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RESUME

Les lichens Cladina stellaris et Cladina rangiferina, mieux connus sous le nom de
mousses a caribou, dominent souvent la végétation des pessiéres noires ouvertes. Ces
peuplements jugés improductifs d’un point de vue forestier, aussi nommés pessiéres noires
a lichens ou dénudés secs, constituent une problématique importante tant au niveau
ecologique qu’économique. Ces dénudés secs semblent apbaraitre suite 4 des accidents de
régéneration survenant dans le domaine de la pessiére noire 4 mousse. Les facteurs feu, lit
de germination et viabilité des graines seraient les principaux acteurs mettant en scéne
ouverture irréversible de la forét dense. L’influence réelle des lichens sur la dynamique
¢cologique de ces foréts en déclin demeure incomprise jusqu’a ce jour. Plusieurs
hypothéses quant au maintien et 4 la progression de la fragmentation, mettent en cause des
facteurs physiques ou chimiques. Parmi les possibilités d’interférences sur la croissance
des arbres ou leur régénération figure la libération d’agents allélopathiques par les llichens.
Les activités biologiques observées pour divers métabolites secondaires provenant des
lichens, montrent qu’ils peuvent limiter la croissance cellulaire animale et végétale.
Hormis pour I’acide usnique (21) et quelques rares composés lichéniques, peu de
connaissances sur 1’identité des composés et des propriétés biologiques des extraits des
lichens du genre Cladina sont disponibles. C’est en partie par ce manque d’information,
qu’il est difficile d’établir un lien solide entre le relachement de substances allélopathiques
et la diminution progressive de la densité d’épinette noire dans les peuplements en phase

d’ouverture.
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Le premier objectif de cette recherche est donc de mieux connaitre les composés
biosynthétisés par Cladina stellaris et Cladina rangiferina. Pour ce faire, une grande
varieté d’extraits a été obtenue a partir de solvants organiques, tels que ’hexane, le
chloroforme, le dichlorométhane, 1’acétone, 1’éthanol et le méthanol, ainsi que des
mélanges de ces solvants. Les extraits bruts ont été par la suite analysés par
chromatographie gazeuse (GC) et spectrométrie de masse (MS). Les résultats obtenus
montrent que la complexité des extraits est sous-estimée par la littérature. Plusieurs
structures sont proposées a partir de 1’analyse des spectres de masse avec la banque de
données ou en comparant avec la littérature. Par contre, la présence de certains dérivés
monoaromatiques semble reliée & la dégradation des depsides pendant le processus
analytique.  Afin d’obtenir plus d’information sur les composés inconnus, plusieurs
tentatives de séparation par solubilité différentielle et d’isolation par chromatographie
eclair ont été effectuées. Cette derniére approche a permis I’isolation de trois produits, qui
ont €té caractérisés par spectroscopie RMN (résonance magnétique nucléaire). Le produit
isolé chez Cladina stellaris a été identifié comme étant ’acide usnique (21), tandis que
chez Cladina rangiferina les composés isolés sont 1’éthylhaematommate (8) et le
B-orcinolméthylcarboxylate (5). Ce dernier correspond au produit de dégradatibn de
'acide atranorique (14), le composé le plus abondant chez Cladina rangiferina. Des
extraits aqueux ont été obtenus par macération dans des mélanges EtOH-H,0 (1:4,1: 1 et
4 :1). Les analyses HPLC, qui ont permis d’évaluer la complexité des extraits obtenus
avec ’EtOH et le mélange EtOH-H,0 (4 :1), révélent plusieurs inconnus chez Cladina

rangiferina et chez Cladina stellaris.



Le second objectif du travail est d’évaluer I’effet sur la croissance cellulaire des
extraits aqueux. Pour ce faire, un test d’inhibition de croissance est effectué sur une lignée
de cellules cancéreuses. Chez Cladina stellaris ’extrait susceptible de contenir le plus
d’acide usnique (21) entraine une inhibition de la croissance cellulaire, ce qui concorde
bien avec I’activité biologique de cette molécule rapportée par la littérature. Chez Cladina
rangiferina 1’ activité est observable avec I’extrait obtenu avec le mélange EtOH-H,O le
plus polaire. L’inhibition de la croissance cellulaire, met en évidence le potentiel inhibiteur

des extraits aqueux des lichens.



\%1
REMERCIEMENTS

Je tiens tout d’abord a remercier mon co-directeur de maitrise M. André Pichette,
qui a bien voulu m’encadrer et m’accueillir dans son équipe pendant ce projet. Sans sa
confiance et ses encouragements, le projet n’aurait jamais pu s’acheminer. Il s’est d’autant
plus investit, en me permettant d’acquérir une expérience unique de recherche en chimie
médicinalg. De plus, M. Pichette m’a soutenu durant tout ce projet par ses conseils et son
optimisme. [’ambiance qu’il fait régner dans son laboratoire a de plus grandement

contribué au maintien de ma motivation et au plaisir de travailler au sein de son équipe.

Je tiens aussi tout particuliérement & remercier mon co-directeur M. Daniel Lord,
pour m’avoir offert ce projet et de m’avoir soutenu par le biais de son équipe. Je tiens aussi
a remercier une figure de proue dans le domaine de la chimie des produits naturels, M.
Fran¢ois-Xaxier Garneau, pour m’avoir insufflé sa passion pour les produits naturels avant
méme le début de mes études universitaires et de I’avoir également ranimée en
m’introduisant aux groupes de recherche de I'UQAC. De plus, c’est grice 3 son

intervention que je fus orientée vers ce projet.

Le travail n’aurait jamais pu étre complété sans l’utilisation du GC-MS du
LASEVE et ni sans la participation des assistantes de recherches, Mme Héléne Gagnon et
Mme France-Ida Jean. Sans oublier les précieuses analyses RMN effectuées par M. Jimmy

Bouchard de 1’Université Laval et M. Michel Girard de Santé Canada.



vii

C’est en grande partie grice 3 M. Jean-Claude Madelmont de I’INSERM unité
484, de Clermont-Ferrand, que j’ai pu acquérir une expérience unique ayant trait aux tests
d’activité biologique, puisqu’il a bien voulu m’accueillir au sein de son institut. Une bonne
part de ma reconnaissance va & M. Jean Legault, qui m’a transmis de fagon exceptionnelle
toute son expérience en culture cellulaire et en test d’activité biologique. Le temps que m’a
consacré mon ami et superviseur de stage, m’a permis de m’épanouir autant

professionnellement que personnellement.

Je tiens aussi a4 remercier M. Pierre-Luc Boudreault, étudiant au premier cycle
d’avoir bien voulu consacrer son projet d’été a 1’étude des lichens. Sans les discussions
partagées avec M. Jean Frangois Boucher, les multiples facettes de la problématique
forestiére ne m’auraient paru aussi claires. Je tiens donc a le remercier de m’avoir éclairé

sur la dynamique de la pessiére.

La générosité du département des sciences fondamentales s’est non seulement
traduite par un soutien informatique et matériel, par aussi par le biais de M. André Barette

qui m’a permis d’adoucir les coits élevés de cette recherche.

Cette recherche de longue durée n’aurait pu se faire sans I’appui financier du
Consortium de Recherche sur la forét boréale, ni sans la bourse d’excellence versée par
Abitibi-Consolidated, qui m’ont permis de réduire mon endettement. Le ministére de
I’Education du Québec, m’a aussi généreusement soutenu pendant la durée de mon stage a
I’étranger. Tous ces donateurs m’ont permis d’acheminer cette recherche a ’abri des

inquiétudes monétaires.



viii

Finalement, je tiens & remercier mon collégue et ami M. Serge Lavoie, qui m’a
pendant la totalité de cette recherche, soutenu et aidé par ses justes conseils. 11 s’est de plus
beaucoup investit pour me fournir les bons outils de travail, autant pour la rédaction de ce
meémoire que pour le travail en laboratoire. Sans oublier la tiche difficile qu’est de m’avoir

patiemment supporté et écouté dans les moments difficiles comme heureux.



1X

TABLE DES MATIERES

RESUME iij
REMERCIEMENTS ..ottt etesaeevesseaesessesssasssesesesesssssinen a s s sssesssssenssmmmssnsees . vi
TABLE DES MATIERES ...cocvooiuiveieeeeeneiacsesaeseesesssssesesssssssssesssssssnres e sasssssssssssssssees .ix
LISTE DES FIGURES.......ocsiiierieeeeeeeeeteteietesvessesassesssssssasssssssenssssesssinn m e s aaessesesasesssssnnees Xiil
LISTE DES TABLEAUX .....coouitotieteeetcieeete et tetesesetsse s sas e sesssassisss s s ssesesassssssssnssseee XV
LISTE DES ANNEXES......ooooioietiiteene ittt ese e seenseesetssessssssssesssssssssinse s s nnsssessasossssnns XViii
CHAPITRE 1 INTRODUCTION ........ooiioieiieeeeeeeeeeeeeeeeetsessses s esssisas s e e e sereesesssssssseases .1
CHAPITRE 2 REVUE DE LA LITTERATURE ...ttt eeseeeee e e eeeeeesesessessennenen .6
2.1. Influence écologique des lIChEnS ..........coveeieievieiereeeieieeeeieeenie e e resesrisessese e e 7
2.1.1. Compétition ou facteurs pPhySIQUES .......cceceveririrreiiriinrie e eeeeereeenstinneeeeee 7
2.1.2. Influence allélopathique ou facteurs chimiques.......ceccceiiiininiiniiiiannss 7
2.2. 1Achens QU @eNre CIAAiNG ............oovcveeueeeeeeeeeieeieeeeeeeeaeeeeeveee e e e et tssissssasn e 9
2.2.1. Morphologie des Cladinacees ..........ccceoeeereeireveecreerreiiiee cenneereessessiinsssees s 9
2.3. Métabolisme secondaire des HChEnS..............cveveveevrverveeeeeneeriiiien e e eereevesesiseisenees 12
2.3.1. Métabolites secondaire des liChens ..........cc.ocoeeevueriviecnveeereeieeieees 12
2.3.2. Role des métabolites secondaires...........oeeeeeeeeeecrveerene evneeeieereniinneenes 14



2.4. Structures des composés phénoliques des lichens.........ccccccoeviiiiiiiiiniicinineess 16
2.4.1. Composés monoaromatiques: les orcinols et f—orcinols.........c.cccoeuee.n .16
2.4.2. DEPSIAES ...cueertruviereiiiieieieeteeaeeere e eeteeses e et e e ranste s s s e e e ebesnesaeteasaraee e . 18
2.4.3. DEPSIAONES ...uoovveereririerieieierreeessreessseeeeeeneserse et eresannie s seessenessssserenasssees .21
2.4.4. Dibenzofurane et acide USNIQUE .........cocevvvmrmiiriiciiecineeveenerieinienene s 22
2.4.5. AULTES COMPOSES .....ovevieiiimerieieeeecitetetiene s rreeire s s s s et bt re e s .23

2.5. ACtiVIté DIOIOZIQUE ....cveveeeiieiieeiceieeteete ettt ere st s seeebense s e e e enessenensransanenes .24
2.5.1. Activité des extraits de Cladina stellaris et Cladina rangiferina............ 25
2.5.2. Activité biologique des composés monoaromatiques..........c.cceueecruenenns 25
2.5.3. Activité biologique des depsides et depsidones .........cceceeevvniinicinencnnns 26
2.5.4. Activité biologique de ’acide USNIQUE. .....c.cccoeuvvrirrimecceverenniiiiceneenes .27

CHAPITRE 3 PARTIE EXPERIMENTALE ET METHODOLOGIE.........c.ccooemmivccrrrren 28

3.1. Considérations ZENEIAIES ............c.oceueeueeeeeeeerieieeriereeeseeeeesriss e s esveesseseessnsasnases e ee 29

3.2. Echantillonnage des TIChENS........oviieicieeeeeeee e e e et e e e 30

3.3. Identification des ESPECES .........ceveveververeneericiereieesesersieeeteeriinss s nsssessesessinesaesesees 30

3.4. Chromatographie sur cOuChe mMinCe .............cceeemereeriieeeecreeie e eeeseesneeiesneees 31

3.5. Extraction des composeés liChemiqUES ............eeveeuevermereeueenueiiinn ceeesuerereersnnnrinsenes 32
3.5.1. Extraction au SOXhIEt .........cccceveriiiieiririenrniceeiteee i e e e eeetereseennninne e e 32
3.5.2. Extraction fractionnée par solvants au Soxhlet.............ccoeeveeeviininnenen 34
3.5.3. Extraction par macération dans le solvant..........cccccveceeereenreriinnniiereees 35

3.5.4. Entrainement 12 VAPEUL..........ccoueeueeeririerienieesieiien s e eeeevesessininnsne e e 35



X1

3.6. Séparation des composantes des extraits par chromatographie €clair et par

PATtItioN......ceeeeeeeeeeeeeeeeeneennn ttretesveesrereeseeisbsesnseeeeeesbteentesteaeeeaestiieaneenrareesareniiaee s .36
3.6.1. Chromatographie €clair..........cccocevervieeeiiiiniiiiitcse e e .36
3.6.2. Fractionnement par solubilité différentielle ou par partition ................. 38

3.7. Chromatographi€ €t SPECtIOSCOPIC. ... ..euverrreereriererreiererrreseeainnes e seemseaeesesesisensesees 39
370 GOMS ettt sttt et e et .39

3.8. Chromatographie liquide haute performance (HPLC) ........cc.cceeveveerirerinrieninens 41
3.8.1. Appareils et cOloNNES ULIlISES......ceervuerririiriereneteririree s e sereaeienn s 42
3.8.2. Préparation des SOLVANLS ........c.ceverierierieriiiieieenie e s e sreteisniseaeneaeee 43
3.8.3. Préparation de I’échantillon ...........cccocuereerinneieeeniiieie st 44
3.8.4. Méthodes analytiQUES.........ccvveereeeiieeiiieeiieieiteee e s e e eeveseeserserasea oe 44

3.9. RMN 'H et RMN PCrvtrniircsieeeeeee s ssssssssss v s sssssssssssssse s 45

3.10. Evaluation de I’inhibition de croissance cellulaire (ICs50 )errerm e eeeeeierereireeeees 46
3.10.1. Culture Cellulaire .........c.coceeveirieiinieiiiiietcectee e s e 48
3.10.2. TSt AE SUIVIC ..cneeerniiiriirtenieeiiieee st eieseestssestes b aasstns s s mesessessesinsissesnnee 48
3.10.3. Test de réduction cellulaire avec la RESazurine ...........cveveereveererercerenees 49
3.10.4. Quantification de I’ADN cellulaire par le Hoechst 33342..................... 50

CHAPITRE 4 RESULTATS ET DISCUSSION .......ovuimmeeieeeieererssessse s reeeseessseenesreesennes 52

4.1. Identification deS ESPECES ........cccucverreeeercrereiereeeeee ettt eeeeseiise s eeeneesesesssssseneneen 53

4.2. Extraction SUr Clading StEIIQTis ............coooueeeeeeeeeeereeereeeseesiiee e vveeeeneesssssssenees 54

4.3. Extraction Sur Clading rQRGIfering.............oeeeeeeeeeeververeeeeeesise e eeeeeeresecessssesnenns 59

4.4. Analyse par CCM des composés de Cladina stellaris et Cladina rangiferina.... 60



X1i

4.5. Analyse par chromatographie gaZEUSE ..........c.ceveuerereeerueesseimencemmerrressnseninseree 64
4.5.1. Analyses des extraits par Soxhlet de Cladina stellaris .............c..c... 66
4.5.2. Analyse des extraits a température ambiante de Cladina stellaris.......... 76
4.5.3. Analyse des huiles essentielles de Cladina stellaris ................conen. 80

4.6. Analyse des composés de Clading rangifering ............cooveeeeeveeumeecenneervmnecrcse 85
4.6.1. Influence de la chaleur sur I’acide atranorique ........ccceeeevvvminininicnens 85

© 4.6.2. Analyse des extraits au Soxhlet de Cladina rangiferind...........cvve-. 86

4.7. Analyse des extraits EtOH-H,0 par HPLC et tentatives d’isolation par HPLC
SEIMI=PIEPATALIT.......eevirieieeeieiereeteetieiete ettt es st reae s e s e eeaebrss e 2 e s s msessessessnnssansenas o1

4.8. Fractionnement de I’extrait 4 ’'EtOH et Analyses des fractions obtenues par

COM @t HPLC ...ttt as st e sbebessss e e a2 e ese st ssbasnssaese s 94
4.9. Séparation par chromatographie €Clair...........co.cooeuiviveeecreereriines ceeeeeeereeeinnniresees . 99
4.10. RMN de I’acide usnique isolé chez cladina stellaris .........oveneeeeeeveeeereriennenes 101
4.11. Analyse par RMN des produits isolés chez Cladina rangiferina.................... 102

4.12. Evaluation de I’effet sur la croissance cellulaire (IC50) d’extraits de Cladina

stellaris et Clading FANGIfEFING ............cucueeeeeeererereeeeeseseeeseeriiisn e e e e eesresssssssisiens 105
CHAPITRE 5 CONCLUSION .....ovotitiiiieeteeraeeetetstesecsessseeses st sessessns s e e ssssesassassinnnas 110
5.1. Conclusions GENETALES .........c.ooeuveveeieeerieeeeececeeeeeee et enn s e ereseensssaeen 111
5.2. PerspectiVes fUtUIES ....cceeuriierireeeeeieieie et eas s e e s eessssassessnsesaas 113

BIBLIOGRAPHIE .........cvvierireireenensaeiiissesesssse s st sssssssasssessss s ssssesn s s e s seesasssssssssssnss 115



x1ii

LISTE DES FIGURES
FIGURE 1 : TAPIS DE LICHENS e eeeetteeeeeeesiseaeeeeeseeesssaaeeeeeessssessssesesssssnnesas s snsses . 9
FIGURE 2 : CLADINA STELLARIS «.ecveeeeeeeeaseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessssassssssessseesnenesnsnnsssenssensssenernns 10
FIGURE 3 : CLADINA RANGIFERINA «...eeeeeeeeeeeeeeeereseseessessaasseseneeesesessesssasssras s snesseesnnsersomsssseren .11

FIGURE 4 : STRUCTURE DE QUELQUES COMPOSES MONOAROMATIQUES. ....cevveeeerercsmmmrisneess 17
FIGURE 5 : STRUCTURES DE QUELQUES DEPSIDES .......ucuvuruerrersesersssseesesinnee semesssssssmsssnmsscens 19

FIGURE 6 : VOIES BIOSYNTHETIQUES SUGGEREES POUR LA FORMATION DES META-DEPSIDES

ET DES DEPSIDONES [44]. ooeonniiiiiieieee et eeeere et esieesvessane s asestien s e s eesvessrsssssssnenns 20
FIGURE 7 : STRUCTURE DE QUELQUES DEPSIDONES .........cvceevmereeseensaniriessnsnsssesessssmmsssnenss 21
FIGURE 8 : STRUCTURE DES DEUX ENANTIOMERES DE L’ACIDE USNIQUE (21)..cccveveuiiiirenees 23
FIGURE 9 : COMPOSANTES DE L’EXTRACTEUR TYPE "SOXHLET" ......oevviriieeeenenennreinnniinsneses 33
FIGURE 10 : PARTITION DE L’EXTRAIT A ETOH DE CLADINA STELLARIS ... eeeeeverererennrersnees 38
FIGURE 11 : CCM DES EXTRAITS DANS L’ELUANT A ...uooviuieieiiniteeeeeeeeeiiie e s seneesssnsenssennsenses 61
FIGURE 12 : CCM DES EXTRAITS ETOH-H;0 DANS L’ELUANT Ao et eriasene e 63
FIGURE 13 : FRAGMENTATION DE L’ACIDE USNIQUE (21) [27].cccvevueuivereiie e eee e snaeee 67

FIGURE 14: FRAGMENTATION PROPOSEE POUR LE B-ORCINOLMETHYLCARBOXYLATE (5) [97]

FIGURE 15 : DEGRADATION THERMIQUE DE L’ACIDE PERLATOLIQUE (13)...cceveviiveririsenriee 69
FIGURE 16 : FRAGMENTATION PROPOSEE DE L’OLIVETOL (3) [86,99]....covvcvveeeeerreereviccssseneeas 70
FIGURE 17 : STRUCTURE DU BIS-(2-ETHYLHEXYL)ADIPATE (26).....ceeeueeereeeeeeeeeerieromnesersesnns 71
FIGURE 18 : FRAGMENTATION PROPOSEE POUR LE 4-O-

METHYLOLIVETOLETHYLCARBOXYLATE (31) [86,97] cvvevveviiniie e eeereeeeerrrinsieneee 74



X1iv

FIGURE 19 : STRUCTURE DU NONANAL (36) ET DU DECENAL (37) wvueetieneereeereceerreenesrianees 79
FIGURE 20 : STRUCTURE DU 4-O-METHYLOLIVETOLMETHYLCARBOXYLATE (39) ... .79
FIGURE 21 : STRUCTURE DE QUELQUES COMPOSES DE L’HUILE ESSENTIELLE DE CLADINA

STELLARIS c..covtinieeeeeeeeeneeetntettaasteseeissansasssasaasennsesssnnesasseesasstans s anssssaesesansessneresen .84
FIGURE 22 : FRAGMENTATION PROPOSEE POUR LE METHYLHAEMATOMMATE (7) [99]......... 88
FIGURE 23 : PARTITION DE L’EXTRAIT A L’ETOH DE CLADINA STELLARIS ......eveveeeerrvrrrirserens 94
FIGURE 24 : PARTITION DE L’EXTRAIT A L’ETOH DANS LE MELANGE CHCL3-H,0.............. 95
FIGURE 25 : PARTITION DANS LE MELANGE HEXANE-90 % MEOH AQ. .....eevveevirreereriviienens 96
FIGURE 26 : ETHANOLYSE DE L’ ACIDE ATRANORIQUE (14) e e 100
FIGURE 27 2 ACIDE USNIQUE (21)1.uuvetutiveieeeeeeeeee e eeseesieesssesie e ensren e e sneeesessnassanmsnanes 101
FIGURE 28 : STRUCTURE DE L’ETHYLHAEMATOMMATE (8) ET DU B-

ORCINOLMETHYLCARBOXYLATE (5) ..uvevveveeeeteienieeieretinereseseiten s msnsssensesesemonssnnas 103



XV

LISTE DES TABLEAUX
s
TABLEAU | : REACTIONS COLORIMETRIQUES DES CLADINA .vuveteeeeeeveerireearessreesesesssssnssenes 11
TABLEAU 2 : PRINCIPALES CLASSES DE METABOLITES SECONDAIRES DES LICHENS [44]....... 14
TABLEAU 3 : PROVENANCE ET GRADE DES REACTIFS ET SOLVANTS ....covevvneeeveraesereririnseees 29
TABLEAU 4 : COMPOSANTES ET PARTICULARITE DU GC-MS.....cooiiitiirieneeeeereeeereessresesees 40

TABLEAU 5 : CONDITIONS D’OPERATIONS GC-MS UTILISEES POUR L’ANALYSE DES HUILES
ESSENTIELLES ET DES COMPOSES EXTRAITS DES LICHENS. ....covuneereereeesrennninnereeee 41
TABLEAU 6 : TYPES DE CHROMATOGRAPHES ET COLONNES UTILISEES POUR LA HPLC........ 43
TABLEAU 7 : NOMS ET PROVENANCE DES PRODUITS UTILISES EN CULTURE CELLULAIRE ET
POUR LES TESTS D’ACTIVITE ....oviieeerneeeieieniereeteerseresesessessesie s s snas s esseensesnmsmnnenens 47
TABLEAU 8 : CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES ET RESULTATS DES REACTIONS
COLORIMETRIQUES POUR LES ESPECES ETUDIEES. .......crveueeveriiieeeaneeeeeiseessesiinresees 54
TABLEAU 9 : CONDITIONS POUR LES EXTRACTIONS AU SOXHLET, PAR MACERATION ET PAR
ENTRAINEMENT A LA VAPEUR SUR CLADINA STELLARIS. ..evevveveveeeeeerrreveeseerinssesvens 55
TABLEAU 10 : CONDITIONS DE L’EXTRACTION FRACTIONNEE PAR SOXHLET SUR CLADINA
STELLARIS «..cvveeveeeesreeerteiteeereasiassssseessaesessesseessssseesiasessssasssnsesin s sesnsnnsssssssimmeresases 58
TABLEAU 11 : CONDITIONS POUR LES EXTRACTIONS PAR SOXHLET ET PAR MACERATION SUR
CLADINA RANGIFERINA ....vvvvenveverecasreereseeseseesessssenssssssesssssasnssisss s annsssssesesmssssissassnn 59
TABLEAU 12 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE L’EXTRAIT A
L "HEXANE DE CLADINA STELLARIS .....ccvevveveeieiseeeeesesesssssssssissae esssssssssssssosssssenes 66
TABLEAU 13 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE L’EXTRAIT AU

CHCL3 NO 2 DE CLADINA STELLARIS v veeveeeeeeeeeereeresevevereesesressss e seesesessssssosssessns .72



