du 19éme siécle, de nombreux travaux sur la

composition chimique de ce lichen se sont succédés. 1 - 8]

Cependant, ce n'est qu'en 1937 avec Stoll et Scherrer ([9]
que débuta vraiment l'analyse des constituants volatils. Il
faudra cependant attendre cette derniére dé&cennie pour.voir
apparaitre d'autres travaux sur le sujet: Cofbier et
Teisseire [10], Heide et al. [11] en 1974 et J. Gavin [12]

dont nous avons continué 1'é&tude entreprise.

Définition des lichens

Parmi les végétaux qui n'ont jamais de fleurs et cu'on appel-
le, pour cette raison, cryptogames, plusieurs espéces, telles
que les rmousses, les algues, les lichens et les champignons,

se caractérisent par l'absence de vaisseaux dans leurs tissus



et par li-méme, de nervures Cpaisses et ramifices dans leur

feuille, si elles en possédent.

Les lichens différent des mousses et des algues en ce que
leurs tissus végétatifs ne sont pas uniformément remplis

par la chlorophylle. Ils différent €galement des champignons
en ce qu'ils n'en sont pas complétement dépourvus. Pour la
plupart des lichens, la chlorophylle est situ&e dans la couche
moyenne du tissu, entre deux autres couches blanchétres

dont les &léments (hyphes) sont semblables & ceux qui consti-

tuent exclusivement les champignons.

Ainsi, au microscope sur une coupe ou un écrasement, 1l'appa-
reil végétatif des lichens se montre constitué par un entre-
mélement de filaments, la plupart incolores: les hyphes ~ ana-
logues & celles du mycé&lium des champignons supérieurs - parmi
lesquels apparaissent des cellules chlorophylliennes: les go-
nidies dont l'analogie avec des cyanophytes ou chlorophycées

(algues) est tr&s grande. [voir fig. 1.].

Tous les lichens sont donc formés par deux constituants - hy-
phes et gonidies - diffé&rents mais intimement associés; ceci
nous permet de dire que les lichens sont des vé&a&taux ré&sul-
tant de la symbiose d'un eumycéte (champignons) avec un cya-
nophyte ou chlorophyte (alques). Les deux symbionts du lichen
peuvent 8tre séparés et cultivés dans des conditions spé&ciales
et réunis & nouveau, 1l'hyphe du champignon enveloppant alors
1'algue (voir fig. 2.) ou pénétrant les cellules de l'algue

pour produire rapidement un échange de métabolites.



cs: cortex supérieur Biosynthéses des deux

ci: cortex inférieur symbionts
g : gonidie

m : médulle

T : hyphe

De cette association, chaque partenaire en tire son profit

de trois fagons que l'on peut résumer ainsi:

1. Les algues et les champignons nécessitent un

milieu humide mais lors de leur association li-



chénisée, ils apparaissent fréquemment dans des

endroits secs.

2. Les algues préférent beaucoup de lumiére (photophy-
tes) alors que les champignons choisissent 1'ombre
(sciophytes), mais sous forme lichénisée on les trou-

ve indépendemment dans les deux situations.

3. Beaucoup de substances lichéniques ne voient le jour
que dans 1l'organisme associg, en particulier certai-
nes substances aromatigues (depsidiques) qui sont pro-

pres aux lichens.

1.2. Morphologie des lichens

La morphologie externe et l'anatomie interne du thalle (ap-
pareil végétatif) des lichens sont extré&mement variables,
depuis des formes rudimentaires jusgu'ad des thalles bien
différenciés; cette dissemblance provient en partie de la
morphogenése et de la prédominance du champignon chez cer-

taines espéces.

L'appareil végétatif ou thalle, chez les lichens est tou-
jours plus développé que celui des champignons ou des al-
gues. On classe les différents thalles des lichens en sept
types morphologiques chacun pouvant comporter plusieurs ca-

tégories dont les trois principales sont:

- Thalles crustacés, fortement adhérents au substrat
auquel ils sont parfois incorporés; ils représen-
tent plus du 75% des lichens. (voir fig. 3.).



- Thalles foliacés, étalés sur le substrat, ils sont
fixés & celui-ci par de petits crampons ou rhizines

(voir fig. 4.).

- Thalles, fruticuleux, non appliqués sur le substrat
et n'adhérant & celui-ci que par une surface de fixa-
tion réduite, ils se répartissent en deux groupes:
thalles en forme de tiges cylindriques plus ou moins
ramifiées (Usnea) et thalles en forme de laniéres or-
dinairement divisées (Evernia, Ramal;na) (voir fig. 5
et 6.).

Thalle crustacé

Fig. 3

Aspicilia épiglypta

A) vue d'ensemble

B) vue de détail



Thalle foliacé de Hypogymnia physodes

Fig. 4:



fig. 5: fig. 6:
Thalles fruticuleux d'Usnea Thalle fruticuleux.
protea, lichen pendant aux (Evernia prunastri).

branches dans les montagnes
humides. A la partie supé-
rieure, fragments d'écorces

adhérents & la tige du lichen

élargie en une sole de fixation.



1.3. Structure du Thalle

La structure du thalle des lichens est moins différenciée
que la morphologie. On distingue les structures homéomére,
hétéromére, radiée, stratifiée et filamenteuse, toutes ca-
ractérisées par plusieurs couches bien visibles sur une sec-

tion transversale et comprenant:

- le cortex, écorce superficielle & hyphes trés

serrées

- la couche gonidiale constituée par des hyphes

plus l&ches et contenant des cellules algales

- la médulle (moelle) & hyphes encore moins ser-

rées

- le cortex inférieur pouvant former des rhizines

ou points d'attache (voir fig. 1.).

1.4. Organes portés par le thalle des lichens

Le thalle des lichens porte en général outre les organes
producteurs de spores, d'autres organes, ayant des fonctions
trés variées et permettant une différenciation superficiel-
le:

- les rhizines, organes de fixation simples ou ra-
mifiés, sont constitués par des faisceaux d'hyphes

se terminant par une sorte de bouton adhésif.



1.

5.

~ les fibrilles, produites par le thalle, en ac-
croissent la surface et les échanges avec l'at-

mosphére

- les isidies et les soré&dies sont des saillies &
la surface du thalle, revétues de cortex et dans
lesquelles pénétrent des gonidies. Elles se déta-
chent facilement du thalle, d'oll leur rdle dans

la multiplication végétative.
- les cyphelles et céphalodies sont des sortes de

verrues cortiquées présentes a la surface du thal-
le.

Métabolisme des 1lichens

Le carbone pour les lichens provient en grande partie de
1'activité photosynthétique de la partie algue. Par la sui-
te, un certain nombre de composés (des sucres essentielle-
ment) sont responsables de l'acheminemeht du carbone de l‘al-
gue au champignon. Par marguage l4c et par séparation du thal-
le entre la couche inférieure de l'algue et le médule (cons-
titué uniquement d'hyphe du champignon) on a pu suivre cette

migration.

Aprés 45 minutes d'incubation & la lumiére, 60% du carbone
fixé se retrouvait dans la partie champignon sous forme de
mannitol. Ainsi, le réle de 1'algue particiﬁant 4 la symbio-
se s'avére prépondérant dans l'élaboration et le mouvement
des hydrates de carbone.



En résumé&, nous avons la photosynthése au niveau de l'algque,
suivie du transport du sucre au champignon, et biosynthése
des différents constituants (depsides, triterpénes, hydrocar-
bures, etc.) & partir des unités acétates et malonates elles-

mémes tirées des sucres.

L'apport en carbone provient &galement de la nourriture sa-
prophytique dans 1l'environnement du lichen, c'est-ad-dire de
1l'absorption de substances organiques & travers les rhizines
du thalle.

L'azote nécessaire & la transformation chimique provient
d'une part de l'absorption de composés azoté&s organicues et
inorganiques et d'autre part de la fixation d'azote atmosphé-
rigque. Mais indubitablement, les lichens n'ont pas assez de
composés azotés et c'est pour cette raison que:leur croissan-

ce et l'élaboration de protéines sont trés lentes.

Utilisation des lichens

1.6.1. Utilisation industrielle

Quelques espéces, principalement Evernia prunastri,
furfuracea et pseudoevernia sont utilisées dans la
fabrication de savon et essentiellement en parfume-

rie.

1.6.2. Usages médicinaux

Le principal intérét dans ce domaine réside dans 1l'ex-

traction d'antibiotiques (Ex: 1l'acide usnique, pré-



1.6.3.

sent en grande guantité dans la mousse de chéne de
Yougoslavie), qui inhibent la croissance de bactéries,

dont le staphylocoque doré et le bacille subtil.

