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RESUME

L'analyse des extraits odorants des lichens Usnea filipendula (Stirton), Bryoria
nadvornikiana (Gyelnik) .et Bryoria furcellata (Fr.) obtenus par hydrodistillation,
hydrodiffusion et par des extractions aux solvants a été effectuée a l'aide des indices de
Kovat et par la chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire couplée a la
spectrométrie de masse.

La caractérisation des huiles essentielles et des essences concretes révele la présence de
composés monoterpéniques, aldéhydiques, cétoniques, alcooliques, phénoliques,
carboxyliques, amidés, de méme que des hydrocarbures aliphatiques et aromatiques.
L'analyse qualitative des métabolites secondaires des deux populations de lichens fruticuleux
démontre, quant a elle, 1a prédominance de depsides et depsidones de la série béta-orcinol.

L'effet de traitements physiques d’humidification effectués sur des matieres séches
permet d'accroitre la perméabilité des membranes cellulaires et de compenser la difficulté de
diffusion de I'huile ou de pénétration par les solvants. En outre, I'étude démontre I'obtention
de rendements supérieurs et une meilleure qualité de I'huile extraite.

Sur le plan quantitatif, la composition relative des constituants identifiés dans les huiles
essentielles et les essences concretes assure une différenciation distincte des lichens de genre
Usnea et Bryoria.

L'échantillonnage de la matiére premiére au sein d'une méme région permet de
constater une modification de la composition et du rendement en huile essentielle suivant la
saison pendant laquelle le lichen s'est développé. En effet, 1'analyse de la variation
saisonni¢re révele 1'importance de la température comme facteur de contrdle du taux de
concentration des constituants des huiles essentielles d'Usnea et Bryoria.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION



1.1 Principes odorants des lichens

L'utilisation des lichens comme matiére odorante naturelle remonte aux civilisations
anciennes. Les Egyptiens, par exemple, se servaient de la mousse de chéne (Evernia prunastri)
pour parfumer les objets les plus divers, pour la fabrication du péjn et 'embaumement des corps
(Seu-Salerno et Blakeway, 1987). Au Moyen Age, cette mousse ét_ait employée pour la
préparation de poudres odorantes et dans le traitement des voies respiratoires. Son efficacité
comme médicament peut s'expliquer par sa teneur en composés phénoliques (Stoll et Scherrer,

1937).

De nos jours, les lichens soni tres recherchés dans la parfumerie pour la fabrication
d'essences concretes. Ils posseédent une odeur fraiche de verdure et sont couramment employés
dans la composition de parfums genre fougere, chypre et de fantaisie, lesquels sont utilisés dans
des produits cosmétiques comme eau de cologne, lotion, savon de toilette, détergent ou encore

comme fixatif (Bassiri, 1960; Adachi, 1983; Arctander, 1960; D'Astous, 1989).

Malgré l'usage ancien de la mousse comme matiere premiére, ce n'est qu'au XIXe siécle
que son essence concrete a fait l'objet de travaux scientifiques (Stoll et Scherrer, 1937). Les
lichens, association symbtotique d'algues et de champignons, ont une composition trés complexe
et contiennent, entre autres substances, des dérivés phénoliques d'acide carboxylique. Lors de
I'emmagasinage et du traitement des lichens, les composés phénoliques qu'ils contiennent se
dégradent pour donner une odeur chyprée, c'est-a-dire une odeur complexe, riche et subtile ayant
en fond une légeére odeur de sous-bois. En effet, étant trés résistants, les lichens doivent étre
séchés pendant au moins quatre mois, avant qu'une modification de leur métabolisme ne
provoque une dégradation des depsides et / ou depsidones (Seu-Salemo et Blakeway, 1987;
Naves, 1974; Racine et al., 1980). Lors du développement des différents principes odorants, les

depsides, des molécules possédant au moins deux cycles aromatiques de six atomes de carbone



reliés par un groupe ester sur lesquels sont attachés divers substituants chimiques (trés souvent
des groupes hydroxyles), sont dissociés notamment en molécules n'ayant qu'un seul cycle
aromatique. Les depsidones présentent une structure chimique similaire a celle des depsides,
mais en plus du lien ester, ils posseédent une liaison éthérée entre les deux unités monocycliques.
La figure 1 présente les structures chimiques générales des depsides et depsidones. Ces
substances phénoliques joueront avant tout un rdle de fixateurs et donneront aux parfums une
note chaude. Au méme moment, la dégradation qui résulte selon les cas de 1'hydrolyse et de
T'alcoolyse produit des composants volatils plus ou moins simples avec des terpénes vari€s,
c'est-a-dire des hydrocarbures de formule brute C10Hi16 (Seu-Salemno et Blakeway, 1987). Lors
de I'extraction de l'essence concréte et d'une humidification, un second développement de la
matiére premicre s'effectue. De nouvelles hydrolyses et alcoolyses des ponts depsidiques
surviennent en réaction avec les alcools présents (Seu-Salerno et Blakeway, 1987; Stoll et

Scherrer, 1937).