XVi

TABLEAU 14 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE

L’EXTRAIT AU CHCL3NO 3 DE CLADINA STELLARIS «...evvveeeeveviriemaneeveseeiseeesnssesenenns 72
TABLEAU 15 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE L’EXTRAIT A

L’ETOH DE CLADINA STELLARIS «.....vcuvveeereveerriierasesssessnnssessnssiee s sesseessensssosmmiseses .75
TABLEAU 16 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE L’EXTRAIT

CHCL;-MEOH DE CLADINA STELLARIS ....ocvvvueeareanrereennesessissie seenessssesssssnssennse 77
TABLEAU 17 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DE L’EXTRAIT DCM-ACETONE DE

CLADINA STELLARIS......vcveveeeeeveereveiveeesesssressessessesessesessnnsssessssinse o esmnsesntsnssinsmnnseesns 80
TABLEAU 18: DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES VOLATILES DE

L'HUILE ESSENTIELLE DE CLADINA STELLARIS ...ocvevvvvereeeeeeevreinsine eneeeenteseesinsiinsessnne 82
TABLEAU 19 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DE L’ACIDE ATRANORIQUE (14). .. 86
TABLEAU 20 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE L EXTRAIT AU

CHCL;3 DE CLADINA RANGIFERINA .........coveeueeeeerieereisvssssseesssssinss s esaensansassssisssessnan 87
TABLEAU 21 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE L’EXTRAIT A

L’ ACETONE DE CLADINA RANGIFERINA. ....ccoeeveeevevereeereeeessaessssiissn s seesessssessinsrssnases 89
TABLEAU 22 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES ET MS DES COMPOSES DE L EXTRAIT A

L’ETOH DE CLADINA RANGIFERINA. .......oeeueeeeaeeeeevieieesseesveessisssn = snesssssesssninsinns - 91
TABLEAU 23 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES DE L’EXTRAITS ETOH-H2O (4:1) DE

CLADINA STELLARIS. ...uvovveeveenvereeeveevssassnesesessesssssesesessssssssssssssiisn = seesssesesssinmsssessnns 92
TABLEAU 24 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES DE L’EXTRAIT ETOH-H,O (4:1) DE

CLADINA RANGIFERINA «..veeeeeeeeeeeeeeeesaeereseseaeeessesessssssesesseasssssen s aeesasesssssssrsssenaans 93



Xvii

TABLEAU 25 : DONNEES CHROMATOGRAPHIQUES DE L’EXTRAIT A LA FRACTION
00 % MEOH AQ «euvviieeieeee ettt e et e eeeeeineeeeecaeessee st taeerises s o e semetesssniessanassons .98
TABLEAU 26 : ASSIGNATION DES SIGNAUX OBSERVES EN RMN 'H ET RMN '°C DEL’ACIDE
USNIQUE (21) 1.nttitieeieeeieeeeeeieestr e teecevteesvaeeeetnaeesaesesasaeasessiesa s s e essessssenssnsssens 102
TABLEAU 27 : ASSIGNATION DES SIGNAUX OBSERVES EN RMN 'H ET RMN '*C DE
L'ETHYLHAEMATOMMATE (8). ...cveuvetierieiireieteiteeeneseseeseeesssensins e s esvessessscnsnnens 103
TABLEAU 28 : ASSIGNATION DES SIGNAUX OBSERVES EN RMN 'H ET RMN '°C pu p-
ORCINOLMETHYLCARBOXYLATE (5) .eeveieueeeiriierenrerenesennneenneniaes e seessensesesessannaens 105
TABLEAU 29 : CYTOTOXICITE DES EXTRAITS ETOH-H,0 DE CLADINA STELLARIS. ............. 106

TABLEAU 30 : CYTOTOXICITE DES EXTRAITS ETOH-H,0 DE CLADINA RANGIFERINA.......... 107



X Vil

LISTE DES ANNEXES
ANNEXE 1 Liste des abréViations .........ceceueueueoveirieiiieseseeeeeisssesesessse aeessssassesssssssssenss 132
ANNEXE 2 Structures des composés identifiés en GC-MS.......c..c.c.eern evvmeereurmemmnes 135
ANNEXE 3 Spectres de masse des COMPOSES ...........oueveemreruivieeenreeessesiiin senssessssessmmnnees 138
ANNEXE 4 Spectres RMN des VS ..........coovevviceeeeeeeeesreeeieeeeeesssine e saseneassesesssssnsees 168
ANNEXE 5 Chromatogrammes des analyses GC-MS ............ccocooereeuimmemeeeneeveresesinniisnees 177
ANNEXE 6 Chromatogrammes des analyses HPLC (Shimadzu).........cuveeeeeveremrciionens 185

ANNEXE 7 Chromatogramme HPLC (Perkin EIMeT) ............coccoorvemrvurnne e ceneeeeeeieriissnnnnees 192



CHAPITRE 1

INTRODUCTION



La forét boréale est considérée comme une des plus grandes richesses du territoire
canadien, aussi bien pour ses aspects économique, récréo-touristique que socio-culturel. Ce
biome qui s’étend tout autour de la terre cache une potentialité inexploitée que révele le
passage de nos ancétres. Depuis longtemps la forét est une source de plantes possédant des
vertus thérapeutiques, d’aliments et de matériaux, comme le bois & partir duquel gravite

I'industrie forestiére. C’est ainsi qu’elle contribue a ’essor de économique du Québec.

Par ailleurs la forét boréale, riche d’une biodiversité qui lui est propre, se subdivise
en plusieurs domaines forestiers, dont celui de la pessiére noire 4 mousses, qui y occupe la
plus grande partie au Québec [1]. Ce territoire qui représente plus de 28 % de la forét
exploitable, se caractérise par un couvert forestier densément peuplé par 1’épinette noire
(Picea mariana (Mill.) B.S.P. ) [1]. De plus, I’incidence variable mais fréquente des feux y
Joue un r6le central puisque c’est ainsi que se maintient la dominance de 1’épinette noire.
Les feux sont essentiels pour assurer sa multiplication sexuée, son principal mode de
régéneration, qui débute rapidement aprés ’incendie [2,3,4]. Ils permettent non seulement
I’ouverture des cones semi-sérotineux, mais créent également un milieu propice a la
germination des graines, par la mise & nu du sol minéral [1,2,3,45]. Par contre sous
certaines circonstances, la pessiére noire 4 mousses s’ouvre et se fragmente
progressivement, ce qui résulte en la formation sporadique de pessi€res a lichens [6].
L’apparition de ces milieux ouverts improductifs constitue une problématique écologique et
économique importante. Mais le processus semble naturellement irréversible, méme apres
plusieurs années, comme en témoignent les modéles de succession végétale

[1,2,5,7,8,9,10].



En ce qui concerne 1’apparition de ces milieux, il y a tout lieu de croire qu’ils sont
la conséquence d’accidents de régénération, possiblement reliés a 1’incidence et l'intensité
des feux accompagnés ou non de facteurs pouvant affecter la production de graines viables
et/ou Dinstallation des semis [3,4,11]. D’aprés le concept de la succession végétale,
I'intensité et les conditions précédant les feux pourraient engendrer des stades successifs,
conduisant aux pessiéres a lichens [2,8]. Selon un aspect dynamique, des feux trop
rapprochés pourraient fragmenter le peuplement par perturbations de la reproduction et/ou
de Dlinstallation des semis [3,5,12]. Par exemple, la conjonction entre des feux trop
rapprochés et I’impact de la tordeuse des bourgeons de 1’épinette, pourrait entrainer un
deéclin de la densité des peuplements [4]. C’est ainsi que la pessiere noire & mousse
disparaitrait pour faire place a des milieux ouverts, dont la strate crypto gamique composée
d’un cortége de lichens (genre Cladonia et Cladina), domine 4 long terme, autant la strate

arbustive qu’arborescente.

Une fois le processus d’ouverture enclenché, plusieurs facteurs seraient
susceptibles de maintenir la structure ouverte et pourraient également 'aggraver [6]. Selon
certaines hypothéses, des causes physiques, se situant principalement au niveau de
I’équilibre hydrique, interviendraient dans la transition de la pessiére noire a mousse vers
une forét fragmentée 3,13,14]. En plus des facteurs physiques, une interférence chimique
entre les lichens et les arbres cohabitant dans ces milieux, pourrait étre aussi en cause. Ce
phénomeéne, baptisé allélopathie, se définit de fagon générale comme une interaction
négative sur une plante modulée par des agents chimiques sécrétés par une autre plante

[15]. Les interactions allélopathiques ont été de nombreuses fois observées et décrites par



la littérature [15,16,17,18,19,20,22,23,24]. Selon certains auteurs, 1’allélopathie est
considérée comme une des causes d’échec de la régénération végétale [18,19,20]. Parmi
les évidences qui soutiennent cette hypothése concernant les pessiéres noires & lichens,
figurent les travaux de Fisher et a/ [16] qui réveélent I’effet inhibiteur d’extraits de lichens
du genre Cladina sur la croissance de plantules de coniféres. Ceci nous améne a suggérer
que la croissance de 1’épinette noire puisse étre perturbée par des composés sécrétés par les

lichens du genre Cladina.

Bien que la plausibilité d’une telle hypothése soit admise, peu de pistes concernant
I’identité des composés susceptibles d’étre actifs permettent d’étudier 1’interaction directe
entre les agents allélopathiques issus des Cladina et 1’épinette noire 2 1’aide d’un modéle
permettant 1’extrapolation écologique. Les connaissances sur les métabolites secondaires
de ces lichens étant peu évoluées, ’objectif principal de ce travail est donc d’étudier
davantage la composition chimique d’extraits issus des lichens Cladina stellaris et Cladina

rangiferina, qui prédominent dans les pessiéres ouvertes. Les objectifs spécifiques sont :
- Extraire et identifier les composés de Cladina stellaris et Cladina rangiferina.

- Mettre au point une stratégie d’isolation pour caractériser les composés

inconnus ne pouvant étre identifiés avec les méthodes d’analyses disponibles.
- Evaluer lactivité biologique d’extraits aqueux sur un modeéle cellulaire animal.

Tout d’abord, afin de bien situer le contexte de cette recherche, une revue de

littérature est présentée au Chapitre 2. Les aspects couverts permettront de se familiariser



avec les lichens étudiés ainsi qu’avec les composés biosynthétisés par ces espéces. 1l sera
¢galement question du potentiel inhibiteur des lichens, plus précisément de I’effet, sur la
croissance cellulaire des extraits et des molécules provenant des Cladina ou de proches
parents. Ceci nous permettra de mieux juger du lien pouvant étre établit pour d’éventuelles

interactions allélopathiques avec 1’épinette noire.

La section expérimentale et méthodologique qui est présentée au Chapitre 3,
permet de prendre connaissance de 1’approche expérimentale développée en vue d’enrichir
les connaissances sur les composés des lichens étudiés et d’explorer le potentiel inhibiteur
de la croissance cellulaire des extraits aqueux. C’est au Chapitre 4, que sont présentés et
discutés les résultats obtenus. L’interprétation des résultats et la discussion porteront
principalement sur certains aspects chimiques des composés des lichens, mais également
sur I’activité biologique des extraits. En conclusion, un bref retour sur la signification des
résultats se terminera par les perspectives futures qui viseront & mieux orienter les projets

ultérieurs.



CHAPITRE 2

REVUE DE LA LITTERATURE



2.1. INFLUENCE ECOLOGIQUE DES LICHENS

Les interactions présentes dans une communauté naturelle sont non seulement
régies par des facteurs physiques comme la compétition pour la lumiére ou 1’eau, mais
aussi par les mécanismes de défense face au voisinage, pouvant se traduire par la libération
d’agents chimiques [15,17,18,19,20]. Plusieurs études suggérent que la pessicre noire a
lichens se préte aussi & ce type de relation, ou ’implication des lichens semble

omniprésente, a en juger par la littérature [9,21,22, 23,24,25,26,27,28,29].

2.1.1. Compétition ou facteurs physiques

Tout d’abord, le caractére compétitif du lichen se laisse entrevoir par la structure
compacte formée par 1’établissement de vastes colonies. Le tapis de lichens agirait comme
isolant thermique et abaisserait considérablement la température du sol sous le couvert [13].
La diminution de température est un facteur limitant pour le métabolisme racinaire [14].
De plus, le couvert de lichens, en absorbant une grande quantité d’eau, pourrait aussi agir
sur le taux d’humidité du sol [13]. Finalement, par sa capacité d’absorber les nutriments, le
lichen pourrait perturber les cycles d’éléments nutritifs en les rendant moins disponibles

pour les autres plantes [13,14].

2.1.2. Influence allélopathique ou facteurs chimiques
De nombreux composés allélopathiques ont été identifiés pour leurs effets

inhibiteurs sur des plantes agricoles de méme que sur des plantes indigénes [17,19,20]. Ces



produits sont généralement des phénols, comme les acides féruliques, les acides cafféiques,
des coumarines et des terpénes, pouvant étre lessivés ou sécrétés [17,18,19,20,21,22]. 1ls
sont possiblement accumulés dans des structures spécialisées, assurant ainsi la protection
de I’organisme qui les métabolise [17,19,20]. Une fois relachés a I’extérieur de la plante,

les agents allélopathiques seraient absorbés par les tissus végétaux des plantes voisines.

Plusieurs observations font référence a des facteurs chimiques, soit les interactions
de type allélopathique, auxquelles est associé un faible taux de croissance de I'épinette
noire poussant en compagnie des lichens [9,15,18]. La présence de substances chez les
lichens pouvant affecter la croissance végétale a été démontrée a plusieurs reprises par
I’étude de leur activité biologique sur divers modéles de plantes [15,22,25,26,27,28,29].
Cependant, les travaux n’ont pu, jusqu’a maintenant, identifier clairement une relation

allélopathique entre le lichen et I’épinette en milieu naturel.

D’autres travaux stipulent que ’effet des lichens Cladina rangiferina et Cladina
stellaris sur la croissance des arbres se fait par reldichement de substances chimiques, qui
auraient un effet non pas sur ’arbre, mais sur les champignons mycorhizateurs racinaires
[23,24]. Une telle interaction affecterait de fagon significative la croissanice des plantules et
des transplants, par réduction de ’accumulation des nutriments comme le phosphore et

Pazote [14,15].



2.2. LICHENS DU GENRE CLADINA

Dans la pessiére noire a lichens, la strate cryptogamique est principalement
occupée par les lichens du genre Cladina. Ce sont Cladina rangiferina (L.) Wigg. et
Cladina stellaris (Opiz) Brodo qui figurent parmi les espéces les plus abondantes. Elles y
forment un tapis dense et hétérogéne avec d’autres lichens, au pied des arbres et éricacées

(Figure 1). Le cortége de Cladina est composé également des espéces arbuscula, mitis et

stygia [31].

Figure 1 : Tapis de lichens

2.2.1. Morphologie des Cladinacées

Longtemps considérées comme des lichens du genre Cladonia, les Cladina
(Cladonia sous genre Cladina) forment une classe distincte. Ces lichens issus d’une
association symbiotique entre un ascomyceéte et I’algue unicellulaire Trebouxia, se
différencient des Cladonia par I'absence de cortex externe et de thalle primaire (corps

végétatif adhérent au substrat) [32,33]. Ces lichens fructiculeux terricoles sont dressés par
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un podétion (tige) vide, souvent abondamment ramifié mais dont les extrémités sont
généralement dépourvues d’apothécie (fructification discoide ou en forme de coupe) [33].
Comme ils n’ont pas de cortex externe, c’est la couche médullaire cartilagineuse du
mycosymbiote (mycéte associé) qui assure le maintien du thalle et 1’enchassement du
photosymbiote (partenaire photosynthétique) [32,33]. Pour Cladina stellaris, le thalle est
formé par des ramifications d’un diamétre équivalent au podétion et dont les extrémités
sont orientées dans toutes les directions, Ini donnant la forme d’un buisson dense

[33,34,35]. La Figure 2 présente I’apparence générale de Cladina stellaris [32].

Figure 2 : Cladina stellaris

Pour Cladina rangiferina, le podétion est plus large que les ramifications qui sont
d’ailleurs moins fréquentes que chez Cladina stellaris (Figure 3). Les extrémités sont
formées par des petites pointes brunes dirigées dans la méme direction et sont ramifiées en

groupe de quatre [32,33,34,35].
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Figure 3 : Cladina rangiferina

En plus des critéres morphologiques les lichens peuvent étre identifiés par des tests
colorimétriques. Ces tests qui s’effectuent directement sur le thalle, utilisent la para-
phénylénediamine (PD), I’hydroxyde de potasium (KOH) et I’hypochlorure de calcium
(CaOCl) [27.32,33,34,36]. Le Tableau 1 donne les réactions colorimétriques pour les
lichens retrouvés en Amérique du Nord et généralement présents dans les pessiéres

ouvertes [32].

Tableau 1 : Réactions colorimétriques des Cladina

Test Cladina Cladonia
arbuscula mitis rangiferina stellaris stygia _ _ uncialis ___

KOH () ) (+) jaune ) (+) jaune ()

CaoCl ) () ) ) 8 g

PD (+) rouge vif -) (+) rouge orangé (-) (+) rouge orangé ()

KOH+CaOCl (+) jaune (+) jaune () (+) (-) (-)

Tel que le montre le Tableau 1, ces tests sont trés utiles pour discriminer les

espéces, a I’exception de Cladina stygia qui ne peut étre différencié de Cladina rangiferina
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par cette méthode, d’ou I’importance de prendre en considération les critéres
morphologiques. Le thalle de Cladina stygia va du brun au noir, tandis que celui de

Cladina rangiferina est gris cendré.

La réaction au PD indique la présence de 1’acide fumarprotocétrarique (19), qui est
absent chez Cladina stellaris et Cladina mitis. C’est ainsi qu’il est possible de différencier
Cladina mitis de Cladina arbuscula qui présentent une forte similarité morphologique. La
coloration allant du jaune a ’orangé est obtenue suite a ’attaque du carbonyle aldéhydique
par 1’amine primaire (de la PD) entrainant la formation d’une base de Schiff [27,37]. La
réaction avec le KOH permet d’identifier les depsides, comme 1’acide atranorique (14), qui
donne la coloration jaune foncé observée uniquement chez Cladina rangiferina et stygia.
Cette réaction est obtenue suite a I’hydrolyse du lien ester du depside [27,37]. Le test avec
I’hypochlorure de calcium ou de sodium (CaOCIl ou NaOCl) est négatif pour les espéces
rencontrées en Amérique du Nord. Moins fiable en raison de son manque de stabilité, cette
réaction est presque toujours précédée par le test du KOH, qui donne alors une coloration
d’un jaune intense pour Cladina arbuscula et mitis, tandis qu’une coloration jaune péle est

obtenue pour Cladina stellaris.

2.3. METABOLISME SECONDAIRE DES LICHENS

2.3.1. Métabolites secondaire des lichens

Les métabolites secondaires sont des composés non structuraux localisés dans

certaines parties des végétaux [38]. Généralement de faibles poids moléculaires, leurs
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structures trés variables dérivent des métabolites primaires [39]. Jusqu’a maintenant plus
de 700 métabolites secondaires, dont la structure a été élucidée, sont connus chez les
lichens [27]. Le statut symbiotique des lichens fait en sorte que des composés uniques y
sont métabolisés. Ces composés sont souvent apparentés aux produits biosynthétisés par
les mycetes non symbiotiques. La majorité des composés secondaires retrouvés chez les
lichens proviennent de la voie biosynthétique des acétogénines [42,44,45,46,47]. Cette
famille représente les depsides, depsidones, dibenzofuranes, acides usnique et depsones,
retrouves spécifiquement chez ces symbiotes (organisme symbiotique) [34,40,41,42]. La
production de certains composés, comme les depsides et les depsidones, nécessite que le
mycosymbiote, soit en présence du photosymbiote, tel que démontré par des expériences in
vitro [40,41,42]. La majeure partie des molécules serait produite par le mycosymbiote, tel
que mis en évidence par la mise en culture d’hyphes symbiotiques isolés chez des lichens
[42]. Le Tableau 2 montre les principales familles de produits naturels et les catégories

auxquelles appartiennent les métabolites secondaires des lichens [42,44].
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Tableau 2 : Principales classes de métabolites secondaires des lichens [44].

. Voie des acétogénines
A. Acides aliphatiques secondaires, esters et composés apparentés
B. Dérivés aromatiques de l'acide acétique
1 Composés phénoliques mononucléaires
2 Dérivés di- et tri-aryl de phénol simples
a. para-, meta-Depsides, tridepsides et esters de benzyl
b. Depsidones, depsones et diphényl ethers apparentées
c. Dibenzofuranes et dérivés de l'acide usnique
3 Chromones
4 Naphthoquinones
5 Xanthones
6 Anthraquinones et xanthones biogéniquement reliées
Il. Voie de l'acide mévalonique
A. Di-, sester- et triterpénes
B. Steroides
lll. Voie de l'acide shikimique
A.Terphénylquinones
B. Dérivées de l'acide pulvinique

Une description détaillée des caractéristiques structurales des dérivés aromatiques

des lichens, sera effectuée a la section suivante.

2.3.2. Role des métabolites secondaires

Plusieurs  hypothéses ont  ét¢é  émises  concernant leur  rdle
[17,19,20,26,27,34,38,39,42]. IIs ne semblent pas essentiels a la croissance végétale, mais
peuvent jouer un rdle important dans les mécanismes de défense contre les agressions
extérieures [38,42]. Notamment, certains métabolites tels que les anthraquinones,
pourraient agir comme pigments accessoires, permettant en condition de faible luminosité
de capter I’énergie solaire ou a I’opposé, de protéger 1’organisme contre les effets nocifs
induits par les radiations solaires [42]. Outre leur r6le comme agents protecteurs contre les

stress physiques, les métabolites secondaires interviennent dans les mécanismes de défense
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dirigés contre divers organismes. Par exemple, les terpénes et les dibenzofuranes possédent
des propriétés antibactériennes et antifongiques [31,38,42,43]. Les effets biologiques des

métabolites de lichens seront traités en détails a la section 2.5.

2.3.3. Voies biosynthétiques des produits phénoliques

Les produits phénoliques sont difficiles a décrire car ils forment un vaste ensemble
de produi‘ts naturels d’une grande diversité structurale. A prior, ils sont caractérisés par la
présence d’au moins un noyau benzénique hydroxylé. La formation de ces composés peut
étre issue de deux voies biosynthétiques. La plus courante est celle de I’acide shikimique
qui utilise comme précurseur les acides aminés aromatiques. Cette route biosynthétique
conduit aux acides benzoiques, acétophénones, lignanes, lignines et coumarines. L’autre
voie, celle des acétogénines (polyacétates), utilise comme précurseur 1’acide acétique
activée sous forme d’acétyl-S-coenzyme A [39]. Le couplage des unités acétates conduit a
la formation des poly-f-cétoesters qui, aprés cyclisation (condensation de Claisen), donnent
naissance aux composés mono ou polycycliques. Les orcinols, les quinones, les xanthones,
les depsides et les depsidones en sont des exemples. Des réductions et des variantes de
’aldolisation conduisent respectivement a la formation des acides gras et aux dérivés
isopréniques, soient les terpénes, via I’acide mévalonique, aux dérivés isopréniques

[39,42,44].
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2.4. STRUCTURES DES COMPOSES PHENOLIQUES DES LICHENS

2.4.1. Composés monoaromatiques: les orcinols et B—orcinols

Les composés monoaromatiques sont des dérivés phénoliques simples issus de la
cyclisation des chaines poly-fB-cétoesters. Deux composés aromatiques seraient a l'origine
de la variabilité des substances lichéniques, l'orcinol (1) et le B-orcinol (2). La Figure 4

montre la structure de ces molécules et d’autres composés aromatiques connus [42,44].
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Figure 4 : Structure de quelques composés monoaromatiques.

L’orcinol (1) est dihydroxylé en position 1,3 et méthylé en position 5, tandis que le
B—orcinol (2) contient deux groupements méthyles et orienté en position 2,5. Ces deux
précurseurs peuvent, a la suite de diverses réactions (C-hydroxylation, O-méthylation,
alkylation, isoprénylation et oxydation), conduire & une large variété de dérivés mono-

cycliques [42,48]. La caractérisation des composantes de I’huile essentielle de Evernia
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prunastri et furfurcea montrent que les composés monoaromatiques y sont abondants
[49,50,51]. C’est ainsi que la présence de 1’olivétol (3), un dérivé alkylé (pentyl) de
’orcinol (1) et son dérivé monométhylé, 1’olivétolmonométhyléther (6), ont été identifiés.
L’absence des composés monaromatiques dans les cultures de mycobionts isolés propose
qu’ils sont liés a I’enzyme catalysant le couplage jusqu’a ce qu’ait lieu la conjugaison [34].
C’est pourquoi la plupart des dérivés monoaromatiques chez les lichens, sont considérés
par plusieurs auteurs comme des produits de dégradation des depsides et depsidones

[27,49,52,53,54].