Usages comme indicateurs &cologiques ou

de pollution

Beaucoup d'espéces de lichens ont une Ecologie trés

" précise, de sorte que leur présence dans un milieu na-

turel est susceptible de donner des indications sur

les caractéres physiques et chimiques de ce milieu.

En effet, certaines espéces sont limitées & un hote
donné: roche calcaire ou silicieuse, terre humide,
écorces acides ou encore stations riches en nitrate.
Les lichens sont encore de trés bons indicateurs de
pollution. La méthode consiste & dresser des cartes
des espéces autour de zones étudiées, car la taille
d'un lichen, sa présence ou simplement son absence,
sont en relation avec le degré de pollution. L'appau-
vrissement en certaines esp@ces semble 1ié 3 la pré-
sence d'anhydride sulfureux se dégageant des indus-
tries. Par oxydation et entrainement dans 1'eau de
pluie, l'acide sulfurique formé modifie les substrats
contribuant aussi & la disparition des lichens implan-
tés.

Citons enfin que les lichens &tant de bons accumula-
teurs de retombée radioactive, ils jouent la-aussi un

ré6le d'indicateur de pollution.



2. Biochimie et Biosynthése des lichens

2.1. Substances contenues dans les cellules

2.1.1. Constituants du protoplasme

On trouve surtout des sels minéraux, des protéines,
des acides nucléiques, des lipides complexes, des

glucides et des enzymes.

2.1.2. Produits d'accumulation

Il s'agit surtout

- des pigments carotenoides en solution dans des gout-

telettes d'huile
- des substances dites de ré&serve

- des lipides situés dans les hyphes, les gonidies

et dans les spores sous forme de gouttelettes

- des glucides type glycogéne et polyols.

2.2. Substances contenues dans les hyphes

- Substances minérales gui dépendent du milieu de fixation
du lichen

- Glucides (lichénine, usnéine et hémicellulose) qui prennent
une part importante dans la constitution des membranes des

hyphes chez Evernia prunastri

- Pigments et chitine.
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2.3. Substances rejetées & l'extérieur des cellules

Elles sont toutes produites par les hyphes. A part gquelques

lipides, il s'agit des acides lichéniques, ou plus générale-

nent, des substances lichéniques.

2.3.1.

Propriétés gé&nérales

Les substances lichéniques ont &té trouvées dans
toutes les parties des lichens sauf dans le cortex in-
férieur et la couche gonidiale. Elles se présentent
sous forme de minuscules cristaux ou granulations dis-~
posés & la surface des hyphes. Ieur concentration varie
entre 0,75 et 15% du poids sec du lichen. Leur répar-
tition est en général &troitement liée a l'espéce et
chacune d'elle contient une ou plusieurs substances
déterminées en des proportions assez constantes.
Tantét il existe plusieurs acides caractéristiques &
1'espéce, tantdt un acide unigue comprenant des for-
mes secondaires. L'existence de ces formes chimiques
dépend des disponibilités enzymatiques. Ainsi, une
espéce donnée pourrait posséder un depside qui se
transformerait partiellement en depsidone chez les ra-
ces ol le champignon posséde un systéme enzymatique

déshydrogénant.

Ces substances lichéniques peuvent é&tre réparties en

trois catégories :
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Substances de la série aliphatique

A) Diacides: Ex: acide roccelique

HOOC CH,

N\

CH{CH, ) COOH

W

B) Triacides: Ex: acide capératique

CH300C CH,COOH
H OH
CH(CHhs ™ COOH

C) Acides-Lactones: Ex: acide protolichestéricue

C00H
CHy —(CHyh, —CH—CH—C =CH,
0—C

\
Y



2.

2.

3.

3.

3.

Substances de la série alicyclicue

Substances de la série aromaticue

- Dérivés de 1l'anthracuinone Ex:

CHO CH,

pariétine



- Dérivés_du dibenzofurane Ex: acide usnigue
HO @ On A | OH
CH A
3 CH, i
OH 0 CH3

- Xanthones, chromone Ex: Lichexanthone

CH, O OH

‘ 3
CHO OCH3

3

" Ex: acide évernigue Ex: acide psoromique

OH
OH 0 Nt ¢, o

ko CH3 C\O OCH3
H0 CH, HO 0

CHO COOH



2.4. Les cOmposés depsidiques])

Nous jugeons utile de revenir sur ses composés vu leur im-

portance dans chaque espéce et principalement dans notre tra-

vail. Dans le paragraphe précédent, nous avons défini leur

position dans le lichen, mais nous n'avons pas discuté de

leur structure.

2.4.1.

Définition

Dans cette classe de composés, sont inclus aussi bien
les depsides (produits obtenus par estérification de

deux, voir trois, unités phénoliques) et les depsido-

nes formées, soit par oxydation conduisant & la liaison
éther et estérification successive, soit par cyclisa-
tion oxydative du depside. Ces réactions. chimigues ont
lieu selon certaines hypothése [13] gré&ce a des enzy-

mes avec un substrat spécifique.

Ainsi, la depsidase qui catalyse l'estérification des
unités S et A phénoliques montre une grande spécifici-
té, surtout dans le cas ol une chaine hydrocarbonée se

trouve sur une ou deux unités phénoliques.

Les unité&s phénoliques qui interviennent dans ces con-
densations, dérivant de la voie acétate-polymalonate,

sont de deux types:

Une description détaillée de ces composés est donnée par
Culberson [14]



a) orcinol (1), (représenté par l'acide orsellini-

que (2)

b) B-orcinol (3) unité, possédant un substituant ali-

phatigue en position 3.

L
(™)

CH, CH3(|?
C\\(N*

1 2 3
Dans le cas le plus simple, les depsides sont obtenus
par estérification entre 1'acide carboxylique d'une
unité (S) avec un groupe hydroxyle en para d'une se-

conde unité (A). Cette ré&action conduit aux para-dep-

sides. (Exemple I, Schéma 1).

Une seconde estérification du méme type donnera un
tridepside (Exemple II)..Si par contre l'acide carbo-
xylique réagit avec l'hydroxyle en méta de 1l'acide,
nous obtiendrons les méta-depsides. (Exemple III, Sché-

ma 1).



19

97Ax0apAy no onbrieydrie sureys ‘H ‘oW

= wﬁm%v%m%mmam

*T VYWHHOS

€
meﬁu %m ﬁumm
n
v d O HO
O\/Omm A _50mm
e 0
oY 0 JO HO



Série de l'orcinol

2.4.2.1. Para-deovsides

L'acide orsellinigue est 1'unité la plus primitive

de la série si on la compare aux unités portant une
chaine aliphatique & 3, 5 ou 7 carbones, dont la bio-
synthése requiert en plus des réductions et des dés-

hydratations.

I1 semble que les composé&s dérivés des unités C3, C5
et C, sont plus communs dans les espéces &voluées.

De plus, 1'unité acide de l'orcinol est rarement com-
binée avec une unité possédant une chaine aliphatique
€30 G5 7
(depside) et la grayanique (depsidone). On remarque

et C exception faite pour la sphaerophine
aussi que les composés formés avec une unité orcinol
ne s'associent gque trés rarement avec ceux portant une
chaine aliphatique. Dans le cas d'Evernia prunastri
(L.) Ach., nous n'avons gu'un composé& avec chaine ali-
phatique (1'acide divaricatique avec C3 comme substi-
tuant), tous les autres &tant constitués d'une unité

C

s 4
tive.

ce gui serait significatif 4'une espéce plus primi-

2.4.2.2, Tridepsides

Tous les tridepsides connus sont des dérivés simples de
1'acide orsellinique. Le plus répandu dans les diffé-

rentes cspéces est, sans doute, l'acide gyrophorique.



2.4.3.

2.4.2.3. Méta-depsides

Suivant la voie acétate-polymalonate, aucune unité
ayant un hydroxyle en position meta par rapport a
1'acide carboxylique n'est formée. L'estérification
doit ainsi étre précédée 4d'une hydroxylation. Si elle
n'a pas lieu, on pourra avoir une attaque oxydative
par le radical carboxylate d'une unité (S) sur une au-

tre unité (A4).

2.4.2.4. Depsidones

La cyclisation oxydative de depside en depsidone

joint la position 2 du cycle A avec la 5'du cycle S.
Le mécanisme de la réaction procéde par un counlage
intramoléculaire d'un radical phénoxy avec un radical
aryle conduisant a la formation de la liaison éther de

la depsidone.