Du point de vue quantitatif, les corﬁposés depsidiques et les dérivés monoaryliques
représentent un trés fort pourcentage de la fraction acide, plus de 95% dans les extraits d'Evernia
prunastri (Tabacchi et Nicollier, 1979). Ces composés depsidiques, qui forment un vaste
groupe parmi les métabolites secondaires des lichens, se subdivisent en dérivés de I'orcinol ou
du béta-orcinol (figure 2). Ii best en effet généralement admis que ces composés, biosynthétisés
par le lichen d'aprés la voie acétate-polymalonate, donnent lieu, par estérification intermoléculaire
de deux ou trois unités identiques ou analogues, aux deux grandes classes de depsides possédant
la structure de base d'un benzoate de phényle (Nicollier et Tabacchi, 1976; Elix et a_l.,l 1984;
Nicollier et al., 1978). Les composés polyphénoliques possédent des masses moléculaires
élevées et ne peuvent donc étre responsables de l'odeur des lichens. Cependant, leur
décomposition par hydrblyse, alcoolyse et décarboxylation produit des composés monoaryliques
légers qui possedent des propriétés odoriférantes (Tabacchi et Nicollier, 1979; Ter Heide et al.,

1975).
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Figure 1: Structures chimiques générales des depsides et depsidones.!

1 Elix, J.A.; Sargent, M.V.; Shimizu, Y.; Taylor, D.A.H.; Whitton, A.A., (1984).




Depsidones Depsones

Tridepsides
Tétradepsides

Benzyl esters ~N (-m-Depsides Dibenzofuranes
Monoaryls
/‘ ary.
5-C1-Béta-orcinols Béta-orcinols Orcinols

Acide usnique
et
produits reliés Dérivés phénoliques

d'acide carboxylique

VOIE ACETATE-POLYMALONATE

Figure 2: Sentier métabolique probable pour les composés depsidiques.2

2 Culberson, C.F.; Culberson, W.L.; Jonhson, A., (1977)..



En plus des dérivés depsidiques, plusieurs auteurs (Stoll et Scherrer, 1937; Gavin ¢t al.,
1978; Seu-Salerno et Blakeway, 1987) ont identifié dans les lichens des substances plus ou
moins volatiles soit des monoterpénes, monoterpénes oxygénés, sesquiterpenes, alde’hydes,
cétones, hydrocarbures aromatiques et aliphatiques, présents en faible quantité, mais qui
contribuent d'une maniére importante ala reproduction de l'odeur spécifique des essences

concreétes.

L'absolue mousse de chéne constitue un produit de base important en parfumerie moderme,
en raison de ses caractéres odorants trés tenaces et peu volatils (Seu-Salerno et Blakeway, 1987).
La spécificité olfactive particuliere des extraits de mousse de chéne est reliée a la majeure partie
" des constituants volatils de I'acide évernique et autres produits de dégradation des depsides
contenus dans le lichen Evernia prunastri (Seu-Salermno et Blakeway, 1987). La figure 3

présente divers composants identifiés dans la mousse de chéne avec leurs propriétés odorantes.
1.2 Objectifs du travail

La composition chimique des extraits de lichens (Evernia prunastri) récoltés sur différentes
especes du genre Quercus (communément appelé chéne) a fait 'objet de plusieurs travaux. Par
contre, la caractérisation des constituants des espéces Usnea filipendula (Stirton), Bryoria
nadvornikiana (Gyelnik) et Bryoria furcellata (Fr.) signalée dans la littérature, ne donne qu'une
image trés partielle de la complexité de ce produit naturel. En effet, les études sur la composition
chimique de ces lichens fruticuleux se limitent A4 la mise en évidence des composés
polyphénoliques lourds (depsides, depsidones). Aucune étude systématique des extraits
potentiellement odorants n'a jamais €t€ réalisée pour les populations vivants sur les coniféres des

foréts du Québec. C'est donc dans 1'optique d'une meilleure connaissance des substances

naturelles de ces espéces que la présente étude a pris forme.



Monoterpenes oxygénés

Sesquiterpenes

1,8 cinéole (eucalyptus)

Alpha thuyone (herbal, épicé)
Béta thyuone (herbal, épicé€)
Camphre (camphré)

Linalol (floral)

Alcool fenchylique (floral)
Terpin¢ne-4 ol (floral, lilas)
Bornéol (camphré)

Alpha terpinéol (épicé)

Thymol (épicé)
Transpinocarvéol (pin)

Acétate de bornyle (pas d'odeur)
Isophytol (menthe)

Carvone (violette)

Menthe cerpue (spearmint)
Alpha et béta ionone (violette, floral)
Dihydrocarvone (menthe)

Béta €lémene

Alpha copa¢ne

Béta gurjunéne

Béta caryophyliene (boisé, pin)
Longifoléne (boisé, ceédre)

Béta humuléne

Alpha muroléne

Béta sélinéne

Famésane

Alpha guaitne (boisé, balsamique)

Cétones

Monoterpenes

Alpha pinéne (bois€)
Béta pinene (boisé)
Camphene (boisé)
Myrcene (boisé)
Limonéne (hespéridé)
Cymene (pin)

Gamma terpinéne (pin)