2.4.2. Depsides

Les depsides sont une classe de molécules probablement issues de la famille des
acétogénines, puisqu’ils semblent dériver des composés monocycliques décrits
précédemment. A la longue liste de depsides connus, s’ajoutent sans cesse de nouveaux
composés bicycliques dont les caractéristiques structurales font 1’objet de nouvelles
découvertes [44]. Leur squelette de base est formé par I’estérification ou le couplage
oxydatif de deux noyaux monoaromatiques, ce qui engendre une structure polycyclique
[42,48,55]. Le noyau A directement lié sur le carbonyle de 1’ester est joint au noyau B via
’attachement sur I’oxygéne (Figure 6). Ce type de composé pourrait aussi étre formé par
la condensation de deux dérivés de ’acide hydroxybenzoique, le groupement carboxylique
de la premic¢re molécule s’estérifiant avec I’hybroxyle phénolique de 1’autre molécule [42].

Comme les depsidones, ces molécules peuvent étre classées selon leur précurseur
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biosynthétique et en fonction de la position des substituants. La Figure S représente les

principales depsides connues du genre Cladina.

OH
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HaCO OH HaCO
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i :COOH
\ /ﬁ)i\L
HO OH

Acide gyrophorique (17)

Figure 5 : Structures de quelques depsides

La biosynthese des depsides et des depsidones pourrait se faire telle qu’illustrée a

la Figure 6.
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Figure 6 : Voies biosynthétiques suggérées pour la formation des meta-depsides et des
depsidones [44].

Ainsi les meta-depsides pourraient étre issus des para-depsides par C-
hydroxylation d’un carbone aromatique en ortho par rapport au lien depsidique, suivie
d’une migration d’un groupement acyle. Les variations structurales des para-depsides et
meta-depsides, sont dues a la longueur des chaines en position 6 (noyau A) et 6’ (noyau B)

ainsi que de leur degré d’oxydation (le noyau A étant généralement plus réduit que le noyau
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B). Il existe aussi une autre classe : les tridepsides, comme 1’acide gyrophorique (17), ou

les unités aromatiques sont attachées en position para par rapport a ’acide carboxylique

libre.

2.4.3. Depsidones

Les depsidones sont basées sur un squelette composé de deux noyaux benzéniques
A et B, doublement pontés par lien ester en position 1-4’ et par un lien éther en position 2-
5°. Certaines évidences suggerent que les depsidones sont dérivées des para-depsides [55].
La formation des depsidones impliquerait une hydroxylation en 5* du noyau B, suivie d’une
migration d’un groupement acyle et d’un réarrangement qui finalement conduirait a la
depsidone, comme illustré a la Figure 6 [44]. La Figure 7 montre les depsidones connues

chez les Cladina.
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Figure 7 : Structure de quelques depsidones



22

Les depsidones se divisent en trois classes qui leur sont attribuées en fonction des
précurseurs biosynthétiques. Les depsidones de la premiére classe sont composées de deux
noyaux benzéniques dérivés de ’acide orsellinique (10). La seconde classe est formée par
les dérivés de I’acide carboxylique C-methylé du B-orcinolméthylcarboxylate (5). La
troisiéme classe est issue de dérivés provenant d’un couplage oxydatif mixte entre les deux
précurseurs décrits précédemment [55]. La variabilit¢ des molécules est due a des
modifications secondaires telles que 1’0O-méthylation, C-prénylation, I’oxydation des
groupements méthyles ou la décarboxylation. Des expériences in vitro démontrant le
couplage oxydatif de benzophénones, suggérent que cette voie puisse étre utilisée in vivo.
Par contre, aucune benzophénone n’a été isolée chez les lichens. Selon une autre
hypothese, les précurseurs seraient acylés 1’un par I’autre [55]. Des exemples de ce type de
composés sont retrouvés chez Cladina rangiferina, comme 1’acide fumarprotocétrarique

(19) et I’acide protocétrarique (18).

2.4.4. Dibenzofurane et acide usnique

Les dibenzofuranes et les acides usniques sont une autre classe d’acétogénine
retrouvée chez les Cladina. Les dibenzofuranes sont formées par le couplage oxydatif de
deux noyaux benzéniques séparés par un groupement furane. Les acides usniques
contiennent un noyau aromatique et un noyau acétophénone [39]. La Figure 8 montre la

structure des deux énantioméres de ’acide usnique.
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Acide (-)-usnique (21) Acide (+)-usnique (22)

Figure 8 : Structure des deux énantiomeres de 1’acide usnique (21)

La voie biosynthétique la plus préconisée débute par le couplage oxydatif de deux
diméres de méthylphloroacétophénone, suivi d’une O-alkylation en position ortho par
rapport au lien carbone-carbone des acétophénones [39]. Une derniere étape de
déshydratation conduirait a ce type de molécules [42]. Les deux isomeres, ’acide (-)-
usnique (21) et (+)-usnique (22), sont dus a la présence d’un carbone chiral [56]. L’acide (-
)-usnique (21) est souvent classé comme une dibenzofurane par les lichenologistes et
représente le composé majeur chez certaines Cladina [55]. Comme deux voies
biosynthétiques sont proposées, il peut aussi étre considéré comme un shikimate, si le

précurseur biosynthétique dérive de ’acétophénone [39].

2.4.5. Autres composés

Outres les composés monoaromatiques, les depsides, les depsidones et les
dibenzofuranes, aucune autre famille de métabolites secondaires n’a été rapportée dans la
littérature portant sur le genre Cladina. Peu de travaux ont été consacrés a 1’étude des
composantes chimiques de ces lichens, c’est pourquoi d’autres composés pourraient €tre
identifiés ultérieurement. Les familles susceptibles d’étre rencontrées sont les suivantes :

les depsones, les diphényléther, les dérivés de I’acide pulvinique, les composés terpéniques,
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les acides aliphatiques, les quinones, les xanthoquinones et les naphthoquinones

[27,58,59,60].

Concernant les métabolites primaires; les Cladina contiennent plusieurs
caroténoides, tels que l’o-catonéne et le B-caroténe [61,62]. La présence de sucres et
d’acides aminés a également été rapportée. La quantité de protéines est faible par rapport
aux vegétaux supérieurs, cependant la présence de 19 acides aminés a été démontrée [63].
Des alditols et des polysacharides complexes ont aussi été observés [34,63,64,65,66]. Les
polysaccharides sont formés par liens osidiques variés (type o-1—3°,a-1-4’, a-1-6)

entre des unités de glucose, de mannose et de galactose [63].

2.5. ACTIVITE BIOLOGIQUE

Le potentiel thérapeutique des lichens est depuis longtemps exploité par la
médecine douce [26]. Différentes préparations provenant de lichens ont montrées des
effets analgésiques [26,27], antipyrétiques [26,27], antibactériens [43] et antifongiques
[26]. Plus récemment, les tests de criblage d’activité biologique ont démontré non
seulement leur action anti-inflammatoire [67] mais aussi leur potentiel antibiotique [68].
L’évaluation de I’activité biologique a également révélé des propriétés pesticides [28],
phytotoxiques [29,30], antitumorales [64,66,68,69], antiprolifératives [71], antimitotiques
[68,70], antioxydantes [72] et antivirales [73]. Cependant, les lichens du genre Cladina ont
été bien moins étudiés que les Usnea, Parmellia et Cladonia. Quelques travaux rapportent

que plusieurs métabolites bioactifs issus d’autres lichens sont également présents chez le



25

genre Cladina. C’est le cas pour ’acide usnique (21) et 1’acide atranorique (14), compos€s

majeurs chez Cladina stellaris et Cladina rangiferina respectivement [46].

2.5.1. Activité des extraits de Cladina stellaris et Cladina rangiferina

Des travaux portant sur le potentiel allélopathique du genre Cladina, montrent que
des fragments de Cladina stellaris et de Cladina rangiferina dans des semis d’épinette
blanche, induisent une diminution de la croissance et de 1’accumulation du phosphore [15].
L’influence de Cladonia sur la germination du pin sylvestre a été évaluée a partir d’extraits
faits 4 base de solutions tamponnées [22]. Il semble qu’une activité inhibitrice importante
est observée a forte dose. Des travaux portant sur ’activité d’extraits aqueux de Cladina
ont mis en évidence leur action phytotoxique et suggerent que des dérivés d’acides aminés
pourraient étre responsables du ralentissement de la croissance observée sur des plantules
[22]. L’absorption pouvant se faire au niveau des racines, I’action phytotoxique serait donc
possible avec des molécules hydrosolubles [17]. La littérature ne fait pas état de travaux
portant sur la phytotoxicité de composés hydrophiles isolés chez Cladina stellaris et

Cladina rangiferina.

2.5.2. Activité biologique des composés monoaromatiques

Les produits phénoliques, qui sont présents en grande partie dans les tissus
végeétaux, sont susceptibles de se retrouver dans le sol [74,75,76,77]. Les phénols, tels que
P’acide benzoique, cinnamique ou cafféique, peuvent intervenir au niveau des propriétés

membranaires des végétaux et affecter le transport ionique, résultant d’une baisse du
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phosphore inorganique [77]. Contrairement a ces phénols, il n’y pas d’études qui
démontrent un lien entre les métabolites secondaires d’origine lichénique et I’inhibition de

la germination ou de la croissance des végétaux [76].

La littérature rapporte cependant que certains composés monoaromatiques des
lichens peuvent interférer avec la croissance racinaire et la germination des semis [29,30].
C’est ce que met en évidence, une étude portant sur I’activité inhibitrice de dérivés de
’orcinol (1) effectuée sur deux modeéles de plantes, soit Amaranthus hypochondriacus et
Echinochloa crusgalli. Il a été observé que le méthylorsellinate (4), le B-
orcinolméthylcarboxylate (5) et notamment le méthylhaematommate (7), inhibent de fagon
significative la croissance et la germination des graines [29]. Ce type de composés pourrait
agir sur la photosynthése, au niveau du photosystéme II (complexe moléculaire de

conversion de 1’énergie lumineuse) [14,28].

2.5.3. Activité biologique des depsides et depsidones

Une activité antioxydante des depsides et depsidones, observée notamment avec
I’acide atranorique (14) et I’acide divaricatique, a été mise en évidence sur des homogénats
tissulaires et avec le B-caroténe [72]. Ceci suggére qu’ils jouent un role de défense contre
le stress oxydatif [26,72]. L’acide atranorique (14) présente également une activité
fongicide [28] et anti-inflammatoire [67]. L’acide gyrophorique (17) qui présente une

activité cytostatique et antiproliférative [26], perturberait aussi ’activité du photosystéme II
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[29]. L’activité des depsidones est plus rarement rapportée, mais il semblerait que ces

composés soient de meilleurs antioxydants [72].

2.5.4. Activité biologique de I’acide usnique

L’acide usnique (21) est le métabolite secondaire des lichens le plus étudié [68].
La molécule posséde une forte activité antimicrobienne [26,28] et ces effets antimitotiques
sont bien connus sur des cellules tumorales humaines [68,69,71]. Par contre, son effet sur
les végétaux a été peu ¢tudié¢, mais selon certains travaux, l'acide usnique (21) inhibe, de
facon significative, la germination des graines de laitue [68]. Son activité antifongique a
€té aussi observée chez plusieurs types de champignons dont des champignons

mycorhyzateurs [24,28,68].
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3.1. CONSIDERATIONS GENERALES

29

La provenance ainsi que le grade de tous les solvants, réactifs et standards utilisés

au cours de ce projet sont détaillés au Tableau 3.

Tableau 3 : Provenance et grade des réactifs et solvants

Produit Provenance Grade
Acétate d'éthyle Anachemia Réactif A.C.S., 99.5%
Acétone Laboratoire MAT Réactif A.C.S., 99.5%
Acide formique Fisher Scientific Réactif A.C.S., 99.5%
Acide ushique Aldrich Standard
AcOH, glacial Fisher Scientific Réactif A.C.S., 99.7%
Atranorine Aldrich Standard
Benzéne Aldrich HPLC, 99.9%
CaOcCl Provenance inconnue Grade inconnu
CDCl4 Aldrich 99.8%
CHCl, Laboratoire MAT Réactif A.C.S., 99.5%
Ce(S0,)4(NH,), - 2H,O J. T. Baker 102.4%
DCM Anachemia Reéactif A.C.S., 99.5%
Diéthyléther Laboratoire MAT Réactif A.C.S., 99.5%
Dioxane Aldrich HPLC, 99.9%
EtOH Anachemia Réactif A.C.S., 99.5%
FeCl, - 6H,0 BDH 98%
H;PO, Fisher Scientific 85.30%
H,S0O, Anachemia Réactif A.C.S., 95-98%
Hexane Anachemia HPLC, 99.9%
KOH Fisher Scientific 86.5%
MeOH Anachemia Réactif A.C.S., 99.8%
MeOH Caledon Laboratories HPLC
MoO,(NH,), J. T. Baker 85%
Na,SO, Provenance inconnue Grade inconnu
Oiivetol Aldrich Standard
PD Provenance inconnue Grade inconnu
SiO, Silicycle, 230-400 mesh, 60 A Ultrapure
Alumine J. T. Baker Grade inconnu
Toluéne Anachemia HPLC, 99.9%
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3.2. ECHANTILLONNAGE DES LICHENS

Les échantillons ont été récoltés a divers endroits afin de préserver les colonies
existantes. Pour le début travaux, un premier lot est récolté le 4 mars 2000, sur un site non
enneigé du Parc des Grands Jardins. Le 12 mai 2000, un deuxiéme lot de lichens est récolté
a Chicoutimi. Un troisiéme lot provient d’une récolte effectuée en juin 2000 dans le
secteur ouest du Lac Saint-Jean. Finalement, les autres récoltes sont effectuées au
printemps 2001 a St-Félix d’Otis. Les sites d’échantillonnage sont caractérisés par une
strate arborescente peu dense, constituée d’épinette noire (Picea mariana (Mill.) B.S.P.) et
de pin gris (Pinus strobus, L.). La végétation au sol est majoritairement constituée des
lichens Cladina rangiferina, Cladina stellaris et Cladonia uncialis. D’autres Cladonia et

Cladina sont aussi présentes en compagnie d’éricacées (Kalmia, Ledum, Vaccinum).

3.3. IDENTIFICATION DES ESPECES

L’identification des espeéces est d’abord effectuée par observation des
caractéristiques morphologiques générales, telles que la forme, la couleur, la hauteur,
’orientation des extrémités et le type de ramification. Ces observations sont comparées
avec la description des espéces signalée par la littérature et rapportéé a la section 2.2.1
[27,34,36]. Une observation au binoculaire permet de constater la présence ou I’absence du
cortex apical et des structures apothéciaires. L’identification est par la suite confirmée par
les réactions colorimétriques, qui donnent selon 1’espéce des réactions différentes, tel que

décrit au Tableau 1.
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Les réactifs sont appliqués directement sur le podétion, sur une surface
préalablement grattée avec une lame de rasoir. Pour ce faire, les réactifs utilisés sont le
KOH, le CaOCl, la paraphényldiamine (PD) et la combinaison du KOH avec le CaOCl, ou
le KOH est appliqué en premier. Aprés ’ajout de quelques gouttes, une coloration est
obtenue rapidement. Il faut cependant se méfier de la coloration que prend le thalle une
fois hydraté, n’indiquant pas nécessairement un test positif. La solution de KOH est
préparée en le dissolvant (20 % p/v de KOH) dans 100 ml d’eau distillée. La solution de
CaOCl est préparée en dissolvant les pastilles jusqu’a saturation dans 1’eau. La solution de
PD, qui doit étre fraichement préparée, est obtenue en dissolvant le produit a 1% p/v dans

I’EtOH absolu.

3.4. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Les analyses par chromatographie sur couche mince visent a évaluer la complexité
des extraits bruts ou a les fractionner grossiérement. Ces analyses peuvent également étre
utilisées pour identifier certains composés dans les extraits, si les standards sont
disponibles. Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de
verre recouvertes de 250um de gel de silice, achetées chez Silicycle. Celles-ci sont
imprégnées d’un fluorochrome (F-254) qui facilite la détection des substances organiques
sous lampe UV. Cependant, ce ne sont pas tous les composés lichéniques qui sont
détectables & 1'UV. C’est pourquoi ’acide molybdate d’ammonium cérique (CAM) est
utilisé comme révélateur complémentaire. Une coloration allant du bleu au gris foncé est

obtenue apres chauffage d’une plaque préalablement trempée dans la solution de CAM. Le
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CAM est préparé en dissolvant 10 g de sulfate d’ammonium cérique [Ce(SO4)4(NHa)4],
25 g de molybdate d’ammonium [MoO4(NH,),] et 100 ml d’acide sulfurique (H,SO4) dans

I’eau pour un volume total de 1L.

Pour ce faire, une quantité variable (selon la concentration de la solution) d’extrait
brut ou du composé est appliquée sur les plaques, suivant l’intensité de la tache. La
séparation des composés est obtenue par élution des plaques dans différents systémes de
solvants. Les trois éluants suggérés par la littérature ont la composition suivante : éluant
A : Toluéne-dioxane-acide acétique (36: 9: 1), éluant B: Hexane-diéthyléther-acide
formique (13 : 8 : 2) et éluant C : Toluéne-acide acétique (4 : 1) [44]. Selon la littérature,
ces ¢éluants sont appropriés pour la séparation des produits polyphénoliques des lichens et
peuvent étre utilisés pour ’identification des substances lichéniques, suite a I’ajout de
standards [78,79]. Les trois €luants sont nécessaires pour calculer les indices de rétention
des composantes d’un extrait. Pour ce faire, la séparation s’effectue en présence des
standards d’acide atranorique (14) et d’acide norstictique, ce qui permet d’exprimer les
facteurs de rétention sous la forme d’indices de rétention pouvant étre comparés, tel que

décrit par Culberson et al [79].

3.5. EXTRACTION DES COMPOSES LICHENIQUES

3.5.1. Extraction au Soxhlet

L’extraction par Soxhlet des composantes des lichens est souvent mentionnée par

la littérature [27]. Son avantage est d’optimiser ’extraction en évitant 1’effet de saturation
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du solvant. L’extraction peut ainsi durer aussi longtemps qu’il reste des extractibles dans la
matrice végétale [38]. Le désavantage majeur est la nécessité de chauffer les solvants
jusqu’a leur point d’ébullition pendant I’extraction, ce qui peut entrainer la dégradation des
molécules thermosensibles [38]. Les composantes de ce systéme sont illustrées a la Figure

9.

/ Réfrigérant

— .
/- Condensation
[ Cartouche

J

Vapeur T Siphon

Solvant

Ballon collecteur

Figure 9 : Composantes de I’extracteur type "Soxhlet"

Le lichen préalablement séché a température ambiante est réduit en poudre dans un
mortier a I’aide du pilon. Un broyage cryogénique dans 1’azote liquide est é¢galement
effectué sur les thalles humides. Ce type de broyage donne une poudre trés fine, ce qui
augmente la surface de contact avec le solvant. Une quantité allant de 10 a 30 g est
transférée dans une cartouche en cellulose pour Soxhlet. Les solvants utilisés sont
I’hexane, le CHCl;, le mélange CHCl3-MeOH (1 : 1), ’EtOH ou I’acétone. Ceci permet
d’obtenir des extraits qui présentent une composition chimique variable, puisque ces
solvants sont de polarités différentes. L’extraction débute dés que le solvant distillé se

condense et s’accumule dans le cylindre contenant la matiére végétale. Un cycle est
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complété lorsque le solvant contenant les extractibles est évacué par le siphon. La durée
totale de I’extraction est de 24 heures, totalisant environ 36 cycles. L’extrait recueillit dans
le ballon est ensuite asséché avec du Na,SO, anhydre, puis filtré par gravité (papier
Whattmann no 4). Le solvant organique du filtrat est évaporé a sec a l’aide d’un
évaporateur rotatif, puis le résidu obtenu est soumis a une pompe a vide pendant plusieurs

heures afin d’en retirer les traces de solvant.

3.5.2. Extraction fractionnée par solvants au Soxhlet

Les divers composés présents dans la matrice végétale ont une affinité propre
envers différents solvants (de polarité différente). Ainsi, il est possible de fractionner
grossiérement ces composés en effectuant des extractions séquentielles avec différents
solvants [27]. Ce type d’extraction est basé sur le méme principe que l'extraction au
Soxhlet décrit précédemment. La différence réside dans I’utilisation de plusieurs solvants
qui nécessite I’interruption des cycles. Le changement de solvant s’effectue en vue
d’obtenir une polarité croissante, tandis que la durée de 1’extraction est déterminée en
fonction des informations connues sur la solubilité des produits ciblés. La littérature
rapporte une séquence pouvant conduire a une séparation sommaire des composantes des
lichens, dont est inspirée la séquence utilisée suivante : hexane (2 heures) : diéthyléther (2
heures) : MeOH (16 heures) [27]. Chaque fraction est par la suite traitée tel que décrit

précédemment (voir section 3.5.1).
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3.5.3. Extraction par macération dans le solvant

L’extraction par macération s’effectue avec le pentane et des mélanges DCM-
MeOH (1 : 1), CHCls-Acétone (1 : 1) ou EtOH-H,O (1: 4), (1: 1) et (4 : 1), sur la poudre
finement broyée a 1’azote liquide. L’extraction est menée & température ambiante avec
agitation constante pendant 24 heures ou plusieurs jours pour les extraits aqueux. Les
extraits DCM-MeOH (1 : 1) et CHCl3-Acétone (1 : 1), qui ciblent les composés de polarite
intermédiaire a élevée, sont traités tel que décrit précédemment (voir section 3.5.1). Les
extraits EtOH-H,O élaborés pour les tests d’activité, sont évaporés sous vide a basse
température et concentrés sur un lyophilisateur (Lyph-Lock® 6 liter Freeze Dry system,
Labconco) pendant 4 a 7 jours. Le lyophilisat est ensuite récupéré pour les tests d’activité

biologique.

3.5.4. Entrainement a la vapeur

L’extraction par entrainement a la vapeur est effectuée sur des thalles humides de
Cladina stellaris fraichement cueillies (St-Félix d’Otis). Une quantité allant de 500 a 700 g
est déposée dans un ballon & demi rempli d’eau, relié & un générateur de vapeur et a un
réfrigérant. Le ballon collecteur contient 500 ml d’eau, 50 g de NaCl et 50 ml de
diéthyléther. 1l est de plus refroidi avec de la glace pendant la totalité de I’extraction.
D’extraction débute lorsque les premiéres gouttes tombent dans le ballon collecteur et se

poursuit pendant 2 4 3 heures.
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3.6. SEPARATION DES COMPOSANTES DES EXTRAITS PAR CHROMATOGRAPHIE ECLAIR

ET PAR PARTITION

3.6.1. Chromatographie éclair

Toutes les chromatographies éclair sont effectuées en exercant une faible pression
de gaz sur la téte de la colonne. La colonne est montée a sec avec de la silice activée a
100°C pendant 48 heures ou avec de I’alumine. Le gel est mouillé au départ avec de
I’hexane. Le matériel a séparer est solubilisé dans un volume minimal du solvant utilisé
pour 1’¢élution initiale. Les échantillons insolubles dans le volume idéal de solvant, c’est-a-
dire moins de 5% du volume de la colonne, sont adsorbés sur un minimum de silice ou
d’alumine. Pour ce faire, I’extrait est solubilisé jusqu’a dissolution complete dans un
ballon auquel la silice ou I’alumine est ajoutée (1 g pour 100 mg d’extrait). Le solvant est
évaporé sur un évaporateur rotatif, puis 1’échantillon adsorbé sur silice est introduit au
sommet de la colonne chromatographique. Des quantités d’extraits allant de 25 mg pour un
diamétre de colonne de 2 cm et de 100 mg pour une colonne de 5 cm sont utilisées pour la

séparation.

Pour la séparation des composés de Cladina rangiferina, trois chromatographies
éclair ont été effectuées. Un mélange hexane-diéthyléther-acide formique (15 : 4: 1) est
d’abord utilisé pour séparer les composés de polarité faible a intermédiaire des composés
tres polaires contenus dans 1’extrait brut. Les fractions contenant les composés de polarité
faible 4 intermédiaire sont obtenues suivant une élution avec 300 ml de ce mélange, les

composés fortement polaires n’étant pas élués dans ces conditions. La seconde
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chromatographie permet de séparer le mélange de composés cie faible polarité et de polarité
intermédiaire obtenu précédemment. Les fractions correspondant aux composés faiblement
retenus sont obtenues suite a une élution avec 100 ml d’un mélange hexane-acétate d’éthyl
(95: 5). La troisiéme chromatographie éclair vise & séparer les composés faiblement
retenus, qui forment un mélange moins complexe. Cette derniére séparation permet d’isoler
deux composés, soit 1’éthylhaematommate (8) et le B-orcinolméthylcarboxylate (5). Cette
séparation s’effectue d’abord par une élution avec 50 ml d’hexane. Une seconde élution
avec 50 ml d’un mélange hexane-diéthyléther (95: 5), conduit a I’isolation de
I’éthylhaematommate (8). Finalement, le B-orcinolméthylcarboxylate (5) est obtenu en

poursuivant 1’élution avec 15 ml supplémentaire du mélange hexane-diéthyléther (95 : 5).