Série f-orcinol

L'originalité des composés engendrés par cette unité
réside dans la longueur de la chaine et le degré d'o-
xydation des substituants en position 6 ou 3 (CHj,

C3H7, nC5H9, nC7H15, CH20H, CHO, COOH). On ne connait

aucun tridepside formé a partir de cette unité.



2.4.3.1. Para-Depsides

Chez les para-depsides, le cycle (A) porte en posi-
tion 3 et 6 un groupe méthyle.
L'oxydation du groupe méthyle en 6 dans le cycle (S)

n'est généralement pas observé.

2.4.3.2. Méta-Depsides

Trois méta-depsides de cette série sont connus, ils

portent un méthyle en 4.

2.5. Biosynthése des substances lichéniques |[15]

Pour comprendre la biosynthése des différentes substances ty-
piques des lichens, nous adoptons le schéma de C. Culberson
[16] , Woir schéma 3).

2.5.1. Série aliphatique

Les acides cétoniques sont obtenus directement par
réaction entre une unité acétyl coenzyme A et une

malonyl coenzyme A.



0
043€O—SC0A + ll‘,Hz—CO—SCoA — CH3COCHC0—SCOA

do-
0,

) CH4C0—(CH,CO)p, SCoA
I

CH2COSC0A\

00~
CH3CO—(CH,C0),, ~CHCO —SCoA

g

co, CH4C0—(CH,00),SCoA

Les acides lichéniques aliphatiques proviennent de
la condensation aldolique d'une chaine plus ou moins
longue d'un alcanoate SCoA avec un ou plusieurs aci-

des cétoniques:

Ex:

CoA —S —C0 —CH,
|

CHy—(CH, )n—CH, \ O
HCOOC~CH—C ~CHy

COCH,
COCH,CO0H CooH CHa(0Hp) CHy COOH
o0~ '
"
HOOC —CH—C —CH,COOH
ct13(c|-|2),,—cln2 Coon



2.

5.

2.

Série aromatique

La condensation d’une unité acétyl-SCoA avec trois
unités de malonyle SCoA conduit & 1'acide trioxoocta-
noique 3, 5, 7. Par action enzymatique, il est transfor
mé en ester soufré, lequel est cyclisé par condensa-
tion aldolique (a) ou condensation de claisen (C) pour
donner les chromones, les xanthones et les anthraqui-

nones.

CH3C0CH2C0CH2COCH2COSCOA

N

COCHS
HO CH2C00H HO OH COOM
HO OH
CH OH
acide acétyl- acide orsellinique
dihydroxy 3,5 phloroglucinol

phénylacétique

CooH
CH4COSCOA + 4 CH,—COSCOA —
3 2 CH3
HO 0

coo k)
CH3COSC0A +6 CH,—COSCoA — i
0?7 "o

0 oy



0 0 0 0 0 OoH
i N T e
EX: CHLCOSCoA + 7CH,—COSCoA ——>/\/P —
’ 2 i 0 vl\/u\maHo Hy

2.5.3. Série alicyclique

Les triterpénes, les stéroides et les carotenoides
sont biosynthétisés a partir de l'acide mévalonigue.
(Voir schéma 2 [14] et P. Teisseire, La France et

ses Parfums 65, 299-309 (1969)).

.’ 0 0
A oy

CHLCO0SCoA  + ——= CHyCOSCoA + J
£ s £ s

0 (biotine - enzyme) Malony! coenzyme A

T0—C—CHy(0SCOA —= C0p + HSCOA + CH,COCH,COSCOA

CHz —C —SCoA
+
0 H
V4
ACoSCOCHpy —C + CHy—C ——» ACOSCOCH, —C —CH,COSCoA
Il \SCoA E
0 OH
C CH
ke NAD NADHp 3

— HOCOCH, —C —CH,COSCoA N A HOCOCH, —C —CHoCHpOH + HSCoA
OH _ OH
ACIDE  MEVALONIQUE



26

Z VYWJHOS

Aoan INI NS

S30I0Y3l1s

?0\
ATW\MQ\AU
]
%

S3N3JYILONOW S3N3dY311IN0s3s

4 4/ (O¥2) S3CIONILOY¥Y) (023) sanadu3Lo
(®9) d—d- 1ANVH3D Yes (S12) d—d- TASANYYY #V 4/ \
(%)

d—d— T0INYY3I9TANYYID

S3IN3dY3LL

I ! dd
31A-2— INIING E-UHLIW 3VHISOHAONAd TANIINIAOS !
T__ o e Zheodo
—— /// \ H Od™H - € 2. = 2
dd0 2 G +— 4—— E30%0%H°HI— 5— CHI0I0H
T RN u,/ 2m- . i =
_ € 4oy dly
€4 ¥ HO
HO Ho Ho
PHS0%0PHITHI— 3 — SHI0J0H = SHEOd0PHITHI—T— ZHI0J0H <~ HOZHIBHO— 3 — SHonooH
A dav  duv

day  dlv
€42 &3 &0



27

sauosdag -— »

sop1sdopex3isl + sapTsdopral +— sopTsds

a-4&

sauopTsdaq

ax13y sed 3sa,u agT1TauTtod aubil el
*

€ ewauos

SI3Y3S9 33 S9pPTIY

sapTtadaditog
sapTtaidadobITO

4//// ]

sguTwe SIPTOY

/

103TATY
103 TIYIAIT
3S0ONTH -

Y0OS TAUOTeH «— YOOS-TAI90Y

SENDILIVHOYY sosodwo)

ssueaIngozusqrd saptsdaqg-w sanbt1AZuaq sx93s7
STAIeOUON
STOUT2 IO Toutozo-g sTout uo|muaulm
sauow sauoyz Sauoutnb ssnbrtouzyd sapToE anbtusn apyoe,T ssuoutnb
-0x -ue —exy3u sap s9ATIA 3p SIATIRA —o3ydeyn
.su »x nﬁ v 14 2 9 P 5 2! :o
s101218 mmcwu»ou.mu sauadialTal mwcmmnwwﬂzwmom mw:mwuouﬂn_
saueTy ﬁ t -
SANOILYHATTY

SANDITOADITY s@soduod

!

—

sanbTuoTeAdl 9PTOV

sutueTeTAURYd
anbrutaTnd \ «_ _,

aptoe, T «—
op s9aTI2Q

10319308
asgyazuisoloyg

sauouTnb anbrtanxig

- saptxeypoesi1og
—-1A -TA d
TAugydxar TAusyd aptov $9pTIEYDOESOBTTO
dOOIWIMNIHS 8pToVW sapTIeyooestq

~ "

SOPTIRYDRQESOUON 3@ STo02TeATOd

( mw,& uosSIaqTND uoTes) SanbTupYDTT SaduUelsqns SIp IsYYIuAsoTg

5z

d W 1

1

N O N 9

SANOTYV




Recherches entreprises

Notre travail est une contribution & 1'étude de la composition
chimigue du Lichen Evernia prunastri (L.) Ach. Comme nous 1l'a-
vons mentionné dans notre avant-propos, plusieurs travaux ont

déja &té effectués sur le méme sujet.

- D'aprés certains auteurs [9—11] , et, l'analyse par chromato-

graphie gazeuse, ce lichen contient de trés nombreux consti-
tuants. Nous pensons cependant qu'avec les données de la litté-
rature et cette &tude, on devrait arriver & une bonne connais-
sance de la composition chimigue d'Evernia purnastri (L.) Ach.
prunastri (L.) Ach.

Dés le départ, notre travail s'orientera dans trois directions:

~ 1'analyse des fractions acides (depsides)
- la poursuite de 1'étude des volatils commencée par Ga-
vin {12]

- la synthése d'un certain nombre de composés isolés,

Gavin et R. Tabacchi s'étaient surtout intéressés aux fractions
neutres qui repré&sentent guantitativement un faible pourcentage.
Pour avoir une meilleure vue d'ensemble, nous &tudierons en dé-
tail la fraction acide dont seulement les composés les plus abon:
dants sont connus.

Notre travail consistera a extraire, séparer par plusieurs
méthodes chromatographiques connues et identifier par spec-
troscopie IR, RMN lH et 13C et SM des composés depsidigues,
triterpéniques et aliphatiques des fractions neutres et aci-
des. L'accent sera surtout porté sur l'é&tude des composés dep-

sidiques, dont nous effectuerons aussi les synthéses.



3.1.

Introduction

Comme matériel de départ, nous avons utilisé des extraits in-
dustriels sous forme de (concréte benzénique [ 17]) (produit
Robertet et Cie) de mousse de ché&ne de Yougoslavie, ainsi que
de la mousse sé&che de différentes provenances (Yougoslavie,
Maroc, France) gque nous avons extrait par différents solvants.
L'analyse de ces extraits nous permet de confirmer la présen-
ce des produits identifiés dans les concrétes industrielles,
en particulier des depsides qui peuvent se dégrader facilement,
soit pendant le stockage, soit pendant le processus industriel
d'extraction.