Méthyl-6 heptanone-2

(inconnu en parfumerie)
Méthyl-6 hepteéne-5 one-2

(inconnu en parfumerie)
Diméthyl-4,6 octanone-3

(inconnu en parfumerie)
Cis-2,6 trans-2 alpha-2 irone (floral)
Trans-2,6 trans-2 alpha-2 irone (violette)
Acétophénone (floral)
Paraméthylacétophénone (floral, amande)
Valérophénone (floral fruité)

Produits de dégradation des depsides

Aldéhydes

n-Octanal (gras)

n-Nonanal (gras,floral)

n-Décanal (orange)

n-Undécanal (floral,citron)
Benzaldéhyde (amande amére)
Diméthyl-2,5 benzaldéhyde

Ethyl-1 pyrrole-2 carboxaldéhyde
I-Iso amyl pyrrole-2 carboxaldéhy de

Ether monométhylique d'orcinol
(odeur séche, boisée, goudronnée,
rappelant la noix)

Ester méthylique de 1'acide orsellinique
(forte odeur de mousse)

Ester méthylique d'acide éverninique
(odeur terreuse, moisie, rappelant
la noix et la mousse humide)

Ester éthylique d'acide éverninique
(odeur boisée, rappelant la noix,
caracteére terreux, mousseux,
avec une odeur séche particuli¢re)

Figure 3: Principaux constituants présents dans la mousse de chéne et 'odeur éventuelle de

ces derniers.3

3 Seu-Salemno, M.; Blakeway, J., (1987).




Les objectifs de ce travail consistaient:

1. aétudier la qualité de I'huile essentielle, c'est-a-dire ses composants et son rendement,

lors de traitements physiques tels 'hydratation 2 la vapeur ou a I'eau tiede.

2. a caractériser les principes odorants, extraits par entralnement a la vapeur,
hydrodiffusion ou par les solvants organiques, au moyen de la chromatographie en

phase gazeuse sur colonne capillaire et de la spectrométrie de masse.

3. a identifier le contenu en composés phénoliques lourds par chromatographie sur

couche mince et chromatographie liquide & haute performance, phase renversée.

4. a définir la composition relative des composants identifiés dans l'huile essentielle et les

essences concretes.

5. a déterminer la variation de la concentration des constituants majeurs de l'huile

essentielle en fonction des saisons au sein d'une méme région.



CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES
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2.1 Espeéces de lichens

Les lichens fruticuleux récoltés appartiennent au genre Usnea et Bryoria (figure 4). Le
lichen verditre (figure 5) Usnea filipendula Stirton (synonyme Usnea dasypoga auct.) est
trés répandu dans les régioné montagneuses boréales et croit surtout sur les coniferes de
foréts ouvertes (Thomson, 1984; Ozenda et Clauzade, 1970). Ce lichen posséde une base
de fixation courte, noirdtre, d'oll partent plusieurs ramifications principales nettement
pendantes, parall¢les, atteignant de 6 2 30 cm de long, et portant des ramules (de 2e ordre)
plus ou moins dirigées a angle droit (Frey, 1970). Les branches principales sont, de fagon
générale, plus foncées que les ramifications secondaires (Brodo, 1981) et d'une épaisseur de
I'ordre de 1 mm (Thomson, 1984; Ozenda et Clauzade, 1970). La surface des rameaux et
ramules est trés variable, plus ou moins lisse et recouverte de papilles, isidies, soralies ou
fibrilles (Frey, 1970). Usnea filipendula contient de l'acide usnique et de 'acide salazinique

(Hale, 1979; Thomson, 1984).

OH O Me CH,OH
Me: ‘: Mej ‘ :COCHQ CO-0 zxOOH
HO o ~0 Ho@ /@ co

COCH, CHO © CHO atl

Acide usnique Acide salazinique

Le lichen brunétre appartient a deux especes. La majorité de la récolte correspond a
Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) Brodo et D. Hawksw., le reste & Bryoria furcellata (Fr.)
Brodo et D. Hawksw. La premicre espece est distribuée dans les foréts boréales de
I'’Amérique du Nord. Ce lichen (figure 6) peut croitre sur les arbres tels: Betula, Picea,

Abies, Spruce aussi bien que sur la surface de rochers (Brodo et Hawksworth,



Figure 4: Photo des lichens fruticuleux de genre Usnea filipendula,
Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata échantillonnés.
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Figure 5: Schéma d'Usnea filipendula (Stirton).4

4 Thomson, JJW., (1984).
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1977;Thomson, 1984). Les thalles pendants, plus ou moins souples et allongés en forme de
criniére, atteignent de 4 3 9 cm de longueur. Les rameaux n'ayant pas 1 mm d'épaisseur
méme a la base sont le plus souvent 2 peu prés paralléles et dépourvus de petites
ramifications. Lorsque présentes, ces derniéres sont courtes et gréles (Ozehda et Clauzade,
1970). Bryoria nadvornikiana contient de 'acide barbatolique, de faibles concentrations
d'acide alectorialique et d'acide fumarprotocétrarique et des traces d'atranorine et de

chloroatranorine (Thomson, 1984; Brodo et Hawksworth, 1977).