Un extrait de Cladina stellaris obtenu avec ’hexane par Soxhlet fractionné est ici
utilisé pour une chromatographie éclair avec ’alumine. Tout d’abord, la séparation des
composes faiblement polaires s’effectue par une élution avec 150 ml d’hexane. Afin
d’¢éluer les composés moyennement retenus, 100 ml d’un mélange hexane-diéthyléther-
acide formique (245: 4: 1) sont utilisés dans un premier temps, puis la polarité est
augmentée graduellement jusqu’a [’obtention d’un ratio hexane-diéthyléther-acide
formique de 75: 8: 2, totalisant un volume d’éluants ajoutés de 400 ml. Finalement,
I’élution avec 100 ml d’un mélange hexane-diéthyléther-acide formique (15 : 8 : 2) permet

d’obtenir 1’acide usnique (21).
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3.6.2. Fractionnement par solubilité différentielle ou par partition

Une autre approche de purification a été mise & 1’essai dans le cadre de ce travail.
Cette approche permet la séparation grossiére des composantes de 1’extrait en fonction de
leur affinité pour différents solvants. Les fractions ainsi obtenues sont plus simples (le
nombre de composantes est restreint) que 1’extrait de départ ce qui facilite la purification
par chromatographie éclair ou par HPLC. La Figure 10 illustre le fractionnement de

I’extrait 2 ’EtOH obtenu par Soxhlet avec Cladina stellaris.

Extrait 95 % EtOH (500 mg)

CHCI3/H20 (1:1) ‘I

I I |
Fraction CHCI3 Fraction aqueuse Résidus

Hexane/ 90 % MeOH aq (1:1)

I I
Fraction Hexane Fraction 90 % MeOH ag

Figure 10 : Partition de 1’extrait & EtOH de Cladina stellaris
Tel que suggéré par Hui ef al [80], les produits naturels sont partitionnés au départ
par un mélange de CHCl; et HO (1 : 1). Pour ce faire, 500 mg d’extrait brut sec sont
solubilisés par agitation dans 100 ml de ce mélange. En cas de besoin, le mélange est
chauffé légérement pour solubiliser complétement ’extrait. Les phases organique et
aqueuse sont séparées dans une ampoule a décantation. La fraction organique (CHCI;) est
partitionnée a trois reprises avec 50 ml d’un mélange hexane et une solution 90 % MeOH

aq. (1: 1). La solution 90 % MeOH agq. est obtenue en ajoutant 10% d’H,O distillée au
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solvant organique. Aprés évaporation du MeOH a basse température, la solution aqueuse

est concentrée par lyophilisation.
3.7. CHROMATOGRAPHIE ET SPECTROSCOPIE

3.7.1. GC-MS

Le choix de cette méthode d’analyse est motivé par I’opportunité de non seulement
séparer les composés mais aussi d’obtenir des informations spectrales, puisque le
chromatographe capillaire en phase gazeuse est couplé a un spectrométre de masse. La
chromatographie gazeuse est trés utile pour 1’analyse des composés volatiles, qui sont
facilement séparés en fonction de leur pression de vapeur et de leur groupement fonctionnel
[81,82,83]. Cette méthode n’est cependant pas la mieux adaptée pour les produits peu

volatiles et thermosensibles, dont 1’analyse peut conduire a des artefacts [27,44,52,54,81].

En plus de leurs spectres de masse, les composés sont parfois recensés dans les
banques de données ou la littérature, en fonction de leur indice de rétention, soit 1’indice de
Kovats (Ix) [84]. Le temps de rétention spécifique (Ix) pour chaque composé peut étre

calculé par la formule suivante :

= \ Log(t™™ )- Log(t? )
Iy =100 | n+(N+n) Log(t™)- Loglt")

ou

Z
I

Nombre de carbone du plus petit alcane

N = Nombre de carbone du plus grand alcane
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-
]
Il

temps de rétention du plus petit alcane

-
ra
i

temps rétention du plus grand alcane

ginconnu __ temps de rétention de I’inconnu

Les temps de rétention étant variables en raison de 1’usure de la colonne, il est
nécessaire d’injecter la série d’hydrocarbure systématiquement a tous les mois, afin
d’obtenir des Ix reproductibles. Les données chromatographiges obtenues peuvent étre
ainsi comparées avec celles d’analyses réalisées a d’autres moments ou dans d’autres

conditions [83].

Le chromatographe en phase gazeuse capillaire utilisé est un Hewlett Packard et il
est coupléd un spectrométre de masse de la méme compagnie. Les informations
concernant le type de colonne, le détecteur et les réglages du GC-MS sont résumées au

Tableau 4.

Tableau 4 : Composantes et particularité¢ du GC-MS

'Eomposante Particularite

Modeéle : HP5890

Gaz porteur Hélium, 1 mi/min

Type de colonne Capillaire, DB-5
Dimension de la colonne 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
Type de détecteur MS, quadrupole

Modéle de détecteur HP5972

lonisation Eil, 70 eV

La séparation des extractibles obtenus par Soxhlet ou par macération avec les

solvants organiques est obtenue selon le programme lichen, tandis que celle des huiles
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essentielles est effectuée avec le programme huiles. Le Tableau 5 donne les conditions

d’opérations pour ces deux programmes d’analyses.

Tableau S : Conditions d’opérations GC-MS utilisées pour I’analyse des huiles essentielles

et des composés extraits des lichens.

Parametres Température
Programme huiles Programme lichen

Injecteur 200 °C 200 °C
Détecteur 320 °C 320 °C
Colonne, initiale 40 °C (2min) 40 °C (2min)
Gradient 1 2 °C/min 5 °C/min
Colonne partielle 1 210°C (33 min) 210 °C (15 min)
Gradient 2 10 °C/min 25 °C/min
Colonne, finale ou partielle 2 310 °C (5 min) 280 °C (0 min)
Gradient 3 5 °C/min
Colonne, finale 325 (0 min)

3.8. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (HPL.C)

Les analyses par chromatographie liquide haute performance (HPLC) visent a
contourner les problémes reliés a la faible volatilité et a la sensibilité thermique des
composés des lichens pouvant étre reliés aux analyses GC-MS [27]. Selon la littérature,
’analyse par HPLC est la mieux adaptée pour la séparation des constituants d’extraits bruts
provenant de lichens [27,44,46,47,85,86]. Des travaux consacrés a 1’étude des composés
des lichens du genre Cladina, ont permis d’obtenir une trés bonne résolution des composés
majeurs de lichens comme Cladina stellaris et Cladina rangiferina [27,45,46,47,86]. La
methode la plus utilisée est celle de Huovinen et al [47), qui utilise pour la séparation un

mélange de MeOH et d’H,O-H;PO4 (ou ’eau contient 1% de H3POy) et des standards
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internes. La standardisation interne permet d’obtenir I’indice de rétention (RI) de chaque
composé, ce qui peut étre utile pour procéder 2 leur identification sans recourir a I’isolation,
puisque les composés des lichens sont récensés selon leur RI dans une banque de données
(Wintabolites) et par la littérature [27,45,46,47,86]. L’indice de rétention est calculé

d’apres la formule suivante [47] :

(t:c.benzo'ique )_ (tirnconnu ) ):i , Oﬁ

RI = { ( t bis-(2-éthylhexyl)phthalate ):zt inconnu
r

r

t ac. benzique
r

= Temps de rétention de I’acide benzoique

t bis-(2-éthylhexyl)phthalate
r

= Temps rétention du bis-(2-éthylhexyl)phthalate

giconu _ Temps de rétention de 1’inconnu

r

Les standards utilisés sont le bis-(2-éthylhexyl)phthalate et 1’acide benzoique
(Sigma). Le bis-(2-éthylhexyl)phthalate a été récemment remplacé par 1’acide solorinique.

Il n’est cependant pas vendu sur le marché.

3.8.1. Appareils et colonnes utilisés

Les analyses préliminaires et le suivi de la partition de I’extrait & I’EtOH (voir
section 3.6.2) sont effectués avec un chromatographe Perkin Elmer serie 4, équipé d’un
détecteur UV a longueur d’onde variable selon la méthode décrite a la section 3.8.4. La
colonne utilisée est de type phase inverse Supelcosil LC-18 avec une taille de particules de

Sum (voir Tableau 6). Le volume d’injection est de 20 pl. Les analyses des extraits
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EtOH-H>0 (4 :1) sont effectuées avec un chromatographe liquide Shimadzu, équipé d’un
détecteur spectrophotométrique UV/visible a deux longueurs d’onde selon la méthode
décrite a la section 3.8.4. La colonne utilisée est la méme que celle décrite précédemment.
A titre exploratoire, les tentatives d’isolation sont effectuées sur 1’appareil Shimadzu, selon
les conditions relatives aux extraits EtOH-H,O (voir section 3.8.4), mais cette fois équipé
d’une colonne semi-analytique de type C-18 et avec un volume d’injection de 100 pl. Les

informations relatives aux appareils et aux colonnes sont détaillées au Tableau 6.

Tableau 6 : Types de chromatographes et colonnes utilisées pour la HPLC.

Modéle de HPLC Perkin ElImer Series 4 Shimadzu
Controleur SCL-10AVP

Pompe LC-10AT VP

Injecteur Rheodyne 7125 Rheodyne 7725
Détecteur LC-85 SPD-10AVP

Colonne Supelcosil LC-18 Supelcosil LC-18
Dimension 25¢cm x 4,6 mm, 5um 25¢cm x 4,6 mm, S5um

3.8.2. Préparation des sol;/ants

La solution HyO-H3PO4 (99 : 1) est préparée en diluant 0,9g d’acide o-H3PO,4 dans
1 litre HO distillée. Pour éliminer toutes impuretés, les solvants (MeOH et H20-H3PO4
99 : 1) sont mélangés avec du charbon activé et filtré sur un appareil Millipore avec un
filtre en Teflon FP-200, de 47 mm de diamétre et d’une porosité de 0,2 um pour HPLC
(Gelman Sciences Inc.). Les solvants sont ensuite transférés dans des bouteilles en verre et
dégazés. Les solvants utilisés pour les analyses sur I’appareil Perkin Elmer sont dégazés
pendant 10 min avec de I’hélium, tandis qu’un dégazeur 3 membrane (DGU-14A) est

utilis€ pour les solvants des analyses effectuées avec ’appareil Shimadzu.
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3.8.3. Préparation de 1’échantillon

Pour les analyses sur le chromatographe Perkin, les échantillons préalablement
lyophilisés proviennent de la phase MeOH:H,O (90 : 10) obtenue par fractionnement de
Pextrait a ’EtOH (voir section 3.6.2). Les échantillons sont dilués dans un mélange H,O-
MeOH (1: 1), contenant 10 mg/ml d’acide benzoique et 10 mg/ml de bis-(2-
éthylhexyl)phthalate, pour obtenir une concentration finale de 7 mg/ml. En ce qui concerne
les analyses effectuées sur la chromatographe Shimadzu, les échantillons qﬁi proviennent
des extraits EtOH-H,O (4 : 1), n’ont subi aucune préparation préalable. Dans tous les cas,

les résidus sont éliminés par filtration sur filtre 0,2 uM a 1’aide d’une seringue.

3.8.4. Méthodes analytiques

La méthode d’analyse utilisée avec I’appareil Perkin Elmer implique 1’utilisation
de deux solvants, soit le MeOH et de I’H,O-H3PO,4 (99 : 1). Cette méthode tirée de celle
décrite par Huovinen et al [47], utilise un gradient d’élution allant de 20 % de MeOH
(MeOH : H3PO4-H,0 20 : 80) a 99 % (MeOH : H,O-H3;PO4 99 : 1). Le gradient d’élution
est €talé sur une période de 85 minutes a un débit de 1 ml/min. La colonne est nettoyée
pendant 5 minutes avec 99 % de MeOH a un débit de 1 ml/min et rééquilibrée & 20% de

MeOH pendant 5 minutes.

Afin de diminuer la durée de I’analyse, les conditions d’élution ont été modifiées.
Un gradient d’élution allant de 30 % de MeOH (MeOH : H,O-H;PO4 30: 70) 4 99%
(MeOH : H,O-H3PO4 99 : 1) est étalé sur une période de 60 minutes & un débit de 1

ml/min. Les meilleurs résultats sont obtenus avec la méthode d’Huovinen ef al [47], c’est
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pourquoi cette méthode a été utilisée pour calculer les indices de rétention (RI), tel que

décrit par la littérature [27,44,47].

En ce qui concerne les analyses effectuées sur le chromatographe Shimadzu, la
méthode est basée sur celle décrite par Huovinen et al [47]. La méthode implique
également !’utilisation d’un gradient d’élution allant de 20 % de MeOH (MeOH : H,O-
H;PO, 20 : 80) mais cette fois a 85 % (MeOH : H,O-H3PO, 85 : 15). Le gradient d’élution
est €talé sur une période plus courte totalisant 40 minutes, a un débit de 1 ml/min. Puis une
élution isocratique a 85 % MeOH (MeOH : H,O-H3PO; 85 : 15) est effectuée pendant 20
minutes, avec le méme débit. Finalement, la colonne est nettoyée pendant 5 minutes avec

99 % MeOH et rééquilibrée a 20% MeOH pendant 10 minutes.

Les analyses effectuées a 1’échelle analytique ont permis de déterminer les signaux
qui devraient étre observés a I’échelle semi-préparative. La méthode utilisée pour
I’isolation implique 1’utilisation du chromatographe Shimadzu avec la colonne semi-
analytique C-18. Les conditions d’élution sont les mémes que celles décritent
précédemment. Seuls les composés les plus abondants et bien résolus des extraits EtOH-
HyO (4:1) de Cladina stellaris et Cladina rangiferina sont récoltés a I’échelle semi-

préparative.

3.9. RMN 'H ET RMN BC

Les spectres RMN ont été réalisés sur un spectrophotométre Bruker 300 MHz de

I’Université Laval et sur un Bruker 400 MHz a 300 °K de Santé Canada. Les échantillons
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(11-20 mg) sont dissous dans 1 ml de CDCl;. Les déplacements chimiques (&) sont
calculés par rapport au tetraméthylsilane (TMS). La résolution des spectres RMN 'H est de
400 MHz pour I’éthylhaematommate (8) et le B-orcinolméthylcarboxylate (5) et de 300
MHz pour ’acide usnique (21). Pour les RMN '*C, la résolution est de 100 MHz pour
I’éthylhaematommate (8), ainsi que pour le B-orcinolméthylcarboxylate (5) et de 75 MHz

pour I’acide usnique (21).

3.10. EVALUATION DE L’INHIBITION DE CROISSANCE CELLULAIRE (ICsp )

Les essais biologiques se définissent comme des tests visant a déterminer 1’activité
biologique d’un extrait ou d’un composé issu d’extraits biologiques. Généralement, ces
tests in vitro visent a évaluer la cytotoxicité (ICsp) d’agents anticancéreux
[87,88,89,90,91,92,93]. L’ICs; est définie comme étant la concentration qui inhibe 50% de
la croissance cellulaire. Cette valeur est obtenue suite a 1’évaluation de la réponse
cellulaire a différentes doses, qui peut étre traduite par un fluorophore. Ainsi le
pourcentage de survie est établit en fonction de la fluorescence obtenue en référence avec la

réponse des témoins.

L’évaluation de la croissance cellulaire (ICsg) sur la lignée cancéreuse MCF-7 a
été effectuée a ’INSERM unité 484 de Clermont-Ferrand, France. Il est important de
spécifier que les résultats de ces tests préliminaires ne permettront pas de tirer des
conclusions pouvant se rattacher a I’hypothése de I’allélopathie. Les cellules végétales

sont, de par la présence d’une paroi cellulaire, trés différentes des cellules animales
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utilisées pour évaluer le potentiel inhibiteur des extraits aqueux des Cladina. Ce test
d’inhibition de croissance était le seul disponible dans nos laboratoires, d’autres tests
devront étre effectués sur des cellules végétales in vitro et in vivo. L’évaluation de
I’inhibition de croissance cellulaire (ICsp) des extraits aqueux de Cladina stellaris et de

Cladina rangiferina a été effectuée selon la méthode de Legault ef a/ [92].

Le nom, la provenance des milieux et des produits chimiques relatifs a la culture
cellulaire et aux tests d’activité sont listés au Tableau 7. Tous ces produits sont de grade

pour culture cellulaire.

Tableau 7 : Noms et provenance des produits utilisés en culture cellulaire et pour les tests

d’activité
Produits " Provenance
Ac. aminés non-essentiels 100X Gibco-BRL
EDTA Sigma
Gentamycine 10 mg/m! Gibco-BRL
Hoechst 33342 BioWest
Milieu MEM Eagle's with Gibco-BRL

Glutamax-l and Earle's salts

Milieu RPMI 1640 Gibco-BRL
Chlorure de sodium Merck
PBS 10X Gibco-BRL
Pyruvate de sodium 100mM Gibco-BRL
SDS Sigma
Sérum Feetal de Bovin 10% BioWest
Résazurine Sigma
Tris-HCI Sigma
Trypsine-EDTA 10X Gibco-BRL
Vitamine 100X Gibco-BRL
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3.10.1. Culture cellulaire

Les cellules d’adénocarcinome du cancer du sein (MCF-7) utilisées pour ce travail,
proviennent de 1’European Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, United-
Kingdom). La lignée cellulaire MCF-7 croissant en monocouche dans des flacons pour
culture cellulaire de 75 ml (Falcon), est maintenue dans le milieu minimum essentiel
(MEM, Glutamax™ Eagle’s with Earle’s salts) enrichi avec 10 % de sérum feetal bovin, 5
ml d’une solution 100X de vitamines, 5 ml d’une solution 100 mM de pyruvate de sodium
et 5 ml d’une solution 100X d’acide aminés non-essentiels. Afin de diminuer les risques de
croissance bactérienne, 2 mg de gentamycine sont ajoutés. La croissance des cellules se

fait dans un incubateur a 37 °C, avec 5% de CO, sous atmosphére humide

3.10.2. Test de survie

Cent pl d’une suspension cellulaire & 5 x 10* cellules/m] dans le milieu MEM
complet, sont distribués dans chacun des puits de microplaques 96 puits (Nunclon™,
Nunc). Les cellules sont incubées pendant de 24 heures a 37 °C, avec 5% de CO, afin de
leur permettre d’adhérer a la surface des puits. Ensuite, 100 pl de milieu MEM complet
contenant ou non une concentration croissante d’extraits (0.78 pg/ml & 100 pg/ml) ont été
ajoutés. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 48 heures a 37 °C, avec 5% de CO,.
Les extraits de Cladina stellaris et Cladina rangiferina testés proviennent des macérations
effectuées dans les trois mélanges EtOH-H,O contenant 20, 50 et 80 % (v/v) d’EtOH (voir
section 3.5.3). Les extraits sont dilués sur glace dans I’EtOH, pour obtenir une solution de

départ & une concentration de 40 mg/ml, puis filtrés 4 la seringue sur un filtre 0,45 pum. Le
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test de survie s’effectue avec 8 doses, qui sont obtenues par dilution successive de la
solution de départ a 40 mg/ml. Pour ce faire, 100 pl de la solution la plus concentrée sont
ajoutés a 100 ul d’EtOH a 7 reprises. Une seconde dilution est effectuée en prélevant 12,5
ul de chaque dose qui sont ajoutés et mélangés a 2500 pl de milieu MEM complet. Cette
avant derniére dilution permet de s’assurer que la concentration d’EtOH n’excéde pas
0,5%. Finalement, 100 ul de chaque dilution sont ajoutés aux puits contenant les cellules
pour obtenir une concentration finale de 100 pg/ml a 0,78 pg/ml. L’évaluation de la survie
cellulaire a été effectuée en utilisant la quantification du pouvoir réducteur cellulaire

(section 3.10.2.1) ou par quantification de I’ADN cellulaire (section 3.10.2.2).

3.10.3. Test de réduction cellulaire avec la Résazurine

Apres 48 heures, la prolifération cellulaire a été quantifiée par la résazurine. La
résazurine est réduite dans les cellules vivantes en résorufine fluorescente. La fluorescence
émise est proportionnelle 4 la quantité de cellules. Pour ce faire, les puits sont tout d’abord
vidés et lavés avec 200 ul de PBS 1X a 37 °C, a I’aide d’un laveur pour microplaques
Cellwash™ de Labsystems. Par la suite, 150 pl d’une solution a 25 pg/ml de résazurine
dans le milieu RPMI 1640 (exempt de rouge phénol et de sérum de veau feetal (SVF), sont
distribués dans chaque puits & I’aide d’une micropipette & canaux multiples Multidrop
384™ de Labsystems. Les plaques sont incubées pendant 1 heure a 37 °C avec 5% de CO;
sous atmosphére humide, pour le développement de la fluorescence via le métabolisme

cellulaire.
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La fluorescence est mesurée avec un fluorimétre Fluoroskan Ascent FL™ de
Labsystems. La longueur d’onde d’excitation est de 530 nm et I’émission de 590 nm.
L’ICs est obtenu par la courbe du pourcentage de survie en fonction de la dose testée. Le
pourcentage de survie des puits expérimentaux est exprimé par rapport a celui des puits
témoins contenant les cellules non traitées, aprés soustraction des blancs relatifs aux

solvants et au milieu, ainsi que du bruit de fond.

3.10.4. Quantification de ’ADN cellulaire par le Hoechst 33342

La quantification est effectuée aprés le test de réduction cellulaire avec la
résazurine. Le Hoechst 33342, qui est au départ non-fluorescent, est un agent intercalant
de ’ADN. Ce composé se lie aux régions riches en bases azotées AT et devient alors
fluorescent. La fluorescence est proportionnelle a la quantité d’ADN cellulaire. Pour
quantifier I’ADN cellulaire, les puits sont d’abord vidés a I’aide du laveur de microplaques.
Le volume résiduel (50ul) est cette fois éliminé par absorption sur du papier. Pour lyser les
membranes des cellules, 100 pl d’une solution de SDS 0,01% (m/v) sont d’abord ajoutés a
tous les puits. Les plaques sont par la suite incubées a 20 °C pendant 1 heure avec agitation
sur un Tiramax ™ de Labsystems, puis congelées a —80 °C, pendant plus d’une heure. Les
plaques sont dégelées a température ambiante. Une solution & 30 pg/ml de Hoechst 33342
est préparée en diluant une solution stock a 1 mg/ml dans un tampon TNE 2X (Tris-Cl
10mM, EDTA 1mM, NaCl 4M, pH 7.4, filtré sur 0,2 um). La solution de 30 pg/ml est
distribuée a raison de 100 pl par puits, puis les plaques sont incubées a température

ambiante et a I’obscurité pendant 1 heure, avec une agitation moyenne sur Tiramax ™. La
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fluorescence est mesurée sur le fluorimétre Fluoroskan Ascent FL™ de Labsystems, apres
excitation & 360 nm et émission 4 460 nm. L’ICs est obtenue par la courbe du pourcentage
d’ADN en fonction de la dose testée. Le pourcentage d’ADN des puits expérimentaux est
exprime par rapport aux puits témoins qui n’ont subi aucun traitement, aprés soustraction

des blancs (solvant et milieu) et du bruit de fond.
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4.1. IDENTIFICATION DES ESPECES

Les especes sont identifiées selon la méthode décrite a la section 3.3. Tout
d’abord une premiére identification est effectuée d’aprés les caractéristiques
morphologiques, qui correspondent a celles rapportées par la littérature a la section 2.2.1
[27,34,36]. Chez Cladina stellaris, le thalle de couleur jaune porte des ramifications dont
les extrémités sont dirigées dans toutes les directions, lui conférant la forme arbustive qui
permet de le différencier de Cladina mitis et Cladina arbuscula. L’identification de
Cladina stellaris est de plus confirmée par les réactions colorimétriques ou I’absence de
réaction avec la PD confirme qu’il ne s’agit ni de Cladina arbuscula et ni de Cladina
rangiferina. Le lichen Cladina rangiferina est d’ailleurs reconnu par la disposition
unidirectionnelle de ses ramifications et la couleur gris cendre de son thalle. La réaction
avec le KOH et le CaOCl qui donne une coloration jaune foncé et la réaction avec la PD
spécifiques a Cladina rangiferina, permettent de confirmer 1’identification d’abord
effectuée par les critéeres morphologiques. Le Tableau 8 résume les principales

caractéristiques morphologiques et les résultats des réactions colorimétriques.
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Tableau 8 : Caractéristiques morphologiques et résultats des réactions colorimétriques

pour les especes €tudiées.

Observations __C. stellaris C. rangiferina
Thalle Trés ramifié (buisson) Simple

Podétion Jaune, mince et vide Gris, large et vide
Ramifications  Multidirectionnnelles Unidirectionnelles
Extrémités Effilées et jaunes Sphériques et brunatres
KOH Coloration jaune pale Coloration jaune

PD Aucune réaction Coloration rouge orangé
CaOCl Aucune réaction Coloration jaune

4.2. EXTRACTION SUR CLADINA STELLARIS

Les extraits sur la poudre finement broyée de Cladina stellaris ont été obtenus
avec différents solvants ou mélange de solvants, suite a une extraction au Soxhlet ou par
macération d’une durée variant entre 24 et 72 heures (voir sections 3.5.1 et 3.5.3). Les
extractions par entrainement a la vapeur d’eau sont effectuées sur des périodes de temps
variant entre 2 et 3 heures (voir section 3.5.4). Les rendements des extraits obtenus et les

conditions d’extraction sont rapportés au Tableau 9.
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Tableau 9 : Conditions pour les extractions au Soxhlet, par macération et par entrainement

a la vapeur sur Cladina stellaris.