Cette comparaison revét aussi une importance taxonomique.

Pour la séparation, nous avons fait appel surtout & la chro-
matographie liquide sur colonne ouverte et liquide sous pres-
sion. Pour 1l'analyse des produits lourds, nous avons mis en
oceuvre toutes les techniques spectroscopiques. En particulier,
nous avons effectué& pour la premiére fois les spectres RMN—13C
de depsides.

Diverses analyses par CG/SM complé&teront notre &tude de la
mousse de chéne.

Enfin, afin de confirmer certaines structures proposées, nous

réaliserons plusieurs synthéses.

Extraction

3.2.1. Concrétes industrielles

Les essences concrétes sont obtenues par extraction
de la matiére végétale fraiche par des solvants tels
que l'hexane, l'éther de pétrole, le benzéne et quel-

quefois 1l'acétone, et évaporation du solvant (rende-



3.2.2.

3.2.3.

ment 2%-8%, en essence concréte).

De tels solvants sont utilisés parce qu'ils n'inter-
viennent pas chimiguement au cours de 1l'extraction,
contrairement & 1'éthanol qui, dans le cas de la mous-
se de chéne par exemple, peut alcoolyser les depsides
et provoquer des transestérifications. Ainsi, dans no-
tre travail, nous avons toujours utilisés les concrétes

benzéniques.

Traitement de la concréte

La concré@te benzénique est trait&e 24 h & 1'&ther (50°C)
pour précipiter l'acide usnique (présent en grande quan-
tité), le dihydroxy-2,4 diméthyl-3,6 benzoate de m&thy- ~
le (B-orcine carboxylate de méthyle) et 1l'acide éverni-
que. Ces deux derniers n'étant pré&sents gu'en faible
pourcentage. Le filtrat est ensuite soit traité avec

une solution de bicarbonate de sodium pour 1'extraction
des acides, soit concentré et filtré& sur une colonne de
terre de foulon (Kieselguhr) en &luant avec la ligroine

et l'acétate d'éthyle (voir schéma 4).

Mousses sé&ches de chéne

Afin de montrer 1l'influence éventuelle du milieu sur
la composition chimigue, nous utilisons trois mousses
d'origine différente: Yougoslavie, Maroc et France
(Vaucluse) .

Cette comparaison nous permettra en méme temps de con-
trdler la présence réelle dans la mousse de certains
composants, des depsides principalement, que nous iso-

lerons des extraits industriels.



Pour ce travail comparatif effectué par chromatogra-
phie sur couche mince et liquide sous pression (HPLC),
nous avons extrait au soxhlet 100 g de mousse de ché-
ne d'origine différente, préalablement triée, séchée
et pulvérisée avec chaque fois 2 x 1 1 de solvant pen-

dant.24 h suivant le procé&dé décrit au schéma 5.

3.3. Techniques et conditions de séparation

Les techniques utilisées pour la séparation des constituants

d'un extrait végétal sont:

- La chromatographie sur couche mince, sur colonne, liquide

sous pression (HPLC) et la chromatographie en phase gazeuse.

Nous avons surtout eu recours & la chromatographie d'adsorption,
en utilisant comme support le gel de silice et l'alumine pour
la séparation des composés depsidiques et triterpéniques, et

la chromatographie d'exclusion sur gel de dextrane pour la pu-

rification des composés isolés.



Schéma d'Extraction de la concréte'industrielle

Concréte Benzénique de
Mousse de chéne de Yougoslavie

2x11 &ther
lg CaCO3
Précipité a Filtrat éthéré E
jaune=-vert =extrait é&théré
Sublimation
c.C.
Séphadex
Extraction Filtration
Al Dl+ M6
C.C. Kieselguhr
Ligroine-AcOEt
(5:5)
Ncho3 15%
| ]
Phase A Phase Fractions K
organique B aqueuse
C.C.| Silicagel
Fractions S Silicagel Polyamide
Tolué&ne . (MeOH/H20

SCHEMA 4

Fractions T Fractionc P




Schéma d'extraction des mousses

séches

Mousse sé&che de chéne
100 g

2x11
l1g

éther
caco

Extrait &théré

concentration de 1'é&ther

Précipité Filtrat é&théré

Résidu

2x11

Toluéne

Résidu

Extrait-Toluéne

2x11

Toluéne - EtOH
(50%)

Résidu

2x11 Ethanol

Extra

it Toluéne-EtOH
50%

-

Résidu Extrait éthanolique

SCHEMA 5




CH, O

CH3 0 R=H, R'=CH

Isolement de composés de la mousse de chéne par chromato-

graphie sur colonne

Composants phénoliques et polyphénoliques connus de la

mousse de chéne

Au début de notre travail, un certain nombre de composés mo-
noaryliques et de depsides avaient déja été isolés et identi-
fiés par différents auteurs dans des extraits de "mousse de
chéne". Ces composés ré&sumés dans le tableau ci-dessous se-
ront utilisés comme témoins chromatographiques. Nous les dési-

gnons ainsi:

Monoarylés: M Depsides: D

Moncarylés

R=H, R'=CH, orsellinate de méthyle [4-6] M)

R=R'=H acide orsellinique [6] M,

kOR’ R=R'=CH3 sparassol [6] M3

R=CH3, R'=H acide é&verninique H—6] M4

OF1 R=CH3, R'=C2H5 éverninate d'éthyle [1-8] Mg

3 B-orcine-carboxylate de méthyle

‘\OR’ [ 4-6] M6
R=CH3, R'=CH3 rhizoninate de méthyle M7
OH R=CH,, R'=H acide rhizoninique A4-6, Mg



CH, Ok
OR
CH,0 OH
CH
3
R. R?
HO OH
CHO
CH
Ff 3 FQS
R?0 OR*
F?s

R1=CH3 divaricate de méthyle [ll] M8

R=C,H, divaricate d'éthyle [11]

R=H acide divaricatique [11] M9
R1=R2=H atranol [4-6] M10

R'=c1, R%=H chloratramol [11] M,

Rl=H, R®=COOH acide haematomique {11]

R1=H, R%2=COOMe haematomate de méthyle [11] M,
R1=H, R2=COOEt haematomate d'éthyle [11]
rRY=r?=r3=r%=R’=H orcinol [1-8] M, 4

R1=R2=R4=R5=H, R3=CH
R1=R3=R4=R5=H, R2=CH
l'orcine [7]

R1=R4=R5=H, R2=R3=CH3 éther monométhyle du

[4-6]

R1=Cl, R2=CH3, R3=R4=R5=H éther monométhyle du
chlorocinol .

(11]
R1=R3=C1, R2=CH3, R4=R5=H &ther monométhyle du

(11]

8-orcinol [4-6] My,
éther monométhyle de

3
3

g-~orcinol

dichlororcinol



R7
OH ﬁRa R®
R C~ 5
0 R
\ 4
RO R R
RZ
Depsides
Dl: R=R2=R4=R8=H R1=R3=R5=CH3 R6=COOH R7=OH
acide évernique h—B]
D2: R1=R2=R4=H R=CHO R3=R5=R8=CH3 R6=COOCH3 R7=OH
atranorine [4 - 6 ]
D3: R1=R4=H R=CHO R2=Cl R3=R5=R8=CH3 R6=COOCH3 R7=OH
chloratranorine [6]
D4: R2=R4=H R=R1=R3=R5=R8=CH3 R6=COOH R7=OH
acide barbatique {4-6)
Ds: R=R2=R4=R8=H R1=CH3 R3=R5=C3H7 R6=COOH R7=OH

acide divaricatique ([11]

D, : R=RS=COOH R2=H R1=R3=R4=CH3 R8=OH R7=CHO

acide thamnolique [4 )

Dibenzofurane: Acide usnique 118]



4.2. Isolement et purification des produits contenus dans A

Suivant le schéma 4 , a partir de 350 g de concréte benzé-
nique, nous obtenons 72,4 g de précipité (A) de couleur jau-
ne~-verte. Ce solide est filtré et lavé avec de 1'éther chaud

et analysé par chromatographie sur couche mince de silicagel

(fig. 8).
support: Silicagel Merck
Toluéne - AcOH
A“ 20 : 4

éza )
R % révélateur: UV. 254/360 nm

m: UV 554, bleu %: uv 360+ brun
et jaune vi-
@: jaune visible sible
et UV254 nm

Dy Mg

> .