CO,H
COO-CH, @COO -CH, @OH
HO’ : :OH RSO: : :CHO HO OH R% e Me
Acide barbatolique Acide alectorialique

CH,00CH = CHCO_H Me
: :OH R@ co-o@
HO OH R% CO,Me
CHO

Acide fumarprotocétrarique R=H Atranorine
R=Cl1 Chloroatranorine

Bryoria furcellata (figure 6) est une espece trés commune de I'est de I'Amérique du
Nord et croit surtout sur les coniféres en milieu ouvert (Hale, 1979; Brodo et Hawksworth,
1977). Les thalles buissonnants, de 4 & 10 cm, plutdt durs au toucher, sont irréguli¢rement
ramifiés et presque aussi larges que longs. Les branches sont recouvertes par endroits de
plaques de sorédies elliptiques mélées d'isidies spinuliformes, c'est-a-dire de spores (Brodo,

1981). Cette espece contient de 'acide fumarprotocétrarique (Brodo et Hawksworth, 1977).



Bryoria nadvornikiana (Gyelnik)

Figure 6: Schéma de Bryoria nadvornikiana (Gyelnik)? et de Bryoria furcellata (Fr.).6

5 Thomson, J.W., (1984).
6 Hale, M.E., (1979).
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2.2 Echantillonnage

La matiére premiere a €t€ recueillie dans le secteur du lac Bonjour, prés du mont Apica,
dans la réserve faunique des Laurentides (figure 7). Ce parc, de vaste étendue forestiere
d'une superficie de 9663 km?2, sépare le Saguenay-Lac-Saint-Jean de la région de Québec
(Fédération québécoise de la montagne, 1979). L'assise rocheuse montagneuse, les dépdts
glaciaires et le climat boréal particuliers de ce territoire conditionnent le développement d'une
végétation a prédominance résineuse, dans laquelle se retrouvent principalement des foréts
d'épinettes noires (Picea mariana), d'épinettes blanches (Picea glauca) et de sapins baumiers

(Abies balsamea).

Les deux sites d'échantillonnage sont situés entre 71026’ et 71° 30" de longitude ouest
et entre 470 56' et 489 01' de latitude nord (figure 8). La strate arborescente peuplant le
territoire échantillonné est composée majoritaire;ment d'Abies balsamea et de quelques
especes dispersées de Picea mariana. Le drainage du terrain était généralement bon a tous les
endroits et tout le secteur a €té touché par une €pidémie de la tordeuse des bourgeons aux
alentours des années 1979-80 (Réjean Gagnon, communication personnelle). Les lichens
croissent donc en milieu ouvert sur des branches défoliées et sur des troncs morts, souvent

allongés au sol.

La cueillette a été effectuée, suivant les périodes saisonnieres, de maniere aléatoire
simple, sur des superficies variant de 900 m? a 2000 m2, de maniére a ce que les
échantillons soient représentatifs, qu'ils reflétent les diverses populations de lichen
fruticuleux, Bryori'a' en particulier. Les récoltes ont eu lieu, le 21 octobre 1988 et les 12

février, 28 mai, 18 aoft, 26 novembre 1989. Au moment de la récolte, les lichens ont été
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Figure 7. Localisation générale du secteur d'échantillonnage.
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Figure 8: Localisation des deux sites d'échantillonnage des lichens.
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placés dans des boites de carton et entreposés A température ambiante (20-25 °C) pendant un

minimum de 16 semaines.

2.3 Extraction

Apres la récolte, le lichen débarrassé de divers artéfacts a été trié d'apreés son genre:
Usnea, Bryoria et coupé en fragmentde 2 4 5 mm. Cette derniere étape de fractionnement de
la mati¢re a extraire facilite le contact avec la vapeur d'eau ou le solvant, permet d'augmenter

la chargc de l'extracteur et de réduire le rapport de solvant.
2.3.1 Par entrainement a la vapeur

L'huile essentielle a ét€ extraite principalement par- entralnement a la vapeur d'eau. Un
résumé du protocole d'expérimentation est présenté a la figure 9. Afin d'accroitre la
perméabilité des membranes cellulaires (Naves, 1974) et d'augmenter encore la quantité de
produits odorants par de nouvelles étapes d’hydrolyse et d'alcoolyse (Seu-Salerno et
Blakeway, 1987) lors d'extraction de végétaux séchés, divers traitements physiques
d'humidification ont été€ étudi€s. Un premier test consistait a immerger les lichens durant 90
minutes avant l'extraction dans un volume de 3 litres d'eau tiede (50 °C) et déminéralisée.
Un second traitement, aprés la charge de mati€re premiere dans un ballon de verre a
tubulures d'une capacité de S000 mL, consistait 4 y injecter de la vabeur, puis a introduire
I'eau déminéralisée pour fin de distillation. Finalement, le dernier essai n'impliquait aucun
traitement préalable d'humidification. Les conditions expérimentéles de distillation sont les

suivantes;

« masse de lichens secs (coupés) dans l'alambic . 200 g
*  volume d'eau (déminéralisée) dans le ballon générateur de vapeur 3000 mL



LICHENS SECHES

FRACTIONNEMENT

TRAITEMENTS PHYSIQUES

HUMIDIFICATION HUMIDIFICATION AUCUNE
A LEAU TIEDE A LA VAPEUR HUMIDIFICATION

ENTRAINEMENT
A LA VAPEUR

EXTRACTION

ETHER DICHLORO- ETHER DE

DIETHYLIQUE METHANE PETROLE PENTANE

INSOLUBLE SOLUBLE

SECHAGE
MgSO4

AJOUT DU
TETRADECANE

EVAPORATION

HUILE ESSENTIELLE

Figure 9: Schéma du protocole d'extraction par entrainement a la vapeur.