Extrait Solvant Type d'extraction Durée  Rendement
(#) . (heures) (%)
1 Hexane Soxhlet 24 12.20
2 CHCl, Soxhlet 24 5.70
3 CHCl, Soxhiet 24 2.50
4 CHCIi3-MeOH (1:1)  Soxhlet 24 9.70
5 EtOH Soxhlet 24 7.90
6 Pentane Macération 24 0.37
7 DCM-MeOH (1:1) Macération 24 4.70
8  Acetone-CHCI; (1:1) Macération 24 0.68
9 H,O-EtOH (4:1) Macération 72 0.29
10 H,O-EtOH (1:1) Macération 72 0.24
11 H,O-EtOH (1:4) Macération 72 0.87
12 H,0 Macération 72 0.32
13 H,O Ent, vapeur 2 0.01
14 H,O Ent, vapeur 3 0.09

Chez Cladina stellaris, 1a mise a l'essai de différentes conditions d'extraction au
Soxhlet, montre que parmi les meilleurs rendements figurent ceux obtenus avec 'EtOH (no
5) et le mélange CHCI3-MeOH (no 4), tel que signalé par la littérature [27,42,47]. Mais
contrairement au résultat attendu, le meilleur rendement est observé avec [’extrait a
I’hexane (no 1). Les solvants peu polaires sont considérés comme peu efficaces pour
l'extraction des acides lichéniques [27,42]. 1l est cependant possible que le lichen conﬁenne
des lipides ou d’autres composés susceptibles de passer en solution dans ces conditions
[38]. Bien que I’étape du séchage sous pompe a vide ait été effectuée systématiquement
pour chaque extrait, elle a probablement été omise pour cet échantillon. Outre cette
différence dans le conditionnement de 1’extrait & I’hexane (no 1), le rendement élevé peut

€tre en lien avec 1’age des lichens et les conditions environnementales subit par la colonie
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avant la récolte. Ce sont d’ailleurs des facteurs pouvant influencer la quantité¢ de
métabolites secondaires chez les lichens [40,41,42,45,52,54,94,95]. Cependant, certains
auteurs avancent que la concentration intrathalline de certains composés, comme 1’acide
usnique (21), ne soit pas significativement influencée par la température [45]. Une
augmentation de I’activité enzymatique pourrait expliquer le rendement élevé de I’extrait
obtenu avec ces lichens, puisqu’ils proviennent d’un site montagneux trés exposé a la

lumiére.

Une différence notable a aussi été observée entre les deux extraits au CHCl3 (no 2
et no 3), le rendement de ’extrait no 2 étant plus élevé que celui de I’extrait no 3. L'extrait
no 2 qui a donné le meilleur rendement provient d’une récolte effectuée en début de
printemps a Chicoutimi, tandis que 1’autre provient d’une récolte estivale effectuée dans le
secteur ouest du Lac-Saint-Jean. Cette observation pourrait étre expliquée par une
différence d’age entre les deux lots, puisqu’ils proviennent de milieux présentant le méme
type de couvert forestier, mais de deux secteurs différents. La colonie récoltée au Lac-
Saint-Jean pourrait étre plus agée, ce qui se traduirait par une activité métabolique plus

lente [95].

Le désavantage majeur d’utiliser des solvants polaires et peu volatiles lors de
I’extraction au Soxhlet est qu’ils nécessitent de chauffer durant I’extraction & plus de 70
°C. Certains travaux montrent qu’une température de 85 °C est suffisante pour dégrader
certains composés lichéniques. Bien que leurs points de fusion soient supérieurs & 196 °C,

les conditions qui prévalent au cours de I’extraction se combinent probablement a la
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chaleur pour catalyser leur décomposition [41,52]. Le probléme de dégradation par la

chaleur est contourné par le choix d’une macération plutdt qu’un Soxhlet.

Parmi les différentes conditions de macération misent a 1’essai, le mélange DCM-
MeOH (no 7) donne le meilleur rendement tel que rapporté au Tableau 9. Les extractions
par macération (no 6, 8, 9, 10, 11 et 12 ) donnent des rendements moins intéressants par
rapport a ceux obtenus par Soxhlet, 3 I'exception du mélange DCM-MeOH (no 7).
Contrairement au pentane et au mélange EtOH-H,O, le mélange DCM-MeOH cible une
plus grande variété de composés, tel que le suggére la solubilité des acides lichéniques
connus chez Cladina stellaris [27]. Le composé majeur, I’acide usnique (21), est d’ailleurs
trés soluble dans les solvants chlorés [27]. Le rendement obtenu par macération avec le
mélange CHCIl;-Acétone (no 8) est faible par rapport au mélange DCM-MeOH (no 7). Une
partie des produits a pu étre perdue au cours des étapes de filtration et de transfert. Les
rendements observés pour les extraits au pentane et a ’eau (no 6 et 12) sont également
faibles. Il en est de méme pour ceux des extraits no 9 et 10 obtenus avec le mélange FtOH-
H;0. Le rendement de 1’extrait no 11 obtenu avec 80 % d’EtOH est légerement plus élevé
que ceux des extraits no 9 et 10. II est de plus comparable & celui obtenu avec 1’extrait

CHCl;s-Acétone (no 8).

Concernant les rendements obtenus pour les extractions par entrainement a la
vapeur (no 13 et 14), ils figurent parmi les plus faibles. Ces rendements indiquent que les
produits volatiles sont trés peu abondants chez Cladina stellaris. L’extraction par

entrainement a la vapeur donne aussi de faibles résultats chez la mousse de chéne [53]. Les
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acides lichéniques étant peu volatiles, ils peuvent étre entrainés par la vapeur d'eau que

suite & une hydrolyse [27,51,53].

Afin de favoriser une séparation primaire, en fonction de la solubilité préférentielle
des composés extraits pour différents solvants, un Soxhlet fractionné a été mis a 1’essai
(voir section 3.5.2). Les conditions de I’extraction et les rendements obtenus sont présentés

au Tableau 10.

Tableau 10 : Conditions de I’extraction fractionnée par Soxhlet sur Cladina stellaris

Solvant Durée Rendement
{heures) (%)
Hexane 2 15
Diéthyléther 2 0,5
MeOH 16 2,7

La séquence de solvants utilisés pour I’extraction successive est inspirée de celle
suggérée par la hittérature [27]. Elle permet tout d’abord avec I’hexane d’aller chercher les
composés non polaires, tandis que le diéthyléther vise a extraire les composés de polarité
faible a intermédiaire. Finalement, le MeOH permet de récupérer les produits trés polaires.
L’extraction au MeOH qui donne le meilleur résultat, est favorisée par la durée. De plus, la
proportion de composés fortement polaires semble importante chez ce lichen. L’hexane
semble entrainer une bonne proportion des extractibles. A en juger par la couleur jaune que
prend le solvant des le début de ’extraction, 1’acide usnique (21), le composé majeur de
Cladina stellaris, est solubilisé rapidement dans ces conditions, malgré qu’il semble peu
soluble dans I’hexane [27]. Concernant la fraction obtenue avec le diéthyléther, elle donne

un plus faible rendement que I’extraction & I’hexane précédente, ce qui implique que
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I’hexane entraine non seulement les produits non polaires et ’acide usnique (21), mais
aussi les extractibles allant d’une polarité faible & intermédiaire. En vue d’améliorer la
sélectivité de ’extraction successive, le diéthyléther devrait étre remplacé par un solvant

chloré (DCM ou CHCls).

4.3. EXTRACTION SUR CLADINA RANGIFERINA

Les extraits de Cladina rangiferina sont obtenus par extraction au Soxhlet ou par
macération des thalles broyés, avec différents solvants ou mélange de solvants pendant 24
ou 72 heures (voir sections 3.5.3 et 3.5.1). Les conditions d’extraction et les rendements

obtenus sont présentés au Tableau 11.

Tableau 11 : Conditions pour les extractions par Soxhlet et par macération sur Cladina

rangiferina

Extrait Solvant Type d'extraction Durée Rendement
_#H (heures) (%)

1 EtOH Soxhlet 24 5.6

2 CHCI;4 Soxhlet 24 1.0

3  Acétone Soxhlet 24 1.6

4  EtOH-H,O (1:4) Macération 72 0.2

5 EtOH-H,O (1:1) Macération 72 0.3

6

EtOH-H,O (4:1)  Macération 72 0.2

Les rendements des extraits obtenus avec Cladina rangiferina sont faibles a
'exception de celui & ’EtOH (no 1) qui est le plus élevé. Les extractions au CHCI; et a
I’acétone (no 2 et 3) donnent des rendements plus faibles qu’avec I’EtOH. Ces résultats

sont attribuables a des différences dans le conditionnement de ces deux extraits.
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Concernant D’extrait a 1’acétone, I’utilisation d’un Soxhlet dont le siphon ne fonctionnait
pas, a occasionné une saturation rapide du solvant. Pour I’extrait au CHCI;, un séchage a
été effectué a 100 °C pendant 20 minutes. Ce traitement physique a pu avoir un impact sur
la quantité de métabolites récoltés. En effet, la température d’entreposage ou de séchage
peut influencer 1’analyse quantitative voir méme qualitative, tel qu’observé par certains
travaux [52,54]. Ces variations pourraient étre attribuables a une dégradation catalysée par
une depside hydrolase [52]. Les produits ainsi formés, seraient évaporés ou séquestrés par

I’enzyme, résultant d’une plus faible quantité de métabolites récoltés [94].

Concernant les extraits no 4, 5 et 6 obtenus par macération avec les mélanges
EtOH-H,0, ils sont équivalents et donnent des rendements faibles par rapport a ceux des
extraits no 1, 2 et 3 obtenus par Soxhlet. Le méme écart entre les rendements des mélanges
EtOH-H,O avec les extraits obtenus par Soxhlet a été observé chez Cladina stellaris (voir
Tableau 9). L’écart s’explique par le fait que beaucoup de composés, connus chez les
lichens, présentent un nombre de carbones et de chaines alkyles élevés ce qui leur conférent

un caractere hydrophobe [27,37,42,44,55].

4.4. ANALYSE PAR CCM DES COMPOSES DE CLADINA STELLARIS ET CLADINA

RANGIFERINA

L’identification des composés & partir de leur indice de rétention s’est avérée
impossible parce que le standard d’acide norstictique n’est pas vendu sur le marché. Ce

compos€ était nécessaire pour standardiser 1’analyse par CCM et comparer nos résultats
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avec la littérature [27,45,46,47]. Les analyses par chromatographie sur couche mince ont

donc été utilisées uniquement pour évaluer la complexité des extraits bruts.

Parmi les trois éluants mis a I’essai pour la chromatographie, le mélange Toluéne-
dioxane-acide acétique (36 : 9: 1) et le mélange Hexane-diéthyléther-acide formique (13
:8 : 2) ont donné les meilleurs résultats. L’¢éluant A : Tolueéne-dioxane-acide acétique (36 :
9: 1) a été utilisé pour les analyses par CCM suivantes (voir section 3.4). Une
représentation de la séparation chromatographique des extraits bruts de Cladina rangiferina

et de Cladina stellaris est présentée a la Figure 11.

C.r. no 3 (Acétone)
C.r. no 1 (EtOH)
Acide atranorique
C.s. no 1 (Hexane)
C.s. no 5 (EtOH)
Acide usnique

2000600 00
0
n

D
0
PN B W

Figure 11 : CCM des extraits dans ’éluant A
La séparation correspond de gauche a droite aux extraits no 3 (Figure 11, #1), et
no 1 (Figure 11, #2) de Cladina rangiferina, au standard d’acide atranorique (14) (Figure
11, #3), aux extraits nol et no 5 (Figure 11, #4 et #5) de Cladina stellaris, puis au standard
d’acide usnique (21) (Figure 11, #6). Pour détecter ’acide atranorique (14), qui est non
visible avec le CAM, la plaque a été préalablement révélée a I’'UV. Pour Cladina

rangiferina les extraits no 3 et no 1 contiennent 10 et 7 produits respectivement (Figure 11,



62

#1 et #2), dont I’acide atranorique (14) qui est confirmé par ajout du standard. La trainée

de I’extrait no 1 peut correspondre a plusieurs produits.

Pour ce qui est des extraits de Cladina stellaris, la complexité est moindre que
pour Cladina rangiferina. Les extraits no 1 et no 5 sont constitués selon les CCM de 5 et 4
composés respectivement (Figure 11, #4 et #5). L’acide usnique (21) est présent dans les
deux extraits, mais semble co-éluer avec un autre composé pour l’extrait no 5, tel

qu’observé sur la Figure 11.

Les résultats des analyses par CCM montrent que la composition réelle des extraits
des especes étudiées est sous estimée par la littérature [27,45,46]. Ceci est attribuable a la
méthode d'extraction choisie (Soxhlet), qui assure une solubilisation plus compléte que la
percolation a l'acétone utilisée par les auteurs. Par contre, une dégradation pendant le
processus d'extraction peut résulter en la formation de nouveaux produits [27,52,54]. La
présence de 1’acide atranorique (14), un composé thermosensible, suggeére que les
conditions d’extractions soient suffisamment douces, mais n’écarte pas la possibilité d’une

dégradation partielle [52,54].

La composition des extraits EtOH-H,O de Cladina stellaris et Cladina rangiferina
a éte également évaluée par CCM. Une représentation de la séparation chromatographique
obtenue avec I’éluant A : Toluéne-dioxane-acide acétique (180: 45: 5), aprés une

révélation au CAM est présentée a la Figure 12.
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De gauche a droite, la figure représente les extraits EtOH-H,O de Cladina

rangiferina (Figure 12, #1, #2 et #3), puis ceux de Cladina stellaris (Figure 12, #4, #5 et

#7) et le standard d’acide usnique (21) (Figure 12, #6). Le nombre de composés extraits

chez Cladina rangiferina augmente avec la proportion d’EtOH (Figure 12, #1, #2 et #3).

La présence d’acide atranorique (14) n’a pas été évaluée puisque la révélation a I’'UV n’a

pas été effectuée. L’acide usflique (21) semble présent dans tous les extraits de Cladina

stellaris et également dans ceux de Cladina rangiferina. Selon la CCM d’origine, la tache

de I’acide usnique (21) est jaune, ce qui n’est pas le cas pour les taches observées avec les

extraits de Cladina rangiferina (Figure 12, #1, #2 et #3), ce n’est donc probablement pas de

P’acide usnique (21). La présence de I’acide usnique (21) dans les trois extraits de Cladina

stellaris (Figure 12, #4, #5 et #7) est de plus confirmée avec le standard (Figure 12, #6).
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L’extrait de Cladina stellaris obtenu avec le mélange EtOH-H,O (4 : 1) est exempt du
composé le moins retenu (Figure 12, #7). Les taches circulaires & la ligne de base

suggerent la présence de composés polaires.

Les analyses des extraits obtenus par macération dans les mélanges EtOH-H,O
montrent une complexité insoupgonnée, mais il est possible que certains produits soient
formés suite a I’hydrolyse des depsides, ce type de réaction pouvant se produire en
présence d’eau, d’EtOH et de MeOH [27]. Selon la littérature, des sucres et des acides
aminés sont susceptibles de se retrouver dans ces mélanges [22,63,65,66]. L’utilisation de
révélateur, comme un mélange phénol-H>SO;4 et la ninhydrine, aurait sans doute favorisée

la détection des sucres et des acides aminés [22,38].

4.5. ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE

La GC-MS a été utilisée comme approche analytique pour [’identification de
certains extractibles des lichens. Cette méthode analytique permet d’analyser un certain
nombre de composés lichéniques, comme en témoignent les chromatogrammes présentés a
I’annexe 5. La plupart des extraits obtenus avec différents solvants ont été analysés par
GC-MS. Les structures de tous les composés identifiés dans les analyses GC-MS figurent a
I’annexe 2. Il est a noter que seules les données chromatographiques et spectrales des
composé€s bien résolus et abondants a plus de 0,5% sont rapportées. Comme les analyses
sont étalées sur une période de deux ans, les temps de rétention peuvent varier sensiblement

pour un méme composé. Concernant les spectres de masse, I’ion moléculaire est rapporté
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avec les fragments les plus abondants (les spectres de masse sont présentés a I’annexe 3).
Les fragments secondaires doivent étre issus de la perte de fragments caractéristiques, tels
que H,O ou CH30H, provenant de 1’ion moléculaire [96,97,98,99]. L’attribution de ’ion
moléculaire, de méme que l’identité du composé, sont confirmées lorsque les données
spectrales  obtenues correspondent & celles rapportées par la littérature

[27,84,85,100,101,102,103,104,105,106,107,108,109,110,111,112,113,114].

L’analyse de la fragmentation et ’observation de fragments caractéristiques
permettent de proposer dans certains cas, une famille de molécules pouvant convenir aux
inconnus. L’identification des composés par la banque de données ou par la littérature
conduit a des conclusions plus fiables. Cependant, I’identification & partir des spectres de
masse s’avére souvent incertaine en raison de 1’existence de plusieurs possibilités, c’est
pourquoi les structures des composés présentées aux sections suivantes sont pour la plupart
des propositions. Elles peuvent étre sujettes a une révision aussi longtemps que leur

isolation et leur caractérisation ne seront complétées.

Finalement, il est important de noter que certains contaminants retrouvés dans les
extraits ont été identifiés par la banque de données. Ils ne figurent pas parmi les résultats
présentés 2 cette section. L’abondance de ces contaminants a été soustraite, afin de mieux
refléter 1la composition réelle des extraits obtenus. Les spectres de masse de ces produits
sont présentés a la fin de I’annexe 3. 1l s’agit principalement de phthalates, des polluants
environnementaux provenant du plastique [106]. Ces composés peuvent étre absorbés par

les lichens lors de contacts avec le plastique ou étre retrouvés dans les solvants [33,38]. IIs
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se reconnaissent a leur pic de base m/z = 149, résultant de la formation de ’anhydride
phthalique. L’expertise développée par notre laboratoire, permet de les reconnaitre a 1’aide
des données chromatographiques et MS. Le BHT est un autre contaminant rencontré, il ne

fait aucun doute que cet agent stabilisateur provient du diéthyléther.

4.5.1. Analyses des extraits par Soxhlet de Cladina stellaris
Les données chromatographiques et les spectres de masse des constituants de

’extrait no 1 obtenu avec I’hexane sont présentés au Tableau 12.

Tableau 12 : Données chromatographiques et MS des composés de 1’extrait 4 ’hexane de

Cladina stellaris

Tr Composé Abondance Spectre de masse
(min) (%) (m/z, 1%)
6.62 Hydrocarbure 0.5 M* 100 (4)?, 85 (24), 59 (55),
oxygéné (23) 55 (42),43 (100), 41 (35)
6.91 Hydrocarbure 0.8 M* 100 (1)?, 85 (22), 57 (17),
oxygéné (24) 45 (68),43 (100), 41 (30)
7.21 Hydrocarbure 1.0 M* 100 (1)?, 83 (91), 71 (19),
oxygéné (25) 55 (68),43 (100), 41 (28)
31.52 B-Orcinolméthyl- 1.7 M* 196 (33), 165 (20), 164 (75),
carboxylate (5) 136 (100), 107 (16), 79 (16)
32.93 Olivétol (3) 0.6 M* 180 (15), 137 (9), 124 (100),
123 (27), 69 (10), 42 (10)
48.18 bis(2-éthylhexyl)- 2.6 M* 2, 147 (17), 129 (100),
adipate (26) 112 (26), 70 (41), 55 (41)
53.08 Inconnu (27) 1.0 M* 3227, 182 (31), 154 (31),
55 (80), 44 (100), 42 (90)
54.89 Acide usnique (21) 89.7 M* 344 (39), 260 (48), 233 (100),

217 (22), 69 (13), 43 (54)
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L’abondance tirée directement du chromatogramme de I’extrait a I’hexane,
présenté a ’annexe 5, montre que les composés a plus de 0,5% représentent 97,9 % de
I’extrait brut. Parmi les composés résolus, ’acide usnique (21) est le plus abondant. En
plus d’étre identifiée par la banque, la molécule se reconnait facilement par 1’ion

moléculaire (m/z = 344). Les principaux fragments obtenus sont illustrés a la Figure 13.

- BRI
COCH 4

o)
H5C OH
HiC
(o]
H5;COC

m/z = 344 ( M%)

M*- 111 M* - 84
- .

H5C OH H3C OH
{ . \ Y4
HO Y
o CH, 0
HaCOC H3;COC
m/z = 233 (100) m/z = 260

Figure 13 : Fragmentation de ’acide usnique (21) [27]

Le pic de base (m/z = 233) est formé suite a ’ouverture du cycle constitué d’un
diéne, tandis que le fragment m/z = 260 est obtenu par un autre type de clivage (voir Figure
13). Parmi les composés faiblement retenus, trois composés volatils inconnus présentent
des spectres de masse apparentés aux hydrocarbures oxygénés (23, 24 et 25) tels que
I’hexanal ou I’hexanol [96,107,108]. Le composé élué aprés plus de 31,52 minutes est

identifié par la banque comme étant le B-orcinolméthylcarboxylate (5). La Figure 14
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présente les principaux fragments pouvant étre formés, tel que rapporté au Tableau 12. Le

fragment le plus intense est obtenu suite a la perte de 1’ester (M" - C,H40,).

[ CH, O 1t CHy
ot
_CHy &
(0} - CH,OH =
_— =
HO OH HO o
| CHg | CH,
m/z = 196 (M") m/z = 164
o e
+
HO o}
CHy
m/z = 136 (100)

Figure 14: Fragmentation proposée pour le B-orcinolméthylcarboxylate (5) [97]

L'acide perlatolique (13), qui est généralement présent chez Cladina stellaris, n’est
probablement pas détecté dans ces conditions chromatographiques [45,46,47]. D’autant
plus que ce composé pourrait étre dégradé au cours de 1’injection, en raison de la labilité du
lien ester [52]. Comme la distillation systématique des solvants n’a pas été effectuée et que
Iextraction est effectuée aux environs de 70 °C, il faut s’attendre a rencontrer ces artefacts
d'analyses. La dégradation thermique en présence d’eau du depside donnerait lieu a la
formation de deux dérivés aromatiques, soit I'acide 4-O-méthylolivétolcarboxylique (9) et
l'acide olivétolcarboxylique (28). En prenant pour acquis que I’acide perlatolique (13) est

present dans cet extrait, I’absence de ces deux dérivés suggére qu’ils se décomposent 4 leur
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tour, pour former I’olivétol (3) et ’olivétolmonométhyléther (6). En effet, ces composés
peuvent étre obtenus suite a une décarboxylation [52], tel qu’illustré a la Figure 15. C’est
d’ailleurs ce qui semble s’étre produit, tel que I’indique la présence d’un composé peu

abondant (0,6 %) identifié par la banque comme étant 1’olivétol (3).

COOH
CsHqy
/@ik o
HaCO
Acide perlatolique (13)

A H0

i jCOOH f :COOH
HyCO

Acide 4-O-méthyl
olivétolcarboxylique (8)

Acide olivétolcarboxylique (28)

002 -Co,
A A
Can CsHyy
H300/©\ @\
Olivétolmonométhyléther (6) Olivétol (3)

Figure 15 : Dégradation thermique de 1’acide perlatolique (13)
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Il est important de souligner que la présence de 1’olivétolmonométhyléther (6) a
été également observée a 31,36 minutes. Comme 1’olivétolmonométhyléther (6) est peu
abondant (moins de 0,5%), il ne figure pas parmi les composés rapportés au Tableau 12.
La différence entre I’abondance de I’olivétol (3) et celle de I’olivétolmonométhyléther (6)
suggére que I’acide 4-O-méthylolivétolcarboxylique (9) ne soit que partiellement
décomposé. L’ion moléculaire de 180 m/z et la formation des principaux fragments de

I’olivétol (3) sont illustrés a la Figure 16.

CH,

HO E OH

m/z = 180 (M*)
%,,Hs _CSP:N‘
CH
CHg 8
HO E OH Ho~ ‘ ~oH
m/z = 124 (100) m/z = 137

Figure 16 : Fragmentation proposée de I’olivétol (3) [86,99]
Le pic base (m/z = 124) est formé par un clivage résultant de la migration d’un
hydrogéne et de la perte d’un fragment neutre (C;Hs) [86,99]. Le fragment moins abondant
de m/z = 137 est formé suite au départ d’un C;Hj, selon un clivage similaire, tel qu’observé

pour la fragmentation des hydrocarbures aromatiques [99].
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Un autre composé parmi les plus abondant est résolu a 48,18 minutes. Tel
qu’identifié par la banque de données, il s’agit d’un dérivé de I’acide adipique, soit le bis-

(2-éthylhexyl)adipate (26) dont la structure est présentée a la Figure 17.

bis-(2-éthyihexyl)adipate (26)

Figure 17 : Structure du bis-(2-éthylhexyl)adipate (26)

La présence de cet acide aliphatique estérifi¢ est probablement due & des artefacts
d’analyses. Certains acides gras présentant des spectres de masse similaires, ont été
obtenus suite & des réactions d’estérification sur des acides gras provenant du lichen
Cetraria islandica [109]. Bien que les dérivés de I’acide adipique ne soient pas considérés
comme des polluants environnementaux [106], le bis-(2-éthylhexyl)adipate (26) est utilisé
comme agent flexibilisateur dans le plastique. Finalement, un composé inconnu peu
abondant, ne peut étre identifié par son spectre de masse. Cet inconnu (27) (Tr = 53,08
minutes) posséde un pic de base de 44 m/z et des fragments (m/z= 55 et 182), mais I’ion

moléculaire n’est pas visible.