Fig. 8: Chromatogramme du précipité A
Mg: B-orcine-carboxylate de méthyle

Dy: acide évernique

La séparation des composés principaux peut se faire par subli-
nation (Mg sublime a 150°C, Aj & 2;0°C et D) ne sublime pas)
ou par chromatographie sur sephadex LH20 (solvant: acétone).
Cette derniére technique nous donne uniquement Aj pur, tandis
que les deux autres sortent sous forme de mélange avec beau-

coup de A; (90%).



4.3.

Isolement de la fraction acide B

L'extraction de E avec NaHCO3 15% (voir schéma 4) conduit,

=

aprés ré&génération a8 1l'acide sulfurique 2N et réextraction
a 1l'éther, a la fraction B. Aprés concentration, cette frac-
tion est chromatographiée sur colonne de silicagel (1=60 cm,
d=4 cm) et &luée avec un mélange: Ligroine - AcOEt (8:2),

jusqu'a (2:8). La fig. 9 montre la composition des fractions

obtenues.

S Sa

Fig. 9: Chromatogramme des fractions de la colonne S
(30 g d'extrait acide)



support: Silicagel Merck : bleu UV 254nm
solvant: Ligroine - AcOEt (8: 2)

révélateur: UV 254/360 nm

: jaune visible

: brun-rouge visi-
ble & UVi3gonnm

: rose-rouge visi-
ble, brun UVygony

Témoins: : B-orcine~carboxylate de méthyle

: acide évernique v: phtalate de dioctyle

Mg
Dy
Dz: atranorine
MS: éverninate d'éthyle
Ay

: témoin non identifié

Nous remarquons la présence, dans l'extrait de phtalate de
dioctyle (provenant sdrement du procédé industriel d'extrac-
tion ou du stockage), de B-orcine—carboxylate de méthyle,
d'atranorine et d'éverninate d'é&thyle.

La fraction §, (2 g) qui semble contenir plusieurs substances
intéressantes, est passée A nouveau sur silicagel (1=45 cm,
d=4 cm) en éluant d'abord avec le mélange (Ligroine - AcOEt
9:1). La polarité de 1'é&luant est augmentée progressivement
jusqu'a AcOEt seul.

Des quatre fractions obtenues, une, S ;, est purifiée sur co-
lonne sephadex (1=50 cm, d=4 cm) (MeOH). On obtient ainsi Ay
pur (fig. 10).

A Support: Silicagel
(,% (ﬁw Ligroine-AcOEt 8:2)

Révélateur: U

v
254 et 360 nm

e A0

St S Sz Su Mg D Ay

Fig. 10: Chromatograrme de S, avec témoins



Pour séparer AS, nous avons traité 51.3 sur colonne de cellu-
lose (1=50 cm, d=4 cm) (AcOH 90%), M6 ne migrant que trés peu.
A6’ comportant plusieurs produits, est plus compliqué a sépa-
rer. Comme notre premier systéme de solvant n'é@&tait pas du
tout sélectif, nous avons choisi un m&lange de solvants plus

polaires pour $ et 55 (fig. 11).

1.4

Support: Silicagel Merck
Toluéne AcOH 20:4

Révé&lateur: UV et vanille + H,80,

ﬂ %M

(N\M4 (n\ g;% Support: Silicagel (Merck)
Ag

Ag
(Mo,
%;3A7 (ANA7 ?:} Solvant: Toluéne-AcOH (20:4)
M
ne (M2 (),

Révélateur: UV 254nm et

(ﬁ) vanille + H,50,
S14 85
Fig. 11:- Chromatogramme de S; 4 et Sy avec un autre solvant.

Avec ce révélateur (vaniline = H2504) tous les
spots apparaissent en rouge, saul Ag é%% qui appa-

rait en bleu.

Témoins: M2: acide orsellinique
Dl: acide éverniquc
My acide évernianique

Al: ténoin non encore identifié



Agr By

et A8 sont séparés aprés passage sur plusieurs co-

lonnes de silicagel (1=50 cm, d=3 cm) en variant les propor-

tions de 1'éluant Toluéhe~AcOH et aprés purification sur co-

lonne de séphadex (MeOH) selon le schéma suivant.

S + S

(fig. 9 et 11)

c.C. Silicagel Toluéne~AcOH 20:4

AG + mélange

-Toluéne-AcOH 20:1

A6 + impuretés M4 + Dl
' A
Cc.C. Sephadex 7
(MeOH)
C.C. Séphadex
v

SCHEMA 6

A,+ A

7

o

]

C.C. Silicagel
Toluéne-AcOH 20:3

(MeOH)



Le chromatogramme suivant (fig. 12) montre le résultat de

ces différentes séparations.

support: Silicagel

M4a Toluéne-AcOH (20:4)
D4 révélateur: vaniline + H,S0,
O et UVs54 nm

Tous les spots sont révélés en
Mz(") .
(ﬂ\ (ﬁ) rqQuge par le révélateur et & 1'UV

254, ils apparaissent bleu.

Ag A7 As

Fig. 12: Chromatogramme des produits purifiés de Sl 4’ S5

et 86

La fraction 82 (fig. 9) nous montre, quoique difficilement,
deux autres spots A2 et A3, d'intensité trés faible par rap-
port a A4.
Nous effectuons selon le sché&ma 7, une colonne d'alumine et
nous obtenons d'abord une fraction contenant V, ensuite A2 et
A3, A4. Cette derniére fraction est purifiée sur sephadex
LH20 avec du MeOH. A3 contient toujours un peu de A4 et méme
aprés plusieurs recristallisations (Hexane), il nous a &té
difficile d'obtenir A3 pur, du fait de la trés faible quanti-
té (10 mg).



5 (fig. 9)

C.C. alumine

Ligroine - AcOEt

3 4 MS -+ M3

C.C. Sephadex (MeOH)

A3 + (A4)

SCHEMA 7.

Ainsi, la fraction acide B de la concréte benzénique nous a

permis 4'isoler, en plus de 1'acide évernique, de l'atranori-

ne et des monoaryles connus, huit composés: Al’ A2, A3, A4,
AS' AG’ A7, AB'



4.4. Isolement de la fraction P

La deuxiéme méthode de séparation (schéma 4) consiste & pas-
ser l'extrait &théré, 1libéré du précipité& A, sur une colonne
de terre a foulon (kieselguhr) (L: 60 cm, d: 4,5 cm); (Li-
groine - AcOEt 5:5) afin d'éliminer les pigments, la chloro-
phyle et les acides gras. Les quelques fractions (K) récol-
tées au bas de la colonne sont concentrées et réunies afin
d'étre introduites d'une part sur une colonne de Polyamide

(25 g) (fig. 13), (luant: MeOH : H20 de 5:5 & 9:1) et, d'autre
part 25 g sur une colonne de Silicagel, €luant (Toluéne).

La figure 13 donne une idée de la premiére séparation.

DID)

OB DD O

N

=0

N3 B

: jaune visible

% : brun-rouge

visible, brun
UV360 nm

D1 (ﬂ): bleu a UV254
M

D
',
&0 :::)

T

R B #

Fig. 13: <Chromatogramme des fractions de la colonne de po-
lyamide.
Support: Silicagel Ligroine - AcOEt (8:2)
Révélateur: UV,54 et 360 nm



La fraction P] est constituée par un nombre &€levé de composés

volatils pouvant étre séparés par chromatographie gazeuse. Le

traitement de P, selon le sch&ma 7, nous permet l'isolement de

P, Py, Py (fig. 14).
P2
c.c. Ssilicagel
Ligroine-AcOEt
8 HE
Y v
Pf + mélange Pi + mélange

C.C. Silicagel
Ligroine~AcOEt

8 s 2 J

cristallisation
Hexane

|

A
p

(Hexane) A5 J

SCHEMA 8

1 5 2 .
C.C. Sephadex
(MeOH)
T
P2
'
i + impuretés

C.C. sephadex (MeOH)

1

C.C. Silicagel
Toluéne-AcOH
20 : 4

! mélange +_P§

C.C. Cellulose
AcOH 5%
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Fig. 14: Chromatogramme de Pl et P2
Support: Silicagel Silicagel
Solvant: Ligroine-AcOEt (8:2) Toluéne-AcOH (96:4)

Révélateur: Woes nm UszA nm

Isolement de la fraction T

Comme nous 1'avons mentionné dans le paragraphe précédent,
une partie de la fraction K (schéma 4) est introduite sur une
colonne de silicagel (L: 60 cm, d: 4 cm) et &luée au Toluéne.

Nous obtenons les fractions suivantes (fig. 15).