20

e volume d'eau (déminéralisée) dans I'alambic . 3000 mL
* volume d'eau (déminéralisée) dans le ballon receveur 200 mL
* volume de solvant dans le ballon receveur 100 mL
» quantité de NaCl dans le ballon receveur S0g

Les essais de récupération ont été réalisés au moyen de différents solvants organiques:
éther diéthylique, dichlorométhane, éther de pétrole et pentane. Chacun des solvants utilisés
(Caledon Laboratories Ltd) était de grade analytique distill€ sur verre et emplolyé» sans autre
purification. Chaque distillation durait environ 90 minutes a partir de l'apparition de la
premiere goutte dans le ballon receveur, jusqu'a I'obtention d'un volume final de 2000 mL.
Un schéma de I'entrainement 2 la vapeur d'eau est présenté a la figure 10. Le mélange eau +
solvant + huile essentielle est extrait de nouveau avec 40 g de NaCl et trois portions de 50
mL de solvant. La phase organique recueillie est séchée a I'aide de sulfate de magnésium
puis filtrée sur laine de verfe. Apres l'ajout d'un volume constant d'un standard interne
(tétradécane, Fluka Co.), l'extrait est ensuite amené a un volume d'environ 10 mL sur un
évaporateur rotatif sous pression contrdlée (Biichi), dans un bain de glace, et concentré a sec
avec un évaporateur a jet d'azote (Pierce Chemical Co.). Apres pesée, 1'huile essentielle est
diluée dans un volume de 1 mL de solvant puis conservée a l'abri de la lumiére et & une

température de 4 °C, jusqu'a 'analyse chimique.

Afin d'éliminer les sources de contamination entre chacune des distillations, 1'appareil
était démonté et soigneusement lavé au détergent puis rincé successivement a grande eau, a
lI'eau distillée et a 'acétone. Un blanc de la méthode a également été effectué avec de I'éther

diéthylique pour vérifier la présence possible de contamination.

L'examen des chromatogrammes, enregistrés a l'aide de la chromatographie en phase

gazeuse sur colonne capillaire (CG-Cap), a révélé une faible efficacité d'extraction des
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Figure 10: Shéma de l'entrainement a la vapeur.
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composants volatils (terpénes) par l'éther diéthylique. On a donc tenté d'accroitre la
concentration des composants volatils par une distillation vapeur-vapeur de Likens-
Nickerson. Les huiles essentielles, diluées avec 1 mL d'éther, ont été extraites pendant 6
heures et recueillies dans un volume de 120 mL de pentane. L'extrait a été réduit par

évaporation dans un bain de glace a un volume de 1 mL.
2.3.2 Par hydrodiffusion

Lors d'une hydrodiffusion, les matiéres premieres ne sont plus disposées directement
dans I'eau mais sur le fond de téflon d'une colonne de verre, sous lequel est placée 1'eau que
I'on réchauffe (figure 11). La vapeur, qui diffuse directement a travers les végétaux,
emporte encore avec elle les substances volatiles, mais I'avantage est double: I'huile surnage
I'eau contenue dans un col gradué, ce qui en permet la cueillette directe, et les composés
extraits sont généralement plus lourds. A partir de 300 g de matiéres séches coupées, aprés
une extraction de 3 heures, I'huile qui surnage est séparée de I'eau par aspiration a l'aide
d'une micropipette. L'huile essentielle est pesée, diluée dans un volume de 1 mL de pentane

et conservée a l'obscurité a une température de 4 °C.
2.3.3 Par les solvants volatils

Pour cette extraction, des solvants de polarité différente (pentane, éther de pétrole,
toluéne, dichlorométhane et éther diéthylique) ont €té utilisés successivement pour fins de
comparaison. Le principe consistait a faire macérer 30 g de matiere séchée, coupée et placée
dans un volume de 200 mL de solvant a froid pendant 30 minutes afin d'y faire passer les
produits odorants. Les rﬁaﬁéres végétales étaient ensuite complétement égouttées et filtrées

sur un filtre de nylon de 0,45 um (Fisher scientific Co.). Simultanément, une nouvelle
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Figure 11: Shéma de I'hydrodiffusion.



24

portion de solvant était placée sur la matiére premiére et I'opération était répétée jusqu'a cing
fois. Apres 1'épuisement, la solution parfumée était concentrée au moyen d'un'roto-vapeur
sous pression réduite dans un volume d'environ 10 mL puis ramenée & 1 mL par un
évaporateur sous jet d'azote. Certains échantillons cristallisant, une seconde filtration sur
filtre de nylon de 0,45 pm, d'une membrane de 3 mm (Fisher Scientific Co.) était effectuée.