Les données chromatograhiques de 1’analyse GC-MS des extraits au CHCl; sont
présentées au Tableau 13 et Tableau 14. Tel que décrit précédemment les extraits
contiennent majoritairement de [’acide usnique (21). La présence du bis-(2-

éthylhexyl)adipate (26) est observée dans les deux cas (voir Tableau 13 et Tableau 14). Par
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contre, 1’olivétol (3) est absent dans ’extrait no 2, ou un hydrocarbure (29) est observé a
51,76 minutes et identifié par 1a banque de données. Il est possible que la présence de cet
hydrocarbure soit due a des artefacts d’analyses, bien que la littérature rapporte des traces

de ce type de composé chez le lichen Cetraria islandica [109].

Tableau 13 : Données chromatographiques et MS des composés de I’extrait au CHCl;3 no 2

de Cladina stellaris

Tg Composé Abondance Spectre de masse
(min) (%) (m/z, 1%)
48.13 bis-(2-éthylhexyl)- 1.6 M* 2. 147 (17). 129 (100),
adipate (26) 112 (26), 57 (41), 55 (41)

51.76 Hydrocarbure (29) 49  M*?,99 (13), 85 (46), 71 (66),
57 (100), 55 (26), 43 (76)

53.13  Inconnu (27) 8.5 M* 3222, 182 (31), 154 (31),
55 (80), 44 (100), 42 (90)

53.83 Inconnu (30) 3.4 M* 318 (16), 234 (51), 233( 100),

215 (34), 85 (34), 43 (59)
55.04 Acide usnique (21) 78.2 M* 344 (39), 260 (48), 233 (100),
217 (22), 69 (13), 43 (54)

Tableau 14 : Données chromatographiques et MS des composés de 1’extrait au CHClz no 3

de Cladina stellaris

Ts Composé Abondance Spectre de masse
(min) (%) (m/z, 1%)
32.80 Oiivétol (3) 4.0 M* 180 (15), 137 (9), 124 (100),
123 (27), 69 (10), 42 (10)

38.65 4-O-méthylolivétol- 12.7 M* 266 (18), 220 (36), 210 (40),
éthylcarboxylate (31) ? 192 (23), 164 (100), 135 (24)

48.02 bis-(2-éthylhéxyl)- 0.7 M* 2, 129 (100), 71 (34),
adipate (26) 70 (41), 57 (62), 55 (41)

54.75 Acide usnique (21) 80.0 M* 344 (39), 260 (48), 233 (100),

217 (22), 69 (13), 43 (54)
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Une autre différence est observée pour ces deux extraits. L’inconnu (27) déja
remarqué dans 1’extrait 4 I’hexane est abondant a plus de 8,5 % dans 1’extrait no 2, mais
absent de I’extrait no 3. Il en est de méme pour un autre composé inconnu (30, Tr = 53,83
minutes), retrouvé uniquement dans 1’extrait no 2. Les principaux fragments obtenus pour
ce composé montrent une similitude avec le spectre de 1’acide usnique (21). En effet, la
fragmentation de ce composé donne le méme pic de base (m/z = 233), que ’acide usnique

Q1)

L’analyse de 1’extrait no 3 montre également la présence d’un nouveau composé
qui semble correspondre & un dérivé de I’olivétol (5), soit le 4-O-méthylolivétol
éthylcarboxylate (31). Cette identification non formelle est proposée sur la base de la
fragmentation observée et des données fournies par la littérature [86]. La Figure 18

présente la formation des principaux fragments observés [86,97].
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Figure 18 : Fragmentation proposée pour le 4-O-méthylolivétoléthylcarboxylate (31)
[86,97]

La différence dans la composition des extraits no 2 et no 3, serait attribuable a une
différence entre 1’origine et/ou 1’dge des échantillons de lichens. Tel que discuté
précédemment, le vieillissement des lichens implique une diminution du métabolisme, qui
conduit non seulement a une baisse de la concentration de certains métabolites, mais peut
aussi avoir un impact sur leur production [95]. Un autre facteur pouvant faire varier la
composition des extraits est ’existence des quatre chemotypes pouvant étre rencontrés chez
le lichen Cladina stellaris [46]. Ainsi extrait no 2 proviendrait de lichens appartenant au
chemotype III ou IV, tandis que les lichens de I’extrait no 3 appartiendraient au chemotype
I ou II, puisque la présence d’acide perlatolique (13) se laisse entrevoir par la détection de

Polivétol (5), soupconné d’étre un de ses sous produits de dégradation
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L’analyse de ’extrait 2 I’EtOH révéle une complexité supérieure a celles des

extraits vus précédemment, tel que le montre les données chromatographiques rapportées

au Tableau 15.

Tableau 15 : Données chromatographiques et MS des composés de 1’extrait 4 I’EtOH de

Cladina stellaris

Tr Composé Abondance Spectre de masse
{min) (%) {m/z, 1%)
35.57 Olivétol (3) 3.7 M* 180 (15), 137 (9), 124 (100),
123 (27), 69 (10), 42 (10)
38.09 Dérivé aromatique (32) 0.8 M* ?, 182 (33),168 (50), 167 (100),
83 (9), 69 (15), 43 (20)
40.28 Acide olivétolcarboxylique (28) 0.5 M* 224 (64), 209 (100), 191 (57),
83 (15), 67 (33), 43 (67)
41.45 4-O-méthylolivétol- 6.5 M* 266 (18), 220 (36), 210 (40),
éthylcarboxylate (31) ? 192 (283), 164 (100), 135 (24)
50.30 Dérivé aromatique 1.1 M* 276 (13), 234 (13), 233 (100),
polycyclique (33) 215 (39), 77 (7), 43 (36)
51.10 bis-(2-éthylhexyl)- 0.5 M* 2, 147 (16), 129 (100), 112 (25),
adipate (26) 83 (21), 70 (41), 57 (62)
56.96 Inconnu (30) 15.0 M* ? 318 (16), 260 (10), 234 (51),
233 (100), 215 (34), 43 (59)
57.99 Acide usnique (21) 40.0 M* 344 (39), 260 (48), 233 (100),
217 (22), 69 (13), 43 (54)
67.00 Inconnu (34) 1.4 M* 420 (13) 2, 260 (100), 234 (34),
217 (80), 204 (40), 55 (48)
67.08 Inconnu (35) 1.3 M* 2, 389 (5), 235 (13), 156 (100),

128 (18), 84 (16), 43 (20)

D’apres les données MS disponibles dans la littérature [27], le composé a 40,28

minutes (possédant un ion moléculaire de m/z = 224) semble correspondre & I’acide

olivétolcarboxylique (28), qui est soupgonné étre un produit de dégradation de I’acide

perlatolique (13).
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En ce qui concerne le composé élué a 41,45 minutes, il correspond au 4-O-
meéthylolivétoléthylcarboxylate (31), tel que I’indique I’ion moléculaire (m/z = 266) et les
fragments qui correspondent & ceux décrits par la littérature [27]. Ce composé pourrait étre
formé suite a 1’éthanolyse de l’acide perlatolique (13) pendant 1’extraction, ce qui
expliquerait 1’absence de 1’olivétolmonométhyléther (6). L’analyse révéle plusieurs
inconnus ne pouvant étre identifiés en raison du manque d’information. C’est le cas du
composé (30, Tr = 56,96 minutes), déja relevé pour 1’analyse de 1’extrait au CHCl; no 2
(voir Tableau 13) et des inconnus (34 et 35) élués a 67,00 minutes et 67,08 minutes. La
nature aromatique de 1’inconnu (32) est confirmée par le pic de base de m/z = 167 [27].
L'inconnu (33) possédant un ion moléculaire de m/z = 276 semble étre un dérivé

aromatique polycylique oxygéné, mais I’identification n’a pu étre établie avec certitude

[111].

4.5.2. Analyse des extraits a température ambiante de Cladina stellaris
Les analyses des extraits obtenus par macération a température ambiante visaient a
évaluer la sensibilité thermique des produits naturels présents dans les Cladina. Le Tableau

16 montre les données chromatographiques et MS des composés obtenus & partir de

I’extrait CHCl;-MeOH de Cladina stellaris.
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Tableau 16 : Données chromatographiques et MS des composés de I’extrait CHCl3-MeOH

de Cladina stellaris

Tg Composé Abondance Spectre de masse
(min) (%) (m/z, 1%)
13.87 Nonanal (36) 0.7 M* 2, 124 (1), 70 (33), 57 (100),
55 (50}, 43 (70), 41 (91)
19.76 Décénal (37) 2.1 M* 2,136 (1), 70 (82), 57 (57),
55 (84), 43 (99), 41 (100)
33.83 Olivétolmonométhyléther (6) 5.0 M* 194 (16), 152 (8), 138 (100),
137 (18), 107 (8), 77 (10)
34.03 B-orcinolméthyl- 2.0 M* 196 (33), 165 (20), 164 (75),
carboxylate (5) 136 (100), 107 (16), 79 (16)
34.95 Inconnu (38) 4.2 M*?, 259 (16), 171 (11), 113 (13),
69 (10), 59 (52), 43 (100)
35.64 Olivétol (3) 14.5 M* 180 (15), 137 (9), 124 (100),
123 (27), 69 (10), 42 (10)
39.51 4-O-méthylolivétol 1.3 M* 252 (20), 220 (30), 196 (52),
méthylcarboxylate (39) ? 192 (20), 164 (100), 135 (25)
41.08 Dérivé d'acide 1.3 M*?, 256 (8), 129 (29), 73 (100),
aliphatique (40) ? 60 (94), 57 (69), 43 (99)
45.39 Inconnu (41) 0.9 M*?, 264 (4), 83 (47), 69 (65),
55 (100), 43 (56), 41 (82)
45.96 Dérivé d'acide 0.5 M* 284 (11), 129 (31), 73 (90),
aliphatique (42) 60 (81), 57 (74), 43 (100)
47.97 Dérivé aromatique (43) 0.5 M* 2, 262 (38), 206 (39), 177 (22),
164 (100), 135 (42), 41 (16)
49.37 Inconnu (44) 1.5 M* 2, 290 (2), 150 (21), 126 (100),
55 (44), 43 (77), 42 (72)
50.16 Inconnu (45) 0.8 M* 2, 112 (93), 69 (28), 57 (65),
55 (66), 43 (99), 41 (100)
50.28 Dérivé aromatique 1.1 M* 276 (13), 234 (13), 233 (100),
polycyclique (33) ? 215 (39), 77 (7), 43 (36)
53.78 Dérivé aromatique 0.6 M* 278 (26), 233 (72), 215 (26),
polycyclique (46) ? 126 (85), 43 (100), 41 (67
57.35 Inconnu (30) nd M* 2, 318 (16), 260 (10), 234 (63),
233 (100), 85 (46), 43 (51)
57.37 Acide usnique (21) 25.2 M* 344 (39), 260 (48), 233 (100),
217 (22), 69 (13), 43 (54)
62.54 Inconnu (47) 0.8 M+ ?, 362 (1), 323 (15), 125 (31),

96 (99), 69 (27), 43 (100)
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La proportion de composé a plus de 0,5 % représente seulement 63 % de la
composition de P’extrait brut. Le composé (30) a 57,35 minutes co-élue avec I’acide
usnique (Tr = 57,37 minutes), ce qui rend son abondance difficile 4 déterminer. Le nombre
de composés est nettement supérieur a celui obtenu pour les extractions au Soxhlet, a
I’exception de celui obtenu avec I’EtOH (voir Tableau 15). Parmi les composés déja
identifiés dans les extraits précédents, figurent 1’acide usnique (21), I’olivétol (3) et le B-
orcinolméthylcarboxylate (5). Le bis-(2-éthylhexyl)adipate (26) identifié ultérieurement
par la banque est absent, mais deux inconnus (40 et 42) présentent des spectres de masse
avec un fragment de m/z = 129 apparenté aux acides aliphatiques estérifiés [109]. Un
produit (43) élué a 47,97 minutes présente les caractéristiques structurales d’un dérivé
aromatique. En effet, le pic de base de m/z= 164 est souvent observé lors de la
fragmentation des depsides, suite au clivage du lien ester [27,101,102,113]. Deux
composés (33 et 46 ) ont en commun le pic de base m/z = 233 en commun. Ils sont
soupgonnés d’étre des dérivés aromatiques polycycliques oxygénés, tel que mentionné
précédemment. Des hydrocarbures ont été identifiés par la banque de données, il s’agit du

nonanal (36) et du décénal (37) élués a 13,87 minutes et a 19,76 minutes.
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Décénal (37)

Figure 19 : Structure du nonanal (36) et du décénal (37)

Plusieurs dérivés monoaromatiques présentent des spectres caractéristiques
disponibles dans la littérature {27,50]. L’olivétolmonométhyléther (6) sort peu avant
Polivétol (3), tel que ’indique le pic de base de m/z = 138, résultant de la perte d’un
fragment C4Hs. Selon les données de la littérature, le 4-O-méthylolivétolméthylcarboxylate
(39) semble présent dans cet extrait, contrairement au 4-O-méthylolivétoléthylcarboxylate
(31), ce qui suggére qu’il a pu étre formé suite a une méthanolyse de 1’acide perlatolique

(13) [27,50].

CsHqq

COOCH,

HaCO OH

4-O-méthylolivétolméthylcarboxylate (39)

Figure 20 : Structure du 4-O-méthylolivétolméthylcarboxylate (39)
L’extrait obtenu avec le mélange DCM-Acétone est moins complexe que celui de

I’analyse précédente. Tel que le montre le Tableau 17, 1’analyse révéle un nombre de
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composés moins élevé que celui de I’extrait DCM-MeOH. Les composés observés par les

analyses précédentes sont communs a cet extrait.

Tableau 17 : Données chromatographiques et MS de ’extrait DCM-Acétone de Cladina

stellaris
Tr Composé Abondance Spectre de masse
{(min) (%) {(m/z, 19%)

33.91 Olivétolmonométhyléther (6) 2.3  M'194 (16), 152 (8), 138 (100),
137 (18), 107 (8), 77 (10)

34.09 B-orcinolméthyl- 2.3 M* 196 (33), 165 (20), 164 (75),
carboxylate (5) 136 (100), 107 (16), 79 (16)
35.69 Olivétol (3) 4.9 M* 180 (15), 137 (9), 124 (100),
123 (27), 69 (10), 42 (10)
57.53 Inconnu (30) 4.9 M* 318 (16), 260 (10), 234 (63),
233 (100), 85 (46), 43 (51)
58.33 Acide usnique (21) 60.2 M* 344 (39), 260 (48), 233 (100),

217 (22), 69 (13), 43 (54)

Parmi les composés identifiés, figure 1’acide usnique (21) qui est le plus abondant
et I'inconnu (30) avec le fragment de m/z = 318, qui d’ailleurs est bien résolu contrairement
a I’analyse précédente (Voir annexe 5 ). La proportion de composés résolus et abondants a
plus de 0,5 % est de 74,6% dans cet extrait. Exceptionnellement pour cette analyse, 4
composés qui représentent 19,1 % de la composition de I’extrait, ont co-élués entre 58,38 et

58,96 minutes, les données MS relatives a ces composés n’ont pu étre obtenues.

4.5.3. Analyse des huiles essentielles de Cladina stellaris
Les huiles essentielles obtenues par entrainement a la vapeur ont été analysées par
GC-MS selon la méthode décrite & la section 3.7.1. L’entrainement a la vapeur effectué a

deux reprises a permis de confirmer la présence de composés volatiles & plus de 0,5% chez
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Cladina stellaris. Contrairement aux composantes volatiles de la mousse de chéne
(Evernia prunastri) qui sont trés bien caractérisées, les composés volatiles de Cladina
stellaris n’ont fait 1’objet d’aucune publication scientifique [50,51,53]. Le Tableau 18
rapporte les produits a plus de 0,5% sur le chromatogramme, qui représentent 93,3 % de la
composition de I’huile essentielle de Cladina stellaris. Les produits responsables des
signaux en chromatographie gazeuse et présentés au Tableau 18 ont été identifiés grace aux
informations chromatographiques et aux spectres de masse. Il est intéressant de souligner

que seulement trois produits minoritaires n’ont pu étre identifiés.
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Tableau 18: Données chromatographiques et MS des composés volatiles de I'huile

essentielle de Cladina stellaris

Composé Trs  Abondance Ix Ikrss) Spectre de masse
(min) (%) (m/z, 1%)
Mentha-1,5-dién-8-ol (48) 26.72 0.8 1173 1166 M'?, 94 (50), 91 (26), 79 (48),
77 (18), 59 (100), 43 (25)
‘o-terpinéol (49) 28.39 1.0 1191 1189 M*136 (10), 121 (27), 93 (32),
81 (23), 67 (14), 59 (100)
2,4-nonadiénal (50) 30.01 1.0 1213 1212 M' 138 (5), 81 (100), 67 (14),
54 (8), 53 (12), 41 (29)
(E)-Décén-2-al (37) 33.38 1.8 1267 1264 M'?, 83 (43), 70, (83),
55 (84), 43 (99), 41 (100)
(E,Z)-2,4-décadiénal (51) 35.62 1.1 1301 1293 M' 152 (8), 81 (100), 67 (30),
58 (65), 55 (30), 43 (57)
Dérivé aromatique (52) 36.82 1.2 1318 M* 150 (34), 121 (95), 94 (73),
93 (58), 91 (89), 77 (100),
(E,E)-2,4-décadiénal (53) 37.26 6.3 1324 1317 M' 152 (4), 81 (100), 95 (9),
67 (16), 55 (14), 41 (30)
Inconnu (54) 38.45 0.8 1340 M* 2, 125 (33), 99 (18), 84 (100),
55 (84), 43 (97), 41 (43)
2-undécénal (55) 40.42 1.3 1366 1365 M* 156 (2), 121 (10), 97 (14),
83 (40), 70 (72), 41 (100)
Inconnu (56) 41.51 22 1379 M* 2, 69 (11), 68 (100), 55 (14),
43 (16), 42 (11), 41 (23)
Inconnu (3b) 50.01 1.3 1515 nd M" 180 (15), 137 (75), 125 (26),
124 (92), 81 (23), 55 (100)
2,6-di-tert-butyl- 52.38 0.9 1551 nd  M* 234 (23), 220 (15), 219 (100),
4-éthyiphénol ? (57) 91 (11), 57 (39), 41 (20)
Olivétolmonométhyléther (6)  61.04 73.6 1697 nd M' 194 (16), 152 (8), 138 (100),

137 (18), 107 (8), 77 (10)

L’olivétolmonométhyléther (6), qui d’ailleurs est le composé le plus abondant de

Phuile essentielle, a déja été identifié dans les extraits obtenus par macération ou par

extraction au Soxhlet. Concernant I’identification du composé (3b), bien qu’il posséde des

fragments de masse similaires & 1’olivétol (3), il ne peut s’agir de ce produit, puisque

I’inconnu (3b) est élué avant I’olivétolmonométhyléther (6), contrairement aux analyses
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précédentes (voir Tableau 16 et Tableau 17). De plus I’intensité des fragments obtenus,
entre autres celui de m/z = 137, n’est pas la méme que celle observée pour 1’olivétol (3) des
extraits obtenus par Soxhlet ou par macération. Les composés monoaromatiques identifiés
dans I’huile essentielle, peuvent étre formés suite & I’hydrolyse de 1’acide perlatolique (13),

tel que mentionné pour ’huile essentielle de Evernia prunastri [53].

Les autres produits ont été identifiés a leur indice de Kovats d’aprés ceux
rapportés par Adams, R. [84] et a leur spectre de masse en comparant avec la banque de
données et la littérature [27,84,100,108]. La Figure 21 présente la structure de quelques

composés volatiles.
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Figure 21 : Structure de quelques composés de ’huile essentielle de Cladina stellaris
Parmi les composés identifiés dans 1’huile essentielle figurent les dérivés d’acides
gras tels que le décén-2-al (37), le 2,4-nonadiénal (50), le (E,E)-2,4-décadiénal (53) le
(E,Z)-2,4-décadiénal (51) et le 2-undécénal (55). L’indice de Kovats a permis d’obtenir
plus de précision sur la structure du décénal (37), qui a été identifié précédemment (voir
Tableau 16. L’huile essentielle contient deux composés monoterpéniques, soient le
mentha-1,5-dién-8-ol (48) et de I’a-terpinéol (49). Le composé (57) élué 4 52,38 minutes,

mais dont I’indice de Kovats n’est pas disponible, présente les mémes fragments que le 2,6-
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di-tert-butyl-4-éthylphénol (57). Il pourrait s’agir d’un artefact d’analyse, puisque ce
composé semble étre un dérivé du BHT. Un dérivé aromatique (52) a 36,82 minutes se

reconnait a son fragment m/z = 77, qui indique la présence d’un ion phényle.

C’est la premiére fois, a notre connaissance, que sont rapportés des monoterpenes
chez Cladina stellaris. Les composés de 1’huile essentielle de Cladina stellaris sont
communs a ceux retrouvés chez Evernia prunastri, ce qui permet d’associer leur présence
au métabolisme particulier des lichens [27,50,51,53,103,112]. De plus, I’observation de
microstructures de type vésiculaire chez certains lichens suggére que les composés
identifiés chez Cladina stellaris puissent non seulement étre biosynthétisés, mais aussi

accumulés tout comme les métabolites des plantes vasculaires [113].

4.6. ANALYSE DES COMPOSES DE CLADINA RANGIFERINA

Les extraits de Cladina rangiferina obtenus par extraction au Soxhlet ont été
analysés par GC-MS. Les données chromatographiques et spectrales sont rapportées tel

que pour Cladina stellaris.

4.6.1. Influence de la chaleur sur I’acide atranorigue

Dans un premier temps, la sensibilité thermique de 1’acide atranorique (14) a été
vérifiée. Pour ce faire, le standard d’acide atranorique (14) a été dilué dans le DCM et
injecté dans les mémes conditions que celles décrites a la section 3.7.1. Le Tableau 19

montre les produits résultant de la dégradation thermique de I’acide atranorique (14).
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Tableau 19 : Données chromatographiques et MS de I’acide atranorique (14).

Tr Composé Abondance Spectre de masse
_{(min) (%) (m/z, 1%)
24.87 Produit non identifié (58) 11.7 M* 2.188 (27). 187 (40). 186 (83).
185 (100), 140 (19), 77 (19)

26.85 2,6-dihydroxy-4-méthyl- 8.8 M* 152 (79), 151 (100). 106 (15).
benzaldéhyde (59) 77 (13), 53 (15), 39 (16)

31.41 B-orcinolméthyl- 75.8 M* 196 (36). 165 (24). 164 (80).
carboxylate (5) 136 (100), 107 (18), 77 (18)

Lé produit de dégradation thermique le plus abondant correspond au [-
orcinolméthylcarboxylate (5), tel qu’identifié par la banque de données. Le 2,6-dihydroxy-
4-méthylbenzaldéhyde (59) a été également identifié. Le composé non identifié (58)
semble de nature aromatique, comme 1’indique la présence de 1’ion phényle (77 m/z) [97].
L’absence de 1’ion moléculaire (m/z = 374) et du pic de base (m/z = 196) de I’acide
atranorique (14), indique que la molécule est dégradée au cours de I’injection, ce qui

implique que ce composé n’est pas détectable dans ces conditions chromatogaphiques.