Fig. 15: Chromatogramme des fractions de la colonne silicagel

Support: Silicagel Ligroine~AcOEt (8:2)
Révélateur: UV254 am

(~\: bleu UV254 nm
@ brun-rouge visible, brun UV360 mm

: bleu, jaune UV360 Am

T5, T6 et T7 sont portés sur plague silicagel avec un mélange
de solvants plus polaires (Toluéne-AcOH 20:4). T7 sera analy-

sé& en chromatographie gazeuse.



A 0

T % T Mg My Dy Ay My oA

Fig. 16: Chromatogramme des fractions toluénes

Support: Silicagel
Solvant: Toluéne-AcOH 20:4
Ré€vélateur: UV254 nm

Tf et Ti sont recristallisés dans le méthanol alors que Ti

et Ti sont séparés selon le schéma suivant:

Fraction T3

c.c. Silicagel Ligroine-AcOEt (8:2)

Alumine Liaroine (8:2)

!
] ]
T3 T4 + M3 + M5

Silicagel C.C.M préparative
(Lig.-AcOEt 8:2)

l 1 g )
T4 5 M3+1mpuretes

c.c. Séphadex
(MeOH)

SCHEMA 8 T,



T! et T} proviennent de deux passages successifs sur colonne
6 P P g

5
silicagel de la fraction Tg :
T6 fraction
C.C. Silicagel Toluéne-AcOH (20:4)
mt 1
Mélange + T A4 + T5
C.C. Silicagel Toluéne-AcOH C.C.-Sephadex
96:4
mélange *l' Lﬁ Al'
6 4 5

SCHEMA 10

ﬂmm

Support: Silicagel

(‘\ Solvanté Ligroine-
m AcOEt (8:2)
Révélateur: UV254 et
360 nm

Fig. 17: Chromatogramme des produits T' de la fraction

passée sur toluéne

*note: T6 a été purifié par HPLC sur lichosorb Si 60, Tolué&ne-
dioxane-AcOH (50:10:5).



Identification des composés isolés par chromatographie

liquide-liquide

Identification de Al

"A, se présente sous forme de cristaux jaunes en forme d'ai-

1
guille. F. 204°. A partir de 350 g de concréte industrielle,

aprés séparation et recristallisation, nous en avons obtenu
50 gr. Il ne s'hydrolise pas.

Son spectre de masse, et la comparaison avec la littérature
(19], nous montre qu'il s'agit d'un dibenzofurane: l'acide us-
nigue. Pour confirmer ce résultat, nous comparons aussi avec
la littérature [18] , les spectres IR et H1-RMN.

Données Analytiques: [a]go =+ 320° (benzane)

F=204°, recristallisé dans l'acé&tone.
uv: A = 232, 282 nm
max

IR (KBr)em-l: 3400m, 3080f, 2920m, 1680ff, 1620£f, 1530ff,
1440£f, 1340-1360m, 1275£€, 1175ff, 1110m, 1050m.

Li-run (DCC1,) 60MHz: 1,8(s,3H,CHy~C(11)), 2,15(s,3H,CH =
C(8)), 2,7(s,6H,COCH, en 2 et 6), 6,05(s,1H-Ar), 12,75(s,10H-
Ar), 15,1(s,10H-Ar C(7)). (Fig. 18).

SM (m/z, I%): 345(13,8), 344(M% 53,7), 329(2,3), 301(2,0),
261(10), 160(60), 234(15,3), 233(100), 323(24,6), 217(20),
215(10,8), 191(10,8), 177(6,1), 159(7,7), 149(15,4), 137
(10,8), 123(20), 111(15,4), 109(20), 97(21,5), 95(23), 85(20),
83(24,6), 81(26,1), 71(14,6), 69(35,4), 67(22), 57(58,4), 55
(57), 43(41,5), 41(33,8).

*

m : 207(260+232), 202,09(233+217), 196,5(344-260).



Tableau 1. Déplacements chimigques des atomes de carbone

de l'acide usnique.

c(l) c(2) c(3) c(4) c(6) c(7) c(8)

198,19 179,43 155,10 (d) 98,29 109,51 157,64 104,02

c(9) C(10) C(11) C(12) C(13)

164,07 105,41 59,16 101,67 99,81

Déplacements chimiques des substituants

Q)—(J-l3 (C2) O)-Clﬁ (C2) @—0{3 (C6) CJO-E3 (C6) CHy (C8) CH3(Cll)

200.11 31,99 201,30 30,93 7,71 27,38

Le spectre "off-resonance" présente tout des singulets exception
faite pour C(4) doublet et pour les groupes méthyles: quadruplets.
L'assignation des différents signaux a été faite, & 1l'aide du
spectre "off-resonance" et du calcul théorique des déplacements
chimiques des atomes de carbone aromatiques, d'aprés les régles

d'additivite | 22 ]

J*
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Acide usnique

Identification de A,

Ay

Le

se présente sous forme de cristaux incolores 50 mg, re-

cristallisés dans le méthanol. F. 254-256°. [a]gs = - 25°
(C=

0, 32 CHC13). )
spectre IR montre plusieurs groupes méthyles et méthy-

lénes & 2920-2870 cm_l, et une fonction carbonyle a 1700

cm
Le
de
Le

=

—1. L'ensemble du spectre fait penser & un triterpéne.

spectre RMN du proton (fig. 20) nous montre la présence
plusieurs méthyles et méthylénes.
spectre de masse Mt 3 426 (voir fig. 21) et la littérature

[20], nous ont permis d'identifier A, comme &tant la friede-

line.

IR (KBr) cm_lz 2920ff, 2870ff, 1700f£f, 1640m, 1450m, 1380m,
1365f.

1H—RMN (DCC13, 100 MHz): O0,73(3H), 0,88(3H), 0,92(3H), 0,96

(31), 1,01(3H), 1,18(3H), 1,27(3H).



SM (m/z, I%): 427(31), 426(M" 100), 412(5,7), 411(20), 341
(11,4), 303(18,5), 302(42), 287(14,3), 275(21), 274(42), 273
(64), 259(8,5), 257(8,5), 248(28), 246(35,7), 234(18), 233(19,9,
232(45), 231(30), 220(21), 219(18), 218(50), 217(22,8), 206
(27), 205(71), 204(25), 193(15), 191(28), 179(57), 177(21),
163(54), 161(31), 151(22,8), 150(21), 149(35,8), 137(57), 135
(45), 133(28,5), 125(63), 123(63), 121(57,3), 109(85), 107(57),
95(91), 81(36), 69(98), 67(57), 57(57), 55(91), 43(85), 41(81).

5
m
(LIRS
w
m
1+
(1]

Fig. 20: Spectre lH-RMN de A2.
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5.3. Identification de Aj

A3 a été isolé en trés faible quantité (10 mg) et n'a pu
étre purifié totalement. Nous avons quand méme pu effectuer
une analyse spectrale compléte.

F. 190°. [a]g5 = +50 (C=0,03 CHCl;)

IR (KBr) em~l: 2940-2850ff, 1725ff, 1650m, 1410ff, 1380ff.

D'aprés ce spectre, nous pouvons déduire la présence d'une
fonction cétonique et de groupes méthylénes et méthyles ali-
phatiques. L'allure générale du spectre IR comme A2 nous lais-
se supposer un triterpéne.

Le spectre lH-—RMN (fig. 22) confirme les données ci-dessus.

On observe 7 groupes méthyles, dont 6 cyclo-aliphatiques et

un sur une double liaison.

lH-RMN (CDC13, 200 MHz): 0,72(s,3H,3H-C(28)), 0,88(s,3H,3H-

c(25)), 0,89(s,3H,3H-C(27)), 1,02(s,6H,3H~-C(24) et 3H-C(26)),
1,04(s,3H,3H-C(23)), 1,06-1,56(m,24H), 1,6(s,3H,3H-C(29)),
4,69 (s,2H,2H-C(30)).

Le spectre de masse (fig. 23 ) donne les fragments caractéris-
tiques des triterpénes [20] (schéma 11). En particulier, sont
importants le pic de base & m/z 189 et le pic intense & m/z

205, correspondant & la scission du cycle C.

En comparant nos résultats spectroscopiques avec ceux exis-
tants dans la littérature [21], nous concluons qu'il s'agit de

la moretenone.
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Fig. 22: Spectre lI-I--RMN de A3
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Fig. 23: Spectre de masse de A3



SCHEMA 11: Fragmentation de triterpénes

cHyt

mjz 426 \ CH2+ nYz 273




-~ 59 -

SCHEMA 12:

Py ;: i: CCHo *
HO mfz 207 2

ACo




Structure:

Moretenone

5.4. Identification de A4

Isolé en assez grande quantité (100 mg), nous avons pu le ca-

ractériser de différentes fagons.