Les vials étaient conservés a 1'abri de la lumiere a 4 °C.
2.4 Techniques analytiques
2.4.1 Chromatographie en phase gazeuse

Tous les échantillons extraits par entrainement a la vapeur, paf hydrodiffusion ou par
les solvants volatils ont été analysés qualitativement et quantitativement a 1'aide d'un
chromatographe en phase gazeuse Hewlett—Pack&d 5890A, équipé d'une colonne capillaire
a-polaire DB-5 (J. and W. Scientific Inc), de 30 meétres par 0,32 mm de diameétre intérieur
(D.L.), 0,25 pm d'épaisseur de film, d'un détecteur ionisation a flamme (DIF) et d'un
injecteur capillaire avec diviseur (partage). Les analyses étaient d'une durée de 2 heures
pour les échantillons prélevés par entrainement a lé vapeur ou par les solvants volatils et de 3
heures dans le cas de 1'hydrodiffusion. Les conditions de température, de méme que
d'analyse chromatographique, sont décrites au tableau I. L'enregistrement des
chromatogrammes a €té réalisé au moyen d'un intégrateur électronique HP 3390A. Les pics
chromatographiques ont été identifi€s en comparant le temps de rétention relatif a ceux de
standards et par indices de Kovat calculés par rapport a ceux des hydrocarbures saturés,

suivant la formule (Jennnings et Shibamoto, 1980):



TABLEAU I

Conditions d'analyse de la chromatographie

en phase gazeuse sur colonne capillaire

CHROMATOGRAPHE
DETECTEUR
COLONNE

TEMP. INJECTEUR
TEMP. DETECTEUR
PROG. TEMPERATURE

TYPE D'INJECTION
VOLUME D'INJECTION
GAZ PORTEUR

DEBIT

ATTENUATION

Hewlett-Packard
DIF

DB-35, 30 metres
200 oC

250 oC

40 °C (0 min.)

2 °C / min.

210 °C (33 min.)
Partage

1,0 uL.

Hélium

1 mL / min

3

25
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log t' § (a) - log t' g (N)
logt' g (N +n) - 108 'R (N)

L= 100N + 100n

I5: Indice de Kovat d'une substance (a)

N: Nombre de carbone de I'hydrocarbure saturé inférieur a (a)

n: Nombre de carbone d'écart entre les deux hydrocarbures saturés
'R (a) Temps de rétention de la substance (a)

'R (N): Temps de rétention de I'hydrocarbure saturé inférieur a (a)

U R(N+n) Tempsde rétention de I'hydrocarbure saturé supérieur a (a)

Les calculs de Kovat étaient établis une fois par semaine et ne variaient pas de'plus de
1%. Les différents pics ont également été comparés avec ceux obtenus en utilisant une
colonne capillaire polaire Supelcowax 10 de 30 meétres (Supelco), 0,25 mm D.I., épaisseur
du film liquide 0,25 pm et un injecteur de té€te de colonne (on column). L'étude de la
composition relative des extraits a été effectuée en utilisant les valeurs d'aire sous les pics
chromatographiques calculées par l'intégration électronique. Une analyse. semi-quantitative
de la variation saisonni¢re a été réalisée dans le cas de l'entrainement a la vapeur, en
comparant le pourcentage de surface des pics chromatographiques avec le pourcentage de

I'aire du pic du tétradécane.
2.4.2 Spectrométrie de masse

L'identification qualitative des pics chromatographiques des divers extraits a été
confirmée a l'aide de la chromatographie en phase gazeuse sur colonhe capillaire couplée a la
spectrométrie de masse (CG-Cap-SM), d'apres ionisation électronique (IE) ou ionisation
chimique (IC). Un chromatographe en phase gazeuse Hewlett-Packard 5790A couplé & un
spectrometre de masse VG 12-250, équipé d'une colonne a-polaire DB-5 de 30 métres (J.

and W. Scientific Inc.), d'une épaisseur de film de 0,25 um a été employ€. Les conditions
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Conditions d'analyse de la chromatographie

en phase gazeuse sur colonne capillaire

couplée a la spectrométrie de masse

CHROMATOGRAPHE

SPECTROMETRE DE MASSE

COLONNE

VOLT. D'IONISATION
TEMP. SOURCE
VITESSE SCAN

PROG. TEMPERATURE

TYPE D'INJECTION
VOLUME D'INJECTION
GAZ PORTEUR

DEBIT

Hewlett-Packard
VG Masslab 12-250
DB-5, 30 metres
70 éV

200 oC

0,6 sec.(entre
masse: 50-450)
40 °C (0 min.)

2 °C / min.

210 °C (33 min.)
Téte de colonne
0,5 pL.