4.6.2. Analyse des extraits au Soxhlet de Cladina rangiferina

Malgré la dégradation du composé majeur de Cladina rangiferina, 1’analyse des
autres composés des extraits par chromatographie gazeuse nécessitait 1’utilisation de ces
conditions d’opérations (voir section 3.7.1). C’est donc dans ces mémes conditions que les
analyses des extraits de Cladina rangiferina ont été effectuées. Les données
chromatographiques et les spectres de masse des constituants de I’extrait CHCI3 sont

présentés au Tableau 20
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Tableau 20 : Données chromatographiques et MS des composés de I’extrait au CHCl; de

Cladina rangiferina

Tr Composé Abondance Spectre de masse
—(min) (%) (m/z, 1%) -
27.09 2,4-dihydroxy-6-méthyl- 47 M*152(79), 151 (100), 106 (15),
benzaldéhyde (59) 77 (13), 55 (13), 53 (15)

30.17 Méthylhaematommate (7) 2.4 M* 210 (31), 178 (20), 150 (100),
122 (22), 94 (15), 53 (18)

31.82 B-orcinolméthyl- 51.1  M* 196 (36), 164 (80), 136 (100),
carboxylate (5) 135 (12), 79 (19), 77 (18)

32.71 Ethyl 36.7  M* 224 (23),196 (13), 178 (18),
haematommate (8) 150 (100), 122 (13), 94 (8)

48.16  bis-(2-éthyihexyl)- 0.8 M* 2, 259 (1), 129 (100),112 (26),
adipate (26) 83 (21),70 (41), 57 (41), 55(41)

Tel qu’attendu, puisqu’il provient de la dégradation de I’acide atranorique (14), le
B-orcinolméthylcarboxylate (5) est le composé le plus abondant. Le produit sortant aprés
27,09 minutes correspond au produit de dégradation (59), tel qu’observé pour 1’analyse du
standard d’acide atranorique (14). Le composé résolu aprés 30,17 minutes semble
correspondre au méthylhaematommate (7), tel que le suggerent les données de la littérature
[27]. Cette identification non formelle est basée sur I’intensité des fragments formés,
puisque la littérature rapporte le méme patron de fragmentation pour divers composés [27].
La Figure 22 montre la formation de I’ion responsable du pic de base (m/z = 150) du

méthylhaematommate (7).
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Figure 22 : Fragmentation proposée pour le méthylhaematommate (7) [99]

L’éthylhaematommate (8) a été identifié¢ non seulement par la banque de données,
mais également a 1’aide de la RMN (voir section 4.9). Finalement, un composé déja
identifié chez Cladina stellaris, le bis-(2-ethylhexyl)adipate (26), est aussi observé dans cet
extrait. L’acide protocétrarique (18) et I’acide fumarprotocétrarique (19), deux métabolites
secondaires rapportés par la littérature, ne sont pas détectés dans ces conditions

chromatographiques, en raison de leur trop faible volatilité [45,46,47].

L’extrait a I’acétone présente une composition plus complexe que ’extrait obtenu
au CHCl;, tel que I’indiquent les données chromatographiques et les spectres de masse

présentés au Tableau 21.



89

Tableau 21 : Données chromatographiques et MS des composés de ’extrait & 1’acétone de

Cladina rangiferina.

Tr Composé Abondance Spectre de masse
{min) (%) (m/z, 1%)
22.71 Inconnu (60) 1.3 M* 2, 138 (26), 101 (48), 75 (13),
59 (43), 57 (15), 43 (100)
26.91 2,6-dihydroxy-4-méthyl- 17.7 M* 152 (79), 151 (100), 106 (15),
benzaldéhyde (59) 77 (13), 55 (13), 53 (15)
29.95 Méthylhaematommate (7) 1.7 M* 210 (31), 178 (20), 150 (100),
122 (22), 94 (15), 66 (13)
31.44  B-orcinoiméthyl- 55.2 M* 196 (36), 165 (24), 164 (80),
carboxylate (5) 136 (100}, 107 (18), 77 (18)
33.51 Acide haematommique (11) 1.2 M* 196 (34), 151 (23), 150 (100),
122 (24), 94 (24), 66 (27)
40.18 Lactone (61) 0.9 M* 224 (7), 61 (24), 56 (100)
55 (33), 43 (28), 41 (34)
47.63 Dérivé aromatique (62) 1.3 M* 2, 258 (100), 230 (95), 229 (19),
174 (6), 77 (15), 51 (20)
52.83 Inconnu (63) 0.6 M* 196 (11), 81(24), 69 (27),
55 (65), 43 (100), 41 (81)
56.61 Inconnu (64) 0.9 M* 2, 429 (4), 281 (11), 221 (21),
207 (11), 147 (40), 73 (100)
59.03 Inconnu (65) 0.9 M* 2, 429 (5), 281 (15), 221 (25),
207 (11), 147 (46), 73 (100)
61.26 Inconnu (66) 0.9 M* 2, 429 (5), 281 (13), 221 (25),
207 (11), 147 (47), 73 (100)
63.37 Inconnu (67) 0.8 M*?, 429 (4), 281 (15), 221 (30),
207 (16), 147 (56), 73 (100)
65.35 Inconnu (68) 0.8 M*?, 429 (4), 281 (11), 221 (21),
207 (11), 147 (40), 73 (100)
67.24 Inconnu (69) 0.7 M* 2, 429 (4), 281 (11), 221 (21),
207 (11), 147 (40), 73 (100)
69.03 Inconnu (70) 0.6 M* 2, 429 (4), 281 (11), 221 (21),

207 (11), 147 (40), 73 (100)

Parmi les composés déja identifiés, les produits de dégradation de l’acide

atranorique (14), soient le B-orcinolméthylcarboxylate (5) et le 2,6-dihydroxy-4-méthyl-

benzaldéhyde (59), sont les plus abondants. La présence du méthylhaematommate (7) est

¢galement observée. Un autre dérivé aromatique élué a 33,51 minutes correspond, selon
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les données MS de la littérature, a 1’acide haematommique (11). Ce composé peut étre
formé suite & la dégradation thermique de I’acide atranorique (14). Comme il est instable,
il est probable qu’il soit décarboxylé pour former le 2,6-dihydroxy-4-méthyl-benzaldéhyde
(589) [27]. Ceci expliquerait pourquoi il n’est pas détecté dans les autres analyses et qu’il
soit si peu abondant par rapport au 2,6-dihydroxy-4-méthyl-benzaldéhyde (59) [27]. Le
composé (61) a 40,18 minutes pourrait correspondre a une lactone, tel que I’indique le pic
de base m/z = 56 observé, correspondant a I’ion C4Hg" formé suite au clivage de
I’hétérocycle [97]. Concernant le composé (62) élué a 47,63 minutes, le fragment peu
intense de m/z = 77, qui indique la présence de I’ion phényle, pourrait provenir de la
décomposition complexe d’un composé polycyclique, tel que ’indique les fragments de
masse abondants m/z = 258 et m/z = 230 [27,97]. Le composé (63) ne présente aucune
information utile pour déterminer de quelle famille de molécule il provient. C’est
€galement le cas pour les composés (64,65,66,67,68,69 et 70) élués entre 56 et 69 minutes

qui présentent des spectres de masse trés similaires.

Les données chromatographiques et MS présentées au Tableau 22 montrent que
Pextrait a I’EtOH est trés peu complexe par rapport aux analyses précédentes (voir Tableau

20 et Tableau 21).
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Tableau 22 : Données chromatographiques et MS des composés de ’extrait 4 I’EtOH de

Cladina rangiferina.

Tg Composé Abondance Spectre de masse
(min) (%) (m/z, 1%)
31.52 B-orcinolm éthyl- 63.3 M* 196 (36), 165 (24), 164 (80),
carboxylate (5) 136 (100), 107 (18), 77 (18)
32.44 Ethylhaematommate (8) 33.1 M* 224 (23),196 (13), 178 (18),

150 (100), 122 (13), 94 (8)

Seulement deux composés, soient le [-orcinolméthylcarboxylate (5) et
I’éthylhaematommate (8), sont présents et constituent 96,4 % de P’extrait. La dégradation
de l’acide atranorique (14) ne semble pas reliée aux conditions chromatographiques,
puisque ni 1’acide haematommique (11) et ni le 2,6-dihydroxy-4-méthyl-benzaldéhyde (59)
ne sont observés. L’absence de ces deux produits de dégradation et la présence de
I’éthylhaematommate (8) suggérent fortement qu’une éthanolyse compléte de I’acide
atranorique (14) soit survenue aprés ’extraction (selon 1’analyse par CCM présentée a la

section 4.4, le composé (14) était présent dans 1’extrait 4 I’EtOH).

4.7. ANALYSE DES EXTRAITS ETOH-H;0 PAR HPLC ET TENTATIVES D’ISOLATION

PAR HPLC SEMI-PREPARATIF

Les probléemes reliés & la faible volatilité des acides lichéniques ou a leur
sensibilité thermique (dégradation en GC) ont pu étre contournés par 1’analyse HPLC.
L’analyse HPLC de D’extrait EtOH-H,O (4 : 1) de Cladina rangiferina a tout d’abord
permis de tester la méthode décrite a la section 3.8.4. Suite a ’obtention d’une bonne

résolution, la méthode a été appliquée pour analyser et isoler les composantes des extraits
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EtOH-H,0 (4 : 1) effectués avec les deux espéces. Les chromatogrammes obtenus pour les
analyses en HPLC effectuées avec le chromatographe Shimadzu sont présentés a I’annexe
6. Les données chromatographiques de I’extrait EtOH-H,O (4 : 1) de Cladina stellaris sont

présentées au Tableau 23.

Tableau 23 : Données chromatographiques de !’extraits EtOH-H,O (4:1) de Cladina

stellaris.

Tr Abondance relative (%)
{min) 270 (nm) 370 (nm)
2,91 1,0 1,2
3,17 nd 0,8
3,62 57,1 3,0
5,91 0,1 2,0
21,07 1,8 nd
22,18 1,3 2,9
24,27 2,9 nd
34,70 0,7 nd
35,84 0,7 0,8
36,67 nd nd
40,09 1,2 nd
42,38 7,2 84,5
42,85 1,5 nd
43,08 1.1 nd
52,58 22,1 4,7

Aucun standard interne n’a été utilisé, c’est pour cette raison que ’analyse HPLC
ne permet pas de quantifier I’abondance des composés [83]. L’analyse révele que 15
composés dont I’intégration est supérieure a 0,5% sont présents dans cet extrait. Comme
les extraits aqueux n’ont fait ’objet d’aucune analyse HPLC visant & en déterminer les
composantes et ce, a partir des indices de rétention (RI), aucun étalonnage interne n’a été
effectué [27,45,46,47,85,86,83]. 1l en est de méme pour I’analyse de 1’extrait EtOH-H,O

(4: 1) de Cladina rangiferina (Tableau 24).
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Tableau 24 : Données chromatographiques de I’extrait EtOH-H,0 (4:1) de Cladina

rangiferina
4?;, Abondance relative (%)
min 270 (nm 370 (nm
2,83 2,3 nd
2,91 nd 2,3
3,17 nd 2,4
3,6 48,9 7.3
13,18 0,1 2,6
16,29 nd 0,7
21,15 6,8 1,0
21,58 0,5 2,1
22,23 0.4 1,3
24,71 2,5 3,7
26,57 6,5 16,0
31,39 9,9 7,1
32,16 3,4 3,9
32,51 1,9 47
34,32 13,8 9,6
42,42 1,8 28,1
43,81 0,5 2,2
66,22 nd 0,8

L’analyse de D’extrait EtOH-H,O révele la présence de 18 produits, dont

’intégration est supérieure 4 0,5%, dans I’extrait.

A notre connaissance, il n’a jamais été rapporté un nombre aussi élevé de
composés chez ces deux espéées [40,41,45,46,47]. 1l est possible que la composition réelle
des extraits soit surestimée, puisque 1’éventualité d’une hydrolyse dans les conditions de
I’extraction ne peut étre écartée [52]. A I’exception des métabolites primaires, tels que les
sucres et les acides aminés, la littérature ne couvre pas la composition des extraits obtenus

avec des mélanges aqueux [63,65,66].
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D’aprés la résolution obtenue a 1’échelle analytique, il semble possible de
récupérer les composés majeurs de ces extraits (voir les chromatogrammes présentés a
I’annexe 6). Les conditions chromatographiques pourraient étre utilisées pour la séparation

tel que décrit 4 la section section 3.8.4.

4.8. FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT A L’ETOH ET ANALYSES DES FRACTIONS

OBTENUES PAR CCM ET HPLC

Afin d’obtenir une séparation primaire des composés extraits, le fractionnement
par solubilité différentielle ou par partition a été mis a I’essai. Parmi les extraits qui ont été
fractionnés, c’est la séparation des composantes de ’extrait a I’EtOH qui nous a semblé la
plus intéressante. En effet, I’analyse GC-MS a révélé que ’extrait était constitué d’un
mélange complexe, formé de composés volatiles et moins volatiles (voir section 4.5.1). Le
fractionnement de I’extrait a I’EtOH a été effectué tel que décrit par Hui et al [80] et
présenté a la section 3.6.2. La Figure 23 présente les étapes du fractionnement ainsi que les

quantités de produits obtenues pour les fractions organiques.

Extrait 95 % EtOH (500 mg)

CHCI3/H20 (1 :1) “

[ I ]
Fraction CHCI3 (110 mg) Fraction aqueuse Résidus : Emulsion

Hexane/ 90 % MeOHaqg

I |
Fraction Hexane (71 mg) Fraction 90 % MeOH aq (17 mg)

Figure 23 : Partition de I’extrait & I’'EtOH de Cladina stellaris
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Le fractionnement par le mélange CHCl3-H,O résulte en 1’obtention d’une faible
proportion de composés solubles dans la phase organique. Il semble que les composés se
retrouvent majoritairement dans la phase aqueuse et dans le résidu. La formation d’un
précipité important et d’'une émulsion est probablement responsable de la faible partition
des composés de D’extrait dans la phase organique. Le fractionnement de la phase
organique par le mélange Hexane/90 % MeOH agq. montre que la majeure partie des

composé€s contenus dans la fraction CHCI; se retrouve dans I’hexane.

La Figure 24 représente la séparation obtenue par CCM suite a la partition dans le
mélange CHCl;-H,0O. L’élution implique 1’utilisation de 1’éluant B : Hexane-diéthyléther-

acide formique (13 :8 : 2) et la révélation est effectuée avec le CAM (voir section 3.4).

(&} <O
< < j
‘ 1. Extrait brut
: | | 2. Phase CHCl
o | o I s i L3 Emulsion
| | ! 4. Phase aqueuse
o < \’ i
2 = ! = 1
< &
1 2 3 4

Figure 24 : Partition de I’extrait a ’EtOH dans le mélange CHCI3-H,0
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La séparation correspond de gauche a droite & I’extrait brut (Figure 24, #1), a la
phase organique (Figure 24, #2), aux composés solubles de 1’émulsion (Figure 24, #3) et a
la phase aqueuse (Figure 24, #4). La tache unique et diffuse pour la fraction aqueuse peut
contenir plusieurs produits, probablement trop polaires pour étre élués dans ces conditions.
Tel que I’indique la Figure 24, les composés solubles de 1’émulsion (Figure 24, #3) sont
communs a la phase CHCl;. Cette observation confirme que 1’émulsion a restreint la

distribution des composés dans la phase organique.

La séparation de la phase organique aprés partition dans le mélange hexane-90 %
MeOH aq. est représentée a la Figure 25. L’élution implique également 1’utilisation de

I’éluant B et 1a révélation est effectuée avec la CAM (voir section 3.4).

| 1. Phase CHCly
f i 2. Phase hexane

o e, © © ¢ 3. Phase 90% MeOH aq.
‘ 4. Acide usnique

< =

&3 ‘\/‘r &=

1 2 3 4

Figure 25 : Partition dans le mélange hexane-90 % MeOH aq.
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Comme le montre la Figure 25, la partition de la fraction obtenue avec le CHCl3
(Figure 25, #1) effectuée entre autre avec I’hexane (Figure 25, #2) et la solution 90 %
MeOH aq. (Figure 25, #3) a permis de séparer davantage les composés fortement retenus
de ceux faiblements retenus. L’acide usnique (21) (Figure 25, #4) est présent autant dans la

phase hexane (Figure 25, #2), que dans la phase 90 % MeOH aq. (Figure 25, #3).

La fraction 90 % MeOH aq. a été analysée par HPLC sur le chromatographe
Perkin Elmer, selon les conditions décrites a la section 3.8.4. Afin de procéder a
I’identification des composés par leurs indices de rétention (RI) tel que décrit a la section
3.8.4, I’acide benzoique et le bis-(2-éthylhexyl)phthalate ont été utilisés comme standards
internes. Le Tableau 25 rapporte les données chromatographiques pour la fraction 90 %

MeOH agq. tirées du chromatogramme présenté a 1’annexe 7.
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Tableau 25 : Données chromatographiques de 1’extrait a la fraction 90 % MeOH aq

Tr Rl Abondance Composés

(min) (%)

2.47 -0.36 4.9 Inconnu
2.71 -0.36 6.7 Inconnu
3.28 -0.35 4.0 Inconnu
13.13 -0.19 2.4 Inconnu
14.57 -0.16 5.1 Inconnu
23.09 -0.02 10.8 Inconnu
29.36 0.08 1.0 Inconnu
31.15 0.11 6.9 Inconnu
35.28 0.18 1.7 Inconnu
39.51 0.25 2.2 Inconnu
41.88 0.28 1.2 Inconnu
42.85 0.30 16.9 inconnu
44.36 0.32 7.6 Inconnu
45.89 0.35 2.2 Inconnu
46.91 0.37 1.9 Inconnu
48.60 0.39 1.5 Inconnu
50.35 0.42 1.3 Inconnu
56.85 0.53 1.5 Inconnu
59.77 0.58 1.9 Inconnu
65.89 0.68 0.8 Inconnu
68.40 0.72 2.4 Inconnu
69.71 0.74 0.6 Inconnu
73.65 0.80 14.4 A. usnique

La présence de 23 produits abondants a plus de 0,5 % met en évidence la sous-

estimation par GC-MS concernant la composition réelle de I’extrait 3 I’EtOH (voir Tableau

15). Puisque I’absorption des composés varie en fonction de la longueur d’onde utilisée

pour la détection, I’abondance réelle ne peut étre déterminée [27]. 1l est intéressant de

souligner que, selon la littérature, les extraits organiques de Cladina stellaris sont

principalement composés d’acide usnique (21) et d’acide perlatolique (13). En fonction du

chemotype rencontré, I’acide psoromique (20) et 1’acide O-déméthylpsoromique peuvent

aussi €tre observés [46,47,45]. Cette différence remarquable concernant la composition des

extraits de Cladina stellaris peut étre reliée au type d’extraction utilisé et a la formation de
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nouveaux composés par éthanolyse, tel qu’il a été discuté a la section 4.4. Le nombre de
composantes peut également étre influencé par les conditions environnementales précédant

I’extraction et 1’origine des lichens [45,46,47,52,54].

L’analyse du standard d’acide usnique (21) dans les mémes conditions a permis de
confirmer sa présence dans la phase 90 % MeOH aq. Par ailleurs, il figure parmi les
composés les plus abondants (14,4%), ce qui indique que la partition n’a pas trés bien
fonctionné, puisque ce composé (21) présente normalement une trés faible solubilité dans le
MeOH et dans I’eau [27]. Cependant, il est intéressant de souligner que [’acide usnique
(21), selon I’analyse GC-MS de 1’extrait a I’EtOH, est présent a plus de 40 % dans 1’extrait

brut (voir Tableau 15).

Aucun composé n’a pu étre identifié selon la méthode des indices de rétention, en
raison d’un écart important entre la valeur du RI obtenu pour I’acide usnique (21) (RI =
0,80) et celui rapporté par la littérature (RI = 0,74) [27,47]. Le pH de la phase mobile

pourrait étre en cause.

4.9, SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE ECLAIR

La mise a I’essai de nombreuses conditions d’isolation par chromatographie éclair
a conduit a I’isolation de 1’acide usnique (21) chez Cladina stellaris, ainsi qu’a celle de
deux composés chez Cladina rangiferina, soient 1’éthylhaematommate (8) et le B-
orcinolméthylcarboxylate (5). Ces composés ont été isolés selon les conditions décrites a la

section 3.6.1. Chez Cladina stellaris, I’utilisation de I’éluant B : Hexane-diéthyléther-acide
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formique (5 : 4 : 1) pour ’élution, semble avoir favorisé la séparation de I’acide usnique
(21) des autres composés de 1’extrait & 1’hexane obtenu par Soxhlet fractionné. Par contre,
ce mélange, qui contient de I’acide formique, est susceptible d’engendrer la dégradation de
certains composés. C’est d’ailleurs ce qui semble s’étre produit pour la séparation sur gel
de silice des composantes de 1’extrait au CHCI; de Cladina rangiferina. Contrairement aux
résultats attendus, ’acide atranorique (14) étant le composé le plus abondant chez cette
espece, cette séparation a conduit a I’isolation du B-orcinolméthylcarboxylate (5) et de
I’éthylhaematommate (8). Il est important de souligner que I’acide atranorique (14) a été
détecté par CCM aprés la chromatographie éclair [46]. Ceci suggére qu’une hydrolyse
partielle du depside (14), ait eu lieu pendant ce premier fractionnement, ce qui expliquerait
la formation du B-orcinolméthylcarboxylate (5) et la détection de 1’acide atranorique (14).
En ce qui concerne I’éthylhaematommate (8), sa présence peut étre difficilement attribuée a
une réaction hydrolytique avec I’acide atranorique (14) dans ces conditions. En effet, la
formation de ce dérivé nécessite que le clivage de I’ester se fasse en présence d’EtOH, tel

qu’illustré a la Figure 26.

OH

HyC COOCH, CH, OH
CHy O "
COOCsHs  HyC COOCH,
Q' CH, EtOH, H,0 +
HO OH HO CHy
HO OH
CHO
CHO
(14 8 (5)

Figure 26 : Ethanolyse de 1’acide atranorique (14)
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La possibilité d’une contamination des solvants utilisés pour 1’élution avec de
I’EtOH, pourrait toujours expliquer la formation de 1’éthylhaematommate (8), mais il peut

tout aussi bien étre le résultat de 1’activité enzymatique chez ce lichen [54,94].

4.10. RMN DE L’ACIDE USNIQUE ISOLE CHEZ CLADINA STELLARIS

Tel que mentionné précédemment, 1’acide usnique (21) a été isolé par
chromatographie éclair (voir section 3.6.1), puis caractérisé par RMN (voir section 3.9).
Les données RMN ('H et °C a 300MHz) du produit isolé correspondent parfaitement a
celle du standard Aldrich. Une assignation sommaire a tout de méme été effectuée. Le
Tableau 26 montre les signaux et les déplacements chimiques observés pour les spectres
RMN 'H et °C du composé¢ isolé. Les spectres RMN 'H et ’C de I’acide usnique (21) sont

présentés a ’annexe 4.

Figure 27 : Acide usnique (21)
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Tableau 26 : Assignation des signaux observés en RMN 'H et RMN *C de 1’acide usnique

(21)

H 5 (ppm) Intégration Multiplicité | C d (ppm
HsurC, 5.66 1H S 1 198.05
OH sur Cyq 13.31 1H s 2 179.36
OH sur Cyqy 11.05 1H S 3 155.20
Hsur Cy; 1.78 3H [ 4et6 98.30
HsurCsetCyg 2.68 3H s 5 101.52
H sur Cyg 2.12 3H $ 7 109.33
8 157.5
9 103.94
10 163.89
11 105.23

12 59.06

13 27.83
14 200.29

15 32.09

16 7.50
17 201.74

18 31.22

Il est a noter que la proton du groupement hydroxyle du carbone 3 n’est pas visible sur le

spectre 'H dans les conditions de ’analyse [115].

4.11. ANALYSE PAR RMN DES PRODUITS ISOLES CHEZ CLADINA RANGIFERINA

L’¢éthylhaematommate (8) et le B-orcinolméthylcarboxylate (5) isolés par
chromatographies éclair, tel que décrit a la section 3.6.1, ont été identifiés a I’aide de la
RMN. Afin de pouvoir assigner les signaux aux protons et aux carbones correspondants, la
Figure 28 montre la structure avec les carbones numérotés pour les deux composés isolés.
Les signaux RMN 'H, RMN "°C et du DEPT de ]’éthylhaematommate (8) sont rapportés au

Tableau 27. Les spectres RMN 'H et RMN °C de ce produit sont présentés a I’annexe 4.
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Figure 28 : Structure de 1’éthylhaematommate (8) et du B-orcinolméthylcarboxylate (5)

Tableau 27 : Assignation des signaux observés en RMN 'H et RMN C de

|'éthylhaematommate (8).
H 5 Intégration J(Hz) Multiplicité| C  §calculé® & observé C(Dept)
(ppm) (ppm) (ppm)

HsurCs 6.29 1H S 1 108.1 108.87 C

HsurCs 254 3H s 2 161.8 166.91 C

HsurCy 10.34 1H ] 3 104.1 104.36 C

HsurCyy, 4.45 2H 7.16 q 4 163.4 168.74 C

HsurCyy 1.44 3H 7.12 t 5 109.6 112.45 CH
6 146.7 152.8 C
7 170.1 171.97 C
8 23.0 25.66 CHj,
9 192.9 194.30 CH
10 62.0 62.28 CH,
11 15.0 14.56 CH,

* Déplacements chimiques calculés avec le programme ACD/NMR spectrum.