5.4.1. Hydrolyse de A, (avec KOH)

Support: Silicagel

(P\ ik Solvant: Ligroine-AcOEt 8:2

Révélateur: UV 254 nm

A4 Hyd.

Fig. 24: Chromatogramme de A, hydrolysé

4

Nous constatons qu'A4 s'hydrolyse pour donner un aci-

de et un phénol. Nous pensons donc & un depside.



Le spectre IR de A4 présente les bandes caractéristiques des
depsides et montre en particulier la présence de groupes hy-
droxyles en ortho d'une ou de deux fonctions carbonyles (v

(c0) = 1640 em~1l). (Fig. 25).

Le spectre 1H—RMN (60 MHz) présente neufs singulets dont les
déplacements‘chimiques correspondent soit au cycle S de l'aci-
de, soit au cycle A de 1l'alcool. Le groupe méthyle a 2,13
(CHaﬁC(B')) apparait toujours plus bés que les autres (2,68
CH3-C(6) et 2,57 CH3—C(6')) dans le cycle A, type B-orcinol.
Dans cette position, & cause de la stér&ochimie de la molécu-
le (voir dessin), ce méthyle se trouve entre deux carbones
portant des restes oxygénés et est ainsi blindé (Fig. 26).

Pour les autres signaux (3,99 OCH3—C(4)) et 6,42 (s,H~-C(5 et 3),
6,58(s,H~C(5')) leur déplacement ne présente pas de probléme
particulier.

Yh-RMN (CDC1,, 60 MHz): 2,13(s,CH,-C(3')); 2,57(s,CH,~C(6'));
2,68(s,CH3-C(6)); 3,85(s,CH3C0); 3,99(s,CH3COOC); 6,42 (s,H~C
(5+3)); 6,58(s,H-C(5')); 11,50(s,1H,0H-Ar); 11,97 (s,1H,OH-Ar).

1

Le spectre 3C—RMN (22,63 MHz) de A, confirme les données pré-

cédentes, en particulier pour le caﬁbone du méthyle en C(3'),

qui apparait anormalement bas & 9,31, par rapport & un CH3 sur
un cycle aromatique.

L'attribution des différents signaux a &té faite d'une part a

1'aide des spectres "off resonance", d'autre part d'aprés les

régles d'additivité [22] et par comparaison avec les spectres

13c-RMN de 1'atranorine (Dy) et des dérivés monoarylés (B-or-

cine-~carboxylate de méthyle (MG) et de l'éverninate de méthyle

(M3). (Voir tableau 2 et fig. 27).

La fragmentation en spectrographie de masse de 1l'évernine

(schéma 12) confirme la nature des cycles A et S du depside Ay.
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Tableau 2. Déplacements chimiques des atomes de carbone depsidiquesl)
c(l) C(2) c(3) c(4) c(5) c(6) c(7n
A4 104,28 162,92 99,02 164,93 111,88 143,50 169,86
D2 104,51 163,50 84,15 163,00 112,90 149,00 169,01
M3 - 104,87 163,47 98,37 165,00 110,52 142,55 171,50
c(1") c(2") c(3") c(4") c(5") c(6')
A4 116,42 152,59 110,06 166,68 116,94 139,67
02 115,80 152,07 110,50 166,00 116,90 140,01
M6 109,00 158,67 105,20 163,28 110,70 140,08
Déplacements chimiques des substituants L
CHO-C(3) CH40-C(4) CH3—C(6) CO0-C(1') COOCH, CH3—C(3') CH3-C(6')
A4 55,38 23,96 172,33 52,14 9,35 24,67
D2 193,69 21,10 172,00 51,00 9,40 24,00
M6 172,25 7,72 24,10
1)

Spectres enregistrés a& 22,63 MHz dans CDCl

3

(8§ en ppm par rapport au TMS).




SM (m/z, I%): 361(8), 360(M+ 39), 328(8), 197(15), 196(55},
179(3,1), 166(47), 165(100), 164(100), 163(18), 137(23), 136
(89), 135(31), 122(5), 121(8), 110(26), 109(26), 108(18), 107
(36), 94(10), 93(10), 79(32), 77(34), 69(15,7), 67(18), 65(18),
55(18), 43(15,2), 41(14,4). n': 163,17 (196+179), 137,22(196~
le4), 112,78(164+36), 106,71(360-+196).

CH; OCHjiéf OMe‘,
cmoﬁ

CHy O ‘lf
rmyz 360 kOCH3

/ \ HO OH

CHy
Z196
CH, my/

c=0 oM
( i
CH30” "0 CHy0 H

-CO
myz 164 my/z 165 myz136

‘—co

nmyz 136

SCHEMA 12.
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La structure trouvée sera confirmée, par synthése

(voir chapitre §).

5.5. Identification de A5

Ce composé isolé en assez grande
jaune, a été recristallisé dans:
rapide analyse chromatographique
gu'il s'agit de l'atranol (MlO)’
129°

Données analytiques: F =

IR (cm-l):

1270m, 1200m,

3300-3000ff, 1650ff,

1080m, 840m,

1

H-RMN (DCC13, 60 MHz):

8,78(s,2H,0H-Ar),

700ff.

Evernine

quantité (200 a 400 mg),
Ligroine/Benzéne. Aprés une
et spectrale, nous trouvons

composé déja connu {4 - 6].

UvV: A 225, 282, 350.

max

1600£ff, 1500m, 1380f, 1350f,

2,27(s,3H,CH3-Ar), 6,23(s,2H,H~-Ar),
10,28(s,1H,CHO) .



SM (m/z, I%): 152(M* 86), 151(100), 134(6), 95(10), 78(6),
77(15), 76(4), 57(16), 55(10), 51(16), 43(26), 41(27).

CHy

CHO

Atranol

5.6. Identification de A6

Ce composé cristallin, incolore, est présent en petite quan-
tité (100 mg).

Le test au chlorure ferrique [23] nous renseigne sur sa natu-
re depsidique. De plus, son comportement chromatographique

(trés retenu) nous fait penser & un acide. Nous effectuons

1'hydrolyse:

Support: Silicagel
(A) (”) Solvant: Toluéne-AcOH 20:4
Révélateur: UV 354 pm

@)

Fig. 29: Chromatogramme de Ag hydrolysé



L'hydrolyse avec KOH méthanolique nous montre un déplacement
de Rf assez important. Supposant la présence de groupes phé-

. - 1
noligues, nous avons acétylé A_ et effectué le spectre "H-RMN

gqui nous confirme la pré&sence ge trois hydroxyles. Ce méme
spectre (90 MHz) nous montre le couplage méta J=2Hz de pro—.
tons des cycles S et A.

lH—RMN du produit acétylé (DMSO (D6) 270 MHz): 2,18(AcO-C(4)),
2,20 (AcO-C(2')), 2,27(AcO-C(2)), 2,34(CH3-C(6)), 2,49(s,3H,
CH3-C(6')), 6,10-6,17(1H,H-Ar), 6,76-6,77 (1K ,H-PY), 6,98-7,0

(1H, H-Ar).

Le spectre du proton de Ag est donné dans la figure 31.

1H—RMN (DMSO (Dg) 60 MHz): 2,35(s,6H,CH3-C(6), CH3—C(6‘)),

6,2 et 6,6(s,4H,H-Ar).

Le spectre IR de A6 (fig. 30), présente deux bandes intenses

a8 3530, v -OH libre et 3450, v -OH associé&, caractéristigues
pour un depside ayant trois hydroxyles en 2,4 et 2' et une
bande large de 2900-3200 ( v -OH polymére) di a la présence de
1'hydroxyle en 2' en position ortho par rapport au carbonyle
de 1'acide (1'). Le spectre 13C-RMN (voir fig. 32) menfionné
dans le tableau [4] corrobore nos résultats précédents.

La fragmentation de cette molécule en spectrographie de masse
nous montre des fragments internes stables, donc correspondant
& la rupture de la liaison depsidique (voir fig. 33). M' est

par contre absent.

SM (m/z, I%): M' 312(1), 151(36), 150(86), 149(30), 125(53),
124 (100), 123(98), 122(81), 109(68), 107(72), 96(22), 95(36),
94(54), 53(36).



Ces données nous permettent de conclure que A6 correspond
d 1'acide lécanorique dont la présence dans les lichens est
bien connue [14]. Pour confirmer cette structure, nous avon:

effectué la synthése de A6 (voir chapitre 8.).