Hélium

1,5 mL / min.
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chromatographiques sont décrites au tableau II. La caractérisation des substances a €té
effectuée par comparaison des spectres de masse des produits isolés du lichen: 1€ avec les
spectres des produits purs enregistrés sur la banque de données de l'appareil; 2€ avec les

spectres de la littérature (Chemical Abstract; Ryhage et Sydow, 1963).
2.4.3 Chromatographie sur couche mince

La méthode standardisée de chromatographie sur couche mince, décrite par Culberson
et Kristinsson (1970), a été appliquée pour l'analyse des produits secondaires lourds
(depsides et depsidones). Les chromatogrammes ont été développés sur des plaques de gel
de silice 60 Fs4 (Merck Co.) d'une épaisseur de 0,25 mm et dont les dimensions étaient de
20 cm sur 12,5 cm. Les composants lourds étaient extraits a trois reprises a l'aide de
I'acétone a une température de 50 °C et / ou avec du benzéne a température ambiante, a
partir de fragments de 1 cm? de lichen propre séché ou frais. Les extraits étaient ensuite
évaporés sur des lames de microscope et appliqués a 2 cm de la base de la plaque sur une

distance de 0,9 cm. Les contrles de l'atranorine et de l'acide norstictique provenant des

Me vMe

HO CO
CHO © CHO l

Acide norstictigue

deux échantillons Cladina evansir et Parmelia (Parmotrema) perforata fournit par W.L.
Culberson et C.F. Culberson, étaient quant a eux appliqués a des distances de 4,5 cm sur la

plaque. L'identification des composés a été déterminée d'aprés la migration dans trois
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systtmes de solvant: A: benzene:dioxane:acide acétique (180:45:5, 230 mL); B:
hexane:éther diéthylique:acide formique (120:90:20, 230 mL); C: tolueéne:acide acétique,
(200:30, 230 mL). Les plaques développées dans le systéme A étaient déposées face a un
carton adsorbant de 9,5 cm sur 20 cm imbibé de solvant (Culberson, 1972 A). Les
-chromatogrammes, séparés dans le solvant B, étaient équilibrés 5 minutes dans une
atmosphére de 60% d'acide formique aqueuk, avant d'étre déposés dans la chambre a
développement, alors que dans le cas du solvant C, 1'équilibrage des taches s'effectuait a
lI'acide acétique glacial (Culberson, 1974; Culberson et Ammann, 1979). La migration de 10
cm terminée, les plaques sont séchées, examfnées sous lumiére ultraviolette puis vaporisées
avec une solution aqueuse de 10% d'acide sulfurique et chaufées a 110 °C (15-20 min.) afin
de visualiser tous les groupements aromatiques. Les différentes taches étaient assignées
d'apres les classes de Rf des contrdles (atranorine et acide norstictique) ét identifiées a 'aide
des substances de référence de la table I de Culberson ( 1972 A). La mobilité (Rf) des

composés a €té définie d'apres la formule suivante (Touchstone et Dobbins, 1978):

Rf = distance parcourué par la substance (centre de la tache)

distance parcourue par le solvant (front)

2.4.4 Chromatographie liquide & haute performance

Plusieurs auteurs (Culberson, 1972 B; éulberson et Culberson, 1978; Vicente et al.,
1984; Xavier Filho et al., 1984 et 1985; Garcia-Junceda et z_ﬂ., 1985; Avalos et Vicente,
1987; Schulz et Albroscheit, 1989) ont effectué 1'analyse des substances lichéniques par
chromatographie liquide. En considérant I'appareillage utilisé et la liste des produits

identifi€s, 1'étude de caractérisation des composés aromatiques secondaires a €té réalisée par
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la technique de Huovinen et al. (1985, 1986 A et 1986 B). Chacun des échantillons a été
préalablement purifi€é par un passage sur une pré-colonne C18 (Waters Associates) et
chromatographié sur une colonne Lichrosorb RP-8 (Anspec Co.), 5 pm, 250%4,6 mm D.I..
Un chromatographe liquide Perkin-Elmer série 4, équipé d'un détecteur UV-visible (Perkin-
Elmer LC-85) et d'un détecteur a fluorescence (Perkin-Elmer LS 40), tous deux couplés a un
systeme d'acquisition des données (Nelson Analytical, series 900), a été utilisé. Les
chromatogrammes ont été enregistrés sur un ordinateur compatible IBM, muni d'un logiciel
" PC integrator (Copyright P.E. Nelson Systems, 1988). Les conditions chromatographiques
apparaissent au tableau III. La matiére premiére (10 mg) €tait homogénéisée a I'aide d'un
mortier et extraite sur une période de 12 heures dans un volume de 2 mL de méthanol
(Caledon Laboratories,- grade HPLC), tel qu'il a ét€ décrit par Strack et al. (1979). Apres
centrifugation, le surnageant était filtré sur un filtre de nylon (Fisher Scientific, 3 mm de
membrane, 0,45 pm) et injecté directement. L'identification des constituants était basée sur
les indices de rétention (I.R.) des. substances de référence calculés en relation avec ceux des
standards internes de 1'acide benzoique et du phthalate du bis-(éthyl-2 hexyl) (Huovinen et

Al., 1985 : table 2) selon la formule;

T.r. du composé - T.r. de l'acide benzoique
T.r. du phthalate du bis-(éthyl-2 hexyl) - T.r. de I'acide benzoique

ILR.=




TABLEAU III

Conditions d'analyse de la chromatographie

liquide a haute performance

phase renversée

CHROMATOGRAPHE
DETECTEURS

PRE-COLONNE
COLONNE

VALVE D'INJECTION
VOLUME D'INJECTION
GRADIENT D'ELUTION

DEBIT
TEMPS D'ANALYSE

Perkin-Elmer

*UV-visible (270 nm)

*A fluorescence

(270 nm : excitation)

(345 nm : émission)

C18 o

Lichrosorb RP-8

Rhéodyne 7010

20 uL

20% méthanol / eau (7 min.)
1% méthanol / eau / min.
99% méthanol / eau (3 min.)
0,7 mL / min.