Parmi les 13 signaux visibles sur le spectre RMN >C découplé, seulement 11
correspondent a la molécule soupgonnée. Le calcul des déplacements chimiques a permis
d’assigner certains carbones, puisque les signaux relatifs au RMN *C ne sont pas
rapportés. L’assignation des signaux observés en RMN 'H a pu étre confirmée par

comparaison des signaux RMN 'H de 1’éthylhaematommate (8) rapportés par la littérature
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[27]. Les signaux excédentaires peuvent étre causés par la présence de trace de solvant. A
partir du DEPT, il a été établi que la molécule était constituée de 6 carbones quaternaires,
puis d’un méthyléne et de 4 signaux pouvant étre attribués a des CH; ou des CH. La nature
aromatique de la molécule est évidente (signaux entre 108,87 et 152,80 ppm) et le signal
observé a 194,50 ppm est caractéristique des aldéhydes aromatiques [97]. La présence de
’aldéhyde aromatique est validée par un signal & 10,34 ppm en RMN 'H [97]. De plus, un
signal typiciue des protons aromatiques (6,29 ppm) est présent sur le spectre RMN 'H [97].
Le signal a 112 ppm observé en RMN "*C semble correspondre au carbone attaché & ce
proton. Parmi les 6 carbones quaternaires un signal treés déblindé a 171,97 ppm correspond
a celui du carbonyle de I’ester (C;) [97]. Finalement, la corrélation des constantes de
couplage des hydrogénes sur le méthyle C;; et sur le méthyléne C;, confirme leur

voisinage.

En ce qui concerne le B-orcinolméthylcarboxylate (5), une analyse GC-MS dans
les conditions décrites a la section 3.7.1. a d’abord permis d’identifier ce composé, qui
d’ailleurs est retrouvé a4 94 % dans les fractions obtenues suite & la séparation par
chromatographie éclair (voir section 3.6.1). L’analyse RMN confirme l’identité de la
molécule, soit le B-orcinolméthylcarboxylate (5), isolée par chromatographie éclair (voir
section 4.9). Comme les données spectrales correspondent parfaitement a celles rapportées
par la littérature, seule une assignation sommaire a été effectuée [27]. Le Tableau 28
présente les signaux RMN 'H, RMN 1 C et DEPT observés pour le PB-

orcinolméthylcarboxylate (5).
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Tableau 28 : Assignation des signaux observés en RMN 'H et RMN "°C du B-

orcinolméthylcarboxylate (5)

H 3 (ppm) Intégration Multiplicité] C 3 (ppm)
H sur Cs 6.23 1H s 1 105.58
H sur Cq 2.47 3H (3 2 158.56
H sur G 212 3H S 3 108.99
H sur Cyq 3.94 3H s 4 163.53
5 110.98
6 140.52
7 173.02

8 8.02

9 24.46

10 52.19

Les spectres RMN 'H et RMN "°C sont présentés a ’annexe 4. Les signaux
excédentaires sur le spectre RMN °C sont attribuables 4 la présence de trace de solvant.
De plus, les hydrogénes phénoliques ne sont pas visibles dans les conditions de I’analyse

RMN 'H [115].

4.12. EVALUATION DE L’EFFET SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE (LC50) D’EXTRAITS

DE CLADINA STELLARIS ET CLADINA RANGIFERINA

En vue d’étudier le potentiel d’inhibition de la croissance cellulaire des extraits
EtOH-H,O, I’activité biologique a été évaluée par des tests de cytotoxicCité in vitro tel que
décrit 4 la section 3.10. L’effet sur la croissance cellulaire des trois mélanges EtOH-H,0 a
ete évalué sur la lignée MCF-7. Les résultats obtenus pour les extraits de Cladina stellaris

sont présentés au Tableau 29.
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Tableau 29 : Cytotoxicité des extraits EtOH-H,O de Cladina stellaris.

IC50 (ng/ml)
___ Extrait Hoechst Résazurine
"EtOH-H,0 (1:4) > 100 > 100
EtOH-H,0 (1:1) > 100 > 100
EtOH-H,0 (4:1) 74 100

Tel que rapporté au Tableau 29, seul ’extrait EtOH-H,O (4 : 1), contenant 80 %
d’EtOH, est actif. L’ICsy obtenu avec le test de quantification de I’ADN (Hoechst) est
inférieure & celui obtenu avec le test avec la résazurine. Il est possible que plusieurs

cellules se soient détachées pendant 1’élimination de la résazurine.

Selon I’analyse HPLC, cet extrait contient de 1’acide usnique (21) (voir Tableau
23). La cytotoxicité de I’acide usnique (21) a déja été démontrée sur trois lignées
tumorales humaines [68]. Il pourrait étre en partie responsable de 1’effet observé, mais la
sensibilit¢ des MCF-7 & l’acide usnique (21) n’est pas rapportée. L’étude des
polysaccharides retrouvés chez les lichens, incluant ceux étudiés, montre qu’ils peuvent
étre isolés & partir d’extraits obtenus avec 80 % d’EtOH [65]. Certains de ces
polysaccharides sont connus pour leur potentiel antitumoral, tel que mis en évidence par les
travaux de Nishikawa et al [64]. L’effet observé pourrait étre aussi relié a la présence de

CE€S sucres.

Les résultats obtenus suite & ’évaluation de la cytotoxicité des extraits de Cladina

rangiferina sont rapportés au Tableau 30.
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Tableau 30 : Cytotoxicité des extraits EtOH-H,0 de Cladina rangiferina

ICso (ug/mi)
Extrait Hoechst Résazurine
EtOH-H,O (1:4) 100 >100
EtOH-H,0 (1:1) > 100 > 100
EtOH-H,0 (4:1) > 100 >100

L’effet de trois extraits de Cladina rangiferina sur la croissance des cellules MCF-
7 a ét¢ évalué. Les résultats montrent que seul 1’extrait EtOH-H,O (1 : 4) est actif. Aucun
composé n’a été identifié dans cet extrait. Contrairement & celui de Cladina stellaris,
aucun effet n’a été observé avec I’extrait EtOH-H,O (4 : 1) de Cladina rangiferina, ce qui

suggere que la lignée MCF-7 soit insensible aux polysaccharides.

Peu d’informations sur les composés solubles dans les mélanges EtOH-H,O
permettent de proposer quels pourraient étre les composés responsables de I’activité, a
Pexception de 1’acide usnique (21) [40,45,47]. Un fractionnement par solubilité
différentielle suivi de ’évaluation de 1’ICsq pour chaque fraction obtenue, permettrait tout
d’abord de simplifier les composantes de ces extraits. Il serait ensuite possible d’isoler par
HPLC semi-préparative les composés potentiellement actifs, pour finalement les identifier

et évaluer leur activité individuellement.

L’évaluation du potentiel inhibiteur des extraits EtOH-H,O sur la lignée MCF-7
révele que les extraits aqueux sont susceptibles d’inhiber la croissance cellulaire. Par
contre, le modele cellulaire utilisé et la nature des extraits, qui sont trés éloignés du milieu

écologique, ne permettent pas de répondre a notre hypothése. Pour ce faire, il faudrait
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tester les extraits aqueux obtenus par macération dans 1’eau, d’abord sur des culture in vitro
de cellules d’épinette noire, puis sur des plants cultivés en serres. Il est encore trop t6t pour
établir la relation allélopathique entre les lichens du genre Cladina et 1°épinette noire. Pour
y arriver, il faudra faire une caractérisation compléte des composés hydrosolubles et la
démonstration de leur activité sur différents systémes se rapprochant du milieu naturel.
Une isolation par HPLC semi-préparative assistée par [’évaluation de I’activité serait
encore une fois une bonne stratégie pour conduire a I’identification des composés bioactifs

[38,80,91,93].

D’aprés la revue de littérature, il demeure tout de méme certaines évidences, qui
faute de pouvoir affirmer que 1’épinette noire subit ’action négative des métabolites
secondaires des Cladina, ne permettent pas de 1’écarter [22,23,28,29,30,68]. 1l y a tout lieu
de croire qu’il existe une corrélation entre 1’activité des métabolites ou des extraits aqueux
et la croissance végétale, d’autant plus que 1’étude des mécanismes d’action possible, laisse
entrevoir plusieurs voies susceptibles d’affecter le métabolisme des végétaux. D’abord,
certaines substances semblent contréler la perméabilité membranaire du partenaire
photosynthétique, assurant ainsi la régulation métabolique du symbiote [27]. Ceci suggére
que I’absorption au niveau des racines des plantes, puisse étre perturbée en présence de ce
type de modulateur. Cet effet pourrait avoir une répercussion sur le transport des éléments
nutritifs.  Outre 1’absorption des nutriments, les métabolites pourraient affecter la
production énergétique. Le [-orcinolméthylcarboxylate (5), un inhibiteur de la
photosynthese, agirait sur le transport électronique a travers les deux photosystémes [29].

Les propriétés antioxydantes des depsides et depsidones [72], pourraient avoir un impact
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sur la photosynthése, le photosystéme II étant constitué de B-caroténe [14]. Finalement,

I’acide usnique (21) pourrait intervenir sur la division cellulaire par perturbation de la

synthese d’ARN [70].
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CHAPITRE 5

CONCLUSION



111

5.1. CONCLUSIONS GENERALES

D’apreés la revue de la littérature, il semble que les lichens offrent une pléthore
d’activités biologiques, tel que la cytotoxicité et la phytotoxicité. Le potentiel inhibiteur de
la croissance cellulaire des métabolites secondaires et d’extraits aqueux provenant de divers
lichens, dont ceux étudiés au cours de ce travail, a ét¢ démontré a plusieurs reprises.
Plusieurs observations suggerent que les Cladina pourraient avoir un impact négatif sur

1’établissement des semis ou sur la croissance de 1’épinette.

L’état d’avancement des connaissances sur les composés retrouvés chez les
Cladina étant insuffisant pour aborder directement la problématique écologique, le coeur de
ce travail a principalement porté sur la caractérisation des métabolites secondaires des deux
especes les plus répandues, soit Cladina stellaris et Cladina rangiferina. Pour ce faire, les
composés ont d’abord été extraits des lichens par Soxhlet et par macération avec des
solvants organiques et des mélanges de solvants, incluant ’ean. Puis, les composantes
volatiles ont été obtenues par entrainement a la vapeur. Les meilleurs rendements ont été
obtenus avec les solvants organiques mais ceux-ci diminuent considérablement lorsque
I’eau est utilisée. En plus du type de solvant utilisé, les principaux facteurs pouvant faire
varier la quantité de métabolites pourraient étre liés aux conditions environnementales et a

’origine des lichens.

Les analyses par CCM, utilisées pour évaluer la composition des extraits, révélent

que la complexité des extraits de Cladina stellaris et Cladina rangiferina est peut-étre sous-
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estimée par la littérature. Par contre, certains facteurs susceptibles de modifier la
composition réelle des extraits doivent étre considérés. En effet, le type d’extraction, les
produits de dégradation des composés des lichens, les conditions environnementales et

’origine géographique pourraient étre responsables de cette divergence avec la littérature.

Les analyses par GC-MS ont permis d’identifier plusieurs composés obtenus par
extraction dans les solvants organiques. La majorité des molécules identifiées sont de
nature aromatique. La présence de plusieurs d’entre elles a été associée a une dégradation
de depsides, tels que 1’acide perlatolique (13) et I’acide atranorique (14), causées par les
conditions chromatographiques utilisées. Les autres composés n’ont pu étre identifiés en
raison d’une trop faible volatilité. C’est probablement ce qui explique que les métabolites
connus chez les espéces étudiées n’ont pu étre détectés, a I’exception de 1’acide usnique

(21), retrouvé en abondance chez Cladina stellaris.

L’analyse par HPLC des composés hydrosolubles contenus dans les extraits EtOH-
HyO des deux especes, a révélé une complexité insoupconnée. L’identification des
extractibles n’a pu étre effectuée par cette méthode. I ’analyse par HPLC a permis de
contourner les problémes des artefacts reliés a la dégradation thermique et au manque de
mobilité en conditions de chromatographie gazeuse, des composés en raison de leurs
propriétés physico-chimiques. Il est sans aucun doute possible d’isoler de nouveaux
composes par cette méthode. Les tentatives d’isolation par HPLC n’ont malheureusement

pas conduit a I’isolation des composés des extraits EtOH-H,0.
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La séparation par chromatographie éclair a permis d’isoler 1’acide usnique (21)
chez Cladina stellaris, 1’éthylhaematommate (8) et le 8-orcinolméthylcarboxylate (5) chez
Cladina rangiferina. Ce dernier composé semble étre un produit de dégradation, formé au
cours de la séparation. Le fractionnement par solubilité différentielle semble une bonne
approche pour la séparation des composés polaires et des composés trés peu polaires, mais

ne permet pas d’obtenir une sélectivité suffisante pour séparer 1’acide usnique (21).

Les essais effectués sur la lignée tumorale de carcinome mammaire (MCF-7),
indiquent que 1’effet inhibiteur sur la croissance cellulaire de 1’extrait EtOH-H,O de
Cladina stellaris pourrait étre relié a 1’acide usnique (21), tel que rapporté dans la
littérature. Cependant, la présence d’autres composés dans cet extrait doit étre aussi
considérée. En ce qui a trait & Cladina rangiferina, 1’effet inhibiteur sur la croissance
cellulaire réside dans la fraction susceptible de contenir les composés les plus
hydrosolubles. Ces résultats mettent en relief le potentiel d’activité biologique des extraits
aqueux, mais ne permettent pas d’extrapoler au niveau écologique en raison des différences

trop importantes entre le modeéle cellulaire utilisé et le monde végétal.

5.2. PERSPECTIVES FUTURES

Ce projet exploratoire, qui est né d’un besoin d’informations sur les lichens
présents dans les pessiéres ouvertes, visait prioritairement 1’identification des composés
susceptibles d’étre libérés dans le milieu naturel. C’est pourquoi une grande partie du

travail a été consacrée & I’identification des composantes de ces lichens. Ces travaux
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préliminaires montrent qu’il sera intéressant de poursuivre les études sur l’isolation et
I’identification des composés hydrosolubles d’extraits de lichens afin de mieux comprendre

leur role dans le milieu naturel ainsi que leur potentiel allélopathique.

A la lumiére des résultats obtenus, I’extraction au Soxhlet, I’analyse par GC et
I’isolation par chromatographie éclair ne sont pas les meilleures méthodes pour caractériser
les composantes des Cladina ou de tout autre lichen. La labilité dont font preuve certains
depsides nécessite des méthodes d’extraction d’une extréme douceur, comme le CO,
supercritique ou la macération en milieu inerte (anhydre, atmosphére d’azote ou d’argon)
afin de préserver l’intégrité des molécules. Le fractionnement et 1’isolation par HPLC
semi-préparative en phase inverse semblent étre les approches les mieux adaptées aux
composés polaires des lichens, puisque les étapes de purification peuvent étre assistées par
des tests d’activité biologique. Ainsi les efforts d’isolation seront consacrés aux composés
susceptibles d’agir sur des modeles se rapprochant du milieu naturel, comme des cellules
d’épinette noire mises en culture, des graines ou des plantules d'épinette. Il faudra aussi
démontrer leur présence en quantité suffisante dans le sol. Finalement aprés ce long travail,
’interaction allélopathique, si présente, des lichens du genre Cladina avec 1’épinette noire

pourra étre en partie élucidée.
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ANNEXE 3

SPECTRES DE MASSE DES COMPOSES
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Acide olivétolcarboxvligue (28)

Scan 3IS31 (40.283 min): WDCSsS168.D
Z2CED

-3

R R

w7 13es R K

{1

VYV

Abundance

100000
90000 -
80000 4
70000 -
60000 i
50000 -
40000 4
30000 A
20000 -

10000 1

- 100 120 13O 180 180 =200 zéo

GKOHH‘ LLO i

Hydrocarbure (29)

Scan 4637 (51.799 min): EXTRAIT3.D (-)
s7

a3

99

113
=< 1a1

N

m/z—- =0

ai
el A L 195 169 183 197 211 225 =239
T T A 1 T 1

40 & 80 100 120 140 160 180 200 =220 240

o]



ANEIACIEArICES

BS0000
IOO0O0O0O A
250000 -
200000
1S0000 +
100000

S0000 -j

o

Scan

bbb L 11“, i

Inconnli (30)

5170 (S7.340 mMmin): WDCS17.D (~)

91

115
1‘5..“471()1

16)1

ey

2_»0;2_,

5]
.|

NV iz

Abundance
130000 -

120000 A
110000 5
100000 4
90000 4
80000 4
70000 4
60000
SO0000 A
40000
30000
20000 4
10000 -

(o]

s
20 |.l I|| 1]||I $x||

@O

SO

8o

il
Y

203 ‘A
=20

100 120 140 160 180 =00 220 240 =60 =280 300 3

4-O-méthylolivétoléthvicarboxvlate (31)

Scan 3643 (41.448 min): WDCS16.D

1RS

el e gemn L

m/z—-—=

164

i

Im

b Ll

281

1,

266

120 140

160

1 80 200 220 240 260

146



SN rCd O
10800 -
10000

SBO0O -
POOO -
BOO00 -
L T-T-T 3
TEOO -
TOoOO
Sas00 -
L T-Y-T- 3
Ss00 -
So00 S
_asoo 4
-0
IS00 -
DoOoOo i
Z2B0O0 -
zo00 4
T B300 4
T 000 =

So0O -

o

Dérivé aromatique (32)

SMoan D417 (3I0.0DG MmN VWDCEITS. D

B

ases o

147

R

RE-¥-3

VYL i

Abundance

30000 4

25000 4

20000

15000

10000 +

5000 ~

| Lﬂl 1l T il

Dérivé aromatique polvcyclique (33)
Scan 4492 (50.285 min): WDCS16.D
a3
32

5 77 91 1
103 13 161
Illl“ ||] | Il ’|J ) 4:1‘?7 1

15
b

1 ﬁ() h

PO 100 TIO 1RO TTJO 14O TS0 160 170 180 1RO

233

276

i

m/z-—- >o

T
40 60 80 100 120 140 160

180 =200 =220

T T T
240 260 280



Apundance

2200

2000

1800

1800

O
[E]

1400

1200

1000

800

s00

<400

=200

1L

Inconnu (34)

Scan 86087 (686.887 mMmin): WDCS16.D (~)

D7

l

145

20O«

<3 220>

Ze1

N

1
vz =0

ANEILAPVCT AR rV e @

1000 -
ITB8O000 4
NTTOOO 4
MTSOO0O A
T SO0O0
1 AO0O0 i
T 3000 4
12000 4
11000 3
10000
2000
BO00O 4
TOOO 4
SOO0O 3
SO00 4
_|OO0O 4
BOOO S
Z2OOO -

T OO0

[aa Pl —-—»’»’—o -

Inconnu (35)

Scarn 8103 (87 .054 min): WDOCS 18D (=)

Ll

1o

L]

s0o 200 230

148



149

onanal (36)
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Dérivé d’acide aliphatique (40)
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Dérivé d’acide aliphatique (42)
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Inconnu (44)
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Dérivé aromatique polvevcligue (46)
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Inconnu (3b)
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2.4-dihvdroxy-6méthvl-benzaldéhvde (59)
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Lactone (61)
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Bis-(2-éthylhexvl)phthalate
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ANNEXE 4

SPECTRES RMN DES DERIVES
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RMN 'H du B-orcinolméthvlcarboxviate (5
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RMN *C du B-orcinolméthvicarboxvlate (5
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RMN 'H de ’acide usnique (21
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RMN C de Pacide usnique (21)

7492

Gv8'LT
609 67—
BEL 1E ——=

101°CE

GL0'8S

28591
o Wﬂ
v

01€'86
YES 101
056 €0} ls”
BEZ'S04
9EE B

181951 ——o
oG L5 —

168'E€9Y

[4: 473




177

ANNEXE 5

CHROMATOGRAMMES DES ANALYSES GC-MS
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Cladina stellaris: Extrait no 1(hexane)

TIC: ST AT
N P Py ey

2osoocoo J
ZOOC0OOo
]
ZAOO000O 4
220000 J
ZOOOOOO 3
1T So00000o
1000000

140000 4

TZOOO0Oo 4

1To00c0coo
BOOCCOCO 4
coocooo
3.8 IR

MO

200000 4

B L e N

20.00

Cladina steliaris: Extrait no 2 (CHCI;)

TIC: EXTRAIT2.D
Abundance
4500000{
4000000
3500000%
3000000 1
2500000
2000000 ]
1500000 -
1000000 -

36.68
18
sooooo ] 717 3B

fﬂ_\ [ 43, 4ZesOEHES 66 1 FHPLS

! ‘ ’ : ’ 70.00 80.00 90.00
10.00 20.00 30.00 <40.00 50.00 60.00 i

Time-—>o



Abundance

4

3500000 -
3000000
2500000
2000000
1500000 -
1000000 -

500000 1
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Cladina stellaris: Extrait no 3 (CHCl;)

TIC: EXT12.D

54175

38.649

32.79

Time-—>°

ALLGEADQAAR 3
1SO0000
TROO0O0OO
TIO00000 4
T200000 4
1100000 4
1000000 —.'l
DOOOOO
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TOOOO0OO 4
SO0000 4
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3JOOO0OO
200000 4
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e
10.00

,3:1. \‘_

M N T =z = T T
20.00 30.00 40.00 S50.00 60.00 70.00 80.00  90.00

Cladina stellaris: Extrait no 4 (EtOH)

TIC: WDCS16.D

4
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G D

-3 1 ja3 23

T ;
so. 0o 7o oo B80.00 90 .00



180

Cladina stellaris: Extrait no 5 (CHCl;-MeOH)

T WS T D
Ak el e e

BESO000OO 4
BN [
SO0 OO -
MBEOO00OS
a00o00o
asoocOoo
300000 4
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TO0COOS -

[_X=2=d-T-1-] _J TINS5
e o oo z20.00 30.00 - .00 s50.00 eo.00 To.<

Cladina stellaris: Extrait no S (agrandissement)

TIC: WDCS17.D
ADundonnrnce

+ 100000 #
1000000 +
500000
800000 4
TOOOOO 4 < 63,363
600000 ]

BSO00000 A

400000 +

Aas D
BOOOOO

200000 4

1 00000 - 3> koo i . H5a. 50

. o T -
Time - aa 0o a0.00 az.00 aa.00 46.00 a8s.00 =0.00 s2.00
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Cladina stellaris: Extrait no S (agrandissement)

TIC: WDCS17.D
Abundance

3500000 ]
3000000
2500000 {
2000000 ]
1500000 ]

1000000 4

500000
3;
Time-->°

39.51 41.08

40.
I

. , e e e e
32.00 33.00 34.00 35.00 36.00 37.00 38.00 39.00 40.00 41.00 42.00

Cladina stellaris: Extrait no 6 (DCM-Acétone)
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= Y i ., .
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Cladina stellaris: Extraits no 7 (entrainement a la vapeur)

I S aEmrac>Ira L
P YT RPTET DI PR

LRI s

Toeococooo 4
Toecoocoo
TmSoooo
T oooooo 4
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coocooo 4 - gia e

s Jeaen
_—-ooooo 3

Ty mzen
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BT P
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o LA} | TR YN I
3T -y e—v—

R AT PR

5 Faue
: s o
1 i Risa

A
eo. oo o . oo Too.oo

Cladina stellaris: Extraits no 8 (entrainement a la vapeur)
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L R
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Cladina rangiferina : Acide atranorique (14)

TIC: ATRANOR.D
ADuNncanco

1400000

31iaq
1300000
1200000
1700000
10000060
900000
800000
TOO000O0
800000
SO00G00
400000

za .87

3I00C00

A .35

200000

100000

| .
e 7 ; ;
Time.—© 10.00 z0.00 30.00 . 40.00 s0.00 60.00 7o.00 80.00 90.00

Cladina rangiferina : Extrait no 1 (CHCls)

TIC: EXT11.0
AN IS ey s
1

3I2O00000 31RO

3000000 g

2BOCOOO 4
2800000
2400000 3
Z2OO000O0
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1800000 4
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1000000 4
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400000

200000

48]-! G.,,dl o

T ine T T T
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Abundance

2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
BOOOOC? i
600000
400000
200000

o

[+
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Cladina rangiferina : Extrait no 2 (acétone)

L s

2

Time——>

Abundance

S00000 4
SS0O000 4
SO0000O0
A4AS50000 3
400000 i
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300000 4
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200000
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—T
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TIC: EXT13.D

26 .90
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. .
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Cladina rangiferina : Extrait no 3 (EtOH)
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3|

LJ a1
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T T
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ANNEXE 6

CHROMATOGRAMMES DES ANALYSES HPLC (SHIMADZU)
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Cladina rangiferina : Analyse préliminaire (extrait EtOH- H,O

2 270nm)

i+ : ]

0.200 Jnmn.m [
: -t 0.200

|

LT £ SO S SO SRR

e e nis e e e et s sete h e i e e 0TS

s 0,180
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U0 et st e st s e st e et s s

0.008 -

L R U SO0 OO O S SRR | SR

Cladina rangiferina : Analyse préliminaire (extrait EtOH-H,O

a 370nm)

Retention Time;

.73 .

- - 0,010

= 0,008

- 0,006
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Cladina stellaris : Extrait EtOH-H,O (270nm

o8
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Cladina stellaris : Extrait EtOH- H,O (270nm)
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Volis



Cladina rangiferina : Extrait EtOH- H,O (270nm)

!
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: Extrait EtOH- H,O (370nm

Cladina rangiferina

Retention Time;

-} 0,000

ey

0.008
0.007
0,006
i 0,005
-0004
0,003
F 0.002

BEW ——ni=
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ANNEXE 7

CHROMATOGRAMME HPLC (PERKIN ELMER)
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Fraction 90 % MeOH aq

Cladina stellaris

N Jteel
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298ty

£p3° 2%

esicig

{124

eopeziliiad