Fig. 30: Spectre lH—RMN de Ag acétylé

WAVELENGTH IMICRONS
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Fig. 31: Spectre IR de A6
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Fig. 32: Spectre 13C—RMN de A6
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Fig. 33: Spectre de masse de A6



5.7.

HO OH

Acide lécanorique

Identification de A7

Nous avons isolé 100 mg de cristaux incolores, recristallisés
dans: Ligroine/Acétate d'éthyle. F. 162°.
By

et s'hydrolyse en milieu KXOH méthanolique pour donner le -

réagit positivement aux tests des depsides avec FeCl3

sparassol et un autre composé monoarylique inconnu (fig. 34).

(ﬁ\ (‘\ Support: Silicagel
(ﬂ\ Solvant: Toluéne-AcOH 20:4
(~\ Révélateur: U 954 nm

Fig. 34: Chromatogramme de Ag
hydrolysé

A, Hyd. M

Le spectre UV (MeOH): Xipax 300, 267-270, 230 nm, présente les
mémes absorptions que les paradepsides et le spectre IR (voir
figure 35) montre les bandes caractéristiques et, de plus, une

1 ({ v C=0) correspondant probablement & un

absorption & 1680 cm”
acide ou un ester) qui ne semble pas associé& contrairement a

l'acide lécanorique et a 1'évernine vus précédemment.



Le spectre lH—RMN (voir fig. 36) présente &galement des dépla-
cements similaires, & noter toutefois, la différence de ~0,2
ppm  entre les groupes méthyles des positions 6 et 6°'.

lu-RMN (DMSO (D), 60 MHz): 2,22(s,3H,CHy=C(6)), 2,40(s,3H,
CH3-C(6')), 3,75(s,6H,CH30-C(4) et CH,0-C(2')), 6,35(s,2H,H-
Ar), 6,75(s,2H,H-Ar), 10,45(s,1H,0H).

Le spectre 13c-rMN (voir figure 37 et tableau 4) montre une

¢ Pour C(1') (+75Hz)

due & la rupture de la liaison hydrogéne entre le groupe car-

3

différence importante par rapport & A4 et A

boxyle en (1') et le méthoxy en (2').
Cette méme cause doit étre responsable des modifications des
déplacements pour les atomes de carbone (0,5 a 1,5 ppm) du

cycle S.

Au vu de ces résultats et des fragments observés en spectrogra-
phie de masse 165 et 138, nous proposons la structure de 1l'a-
cide O-méthyl-2' évernique, dont nous effectuons la synthése

(voir chapitre 8).

SM (m/z, I%): 302(M*, 3), 182(12), 166(9), 165(78), 164(26),
139(8), 138(100), 137(12), 136(17), 124(15), 109(50),1108(30),
107(48), 95(20), 94(12), 93(26), 79(20), 78(12), 77(26), 65
(20), 44(73), 39(52). (Fig. 38).
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Fig. 37: Spectre 13C-RMN de A,
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5.8. Identification de Ag’

Isolé sous forme de cristaux blancs (100 mg), F: 170 4.

Le test au chlorure ferrique [ 23] ainsi que le spectre UV,
xmax (MeOH) : 228, 264, 298 nm, indiquent qu'il s'agit d'un
depside.

Le comportement de Ag 4 1'hydrolyse nous permet d'identifier

1'unité S comme étant l'acide éverninique.

(ﬁ) (~) Support: Silicagel

(F) Solvant: Toluéne-AcOH
20 : 4
Révélateur: UV254 nm

Ag Hyd. My

Fig. 39: Chromatogramme de A8 hydrolysé.

Le spectre IR de A8 (fig. 40) nous montre la présence d'hy-
droxyles depsidiques et d'acides aromatiques. L'absorption &
1630 ecm~! (v C=0) est faible, comparativement a celle des au-
tres depsides. Ceci laisse supposer une conjugaison ou une as-
sociation entre la fonction carboxylique et un ou deux hydro-
xyles voisins de l'acide. Les autres bandes sont semblables a

celles des depsides dé&ja rencontrés.

Le spectre RMN—lH a des caractéristiques trés intéressantes:

- effectué dans l'acide trifluorocacétique (fig. 4la), il pré-
sente des déplacements normaux par rapport aux autres depsi-
des pour les groupes méthyles, méthoxyles et protons aromati-

ques.



1H—RMN de A8

(s,3H,CH3—Ar), 4,05(s,3H,0CH
(s,2H,H-Ar).

(a) (CF3COOH) 60 MHz: 2,3(5,3H,CH3—Ar), 2,35

3-Ar), 4,13(5,3H,OCH3-Ar), 6,65

Par contre dans le diméthyle sulfoxyde, certains de ces dé-
placements sont trés différents (fig. 41b). Un des deux grou-
pes méthyles et méthoxyles aromatigues se trouvent trés blin-
dés: 1,7 ppm et 3,1 ppm, alors gque les valeurs normales se si-
tuent entre 2,2+2,5 et 3,7+4 ppm.

'H-RMN de Ag (b) (DMSO) 90 MHz: 1,75(s,3H,CH,-Ar), 2,5(s,3H,
CH3—Ar), 3,2(s,3H,OCH3—Ar), 3,3(signal large, 1H, OH-Ar), 3,75
(s,3H,OCH3-Ar), 4,1(signal large, 1H,OH-Ar), 6,05(dxd,2H,J=2Hz,
couplage méta, H-Ar), 16,3(signal large, H acides).

La comparaison des deux spectres nous permet de supposer gque
le solvant (acide trifluoracétique) rompt les liaisons hydro-
génes intermoléculaires ou intramoléculaires et, par consé-
quent. la résonance des protons impliqués daqs ces liaisons

est modifiée.

Comme. nous connaissons le cycle S par 1l'hydrolyse, et que
nous savons gu'aucun proton aromatique. ne se trouve sur le
cycle A, nous pouvons dire que ce dernier est hexasubstitué;
le méthoxyle sur ce cycle, pour &tre blindé, doit &tre empé-
ché stériquement par les substituants des carbones voisins,
probablement des restes oxygénés. De mé&me, le groupe méthyle
du cycle A est aussi blindé par la pré&sence de carbonyles qui
ne peuvent &tre que ceux des acides devant se trouver sur le
méme cycle. De plus, en tenant compte de l'infrarouge (faible
absorption des carbonyles), nous pouvons ajouter que les deux
fonctions acides doivent &tre associées entre elles ou avec

un hydroxyle voisin.



Le spectre 13C -RMN (fig. 42, tableau 3) nous apporte une con=-
firmation et un complément aux renseignements tirés des spec-
tres du proton. Ainsi, les mémes remarques peuvent étre faites
concernant le déplacement chimique du carbone du groupe métho-
xyle, abaissé a& 46 ppm, alors gue la valeur normale est voisi-
ne de 54 ppm. De plus, on peut dire que le groupe méthyle du

cycle A n'est pas en ortho de la liaison ester liant les deux
cycles, puisqu'on n'observe pas la valeur de 9,31 ppm comme

c'était le cas pour un autre depside: A Ce méthyle pourrait

4"
par contre se trouver entre deux fonctions acides. Ceci nous

am&ne a proposer, pour le cycle A, les structures suivantes:

0 0 0] 0
I CHy 1 GHs
HO~ CSon Ho~C ~OH

CH;0 OH HO OH
OH OCH
1 2

Le calcul théorique des déplacements chimigues des atomes

3

de carbones aromatiques d'aprés les régles d'additivité [22}
confirme bien les valeurs expérimentales obtenues et la po-

sition des substituants. De plus, nous pensons a la structu-
re 2 car l'abaissement du déplacement du carbone du méthoxy-

le en 13

C -RMN (48,61 au lieu de 55,64) peut justifier sa

position entre deux groupes hydroxyles. En effet, on consta-
te une analogie entre l'abaissement du déplacement du carbo-
ne du méthyle placé entre deux hydroxyles (vu plus haut) et

notre cas du méthoxyle.



Tableau 3. Dé&placements chimiques des atomes de carbone

depsidiques

C1 C2 C3 C4 CS C6 C7

111,1 159,77 98,0 l64,08 107,0 141,71 174,30
] . 1 [ . . .

C1 C2 C3 C4 CS C6

119,0 * 141,71 144,2 111,1 *

Déplacements chimiques des atomes de carbone des substituants

CH3—C(6) c(6') OCBa-C(4) C(3') COOH-C(1') cC(5")

23,75 23,25 55,64 48,61 177,56 177,57

* Le temps de relaxation de cerﬁajns carbones quaternaires
du cycle A étant trés faible, il n'est pas possible, vu le
spectre et la comparaison avec le calcul théorique des dé-
placements, d'attribuer une valeur & ces deux carbones (par

calcul 