90 min.
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CHAPITRE III

RESULTATS ET DISCUSSION
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3.1 Traitements physiques

Les lichens sont toujours traités aprés dessiccation afin de permettre le développement
des divers principes odorants. Le broyage préalable a l'extraction ne donne aucun avantage
marquant. En effet, le rendement en huiles essentielles n'est pas amélioré lorsque les
fragments de lichens sont traité€s dans un broyeur avant hydrodistillation. Par contre, il est
avantageux d'humidifier la mati¢re premiére pour obtenir une extraction plus poussée.
L'humidification accroit la perméabilité des membranes cellulaires et permet a 'huile de
diffuser plus rapidement. Lorsque les lichens sont humidifi€s, un taux moyen d'acidité de
3,8 de l'eau est observé dans le ballon extracteur comparativement a 4,20 sans
humidification. De plus, les lichens humidifiés révélent un rendement moyen en huile de
0,025% du poids sec plutét que de 0,016% sans traitement physiQue. Ces observations

semblent confirmer 'hypothése proposée.

L'humidification a la vapeur agresse toutefois plus sévérement la matiere végétale.
Lors du traitement, les produits les plus volatils se vaporisent dans 1'air, laissant apparaitre
une odeur agréable. Tous les échantillons prélevés, analysés sur le chromatographe en
phase gazeuse équipé d'une colonne DB-5 (a-polaire), permettent de constater une
concentration plus faible de certains constituants détectés entre 3 min. et 30 min. de temps de
rétention par rapport aux mémes composé€s lorsque le lichen est humecté a l'eau tiede. La
comparaison des profils chromatographiques permet également de constater que le
benzeéneacétaldéhyde, le noneéne-2 al et les inconnus 15 et 23 (tableau IV et V) sont

relativement plus importants quantitativement apres un traitement physique d’humidification.
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3.2 Remarques techniques d'extraction

3.2.1 Entrainement & la vapeur versus solvants volatils

Les huiles extraites par distillation a la vapeur d'eau, a 1'aide de 1'éther de pétrole ou
du pentane, possédent les mémes caractéristiques qualitatives et quantitatives. Toutefois,
d'apreés une remarque de Naves (1974), le pentane donnerait des extraits moins colorés et
plus pauvres en cire que les extraits éthéropétroliques. Le pentane a donc été utilisé pour
poursuivre les travaux. L'extraction de la phase aqueuse par 1'éther diéthylique ne permet
pas d'obtenir les composés 1égers en quantité suffisante (trace), ces derniers doivent étre
concentrés par une distillation Likens-Nickerson. Cette seconde extraction vapeur-vapeur de
'huile fournit alors un extrait comparable quantitativement aux sol&ants précédents. Une
extraction de l'huile essentielle par le dichlorométhane permet de constater que le contenu
des produits est qualitativement le méme que celui obtenu a partir du pentane. Par contre, du

point de vue quantitatif, les différences sont plus importantes.
3.2.2 Hydrodistillation versus hydrodiffusion

Le profil chromatographique des huilles essentielles d'Usnea filipendula (Stirton)
extraites par hydrodistillation et hydrodiffusion est présenté a la figure 12. Les
chromatogrammes ainsi obtenus pour Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) et Bryoria furcellata
~ (Fr.) se retrouvent a la figure 13. La séparation des constituants enregistrés par les deux
techniques est relativement distincte. Le procédé par entrainement a la vapeur a permis
I'extraction des éorhposés légers comparativement a des produits plus lourds pour

I'hydrodiffusion. Seule une étude qualitative du profil chromatographique des extraits par

distillation a la vapeur a été effectuée en chromatographie en phase gazeuse sur colonne
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Figure 12: Chromatogrammes typiques des extraits d'Usnea filipendula obtenus
par hydrodistillation (A) et hydrodiffusion (B).
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Figure 13: Chromatogrammes typiques des extraits de Bryoria nadvornikiana et de Bryoria
furcellata obtenus par hydrodistillation (A) et hydrodiffusion (B).
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capillaire couplée a la spectrométrie de masse. Le patron épaulé des temps de rétention
obtenu par hydrodiffusion ne permet pas une analyse précise. Une séparation des pics
chromatographiques sur une colonne 2 distillation fractionnée, composé de plusieurs

centaines de plateaux théoriques, serait requise.

Le rendement moyen de 0,016% en huile essentielle chez les lichens de genre Usnea et
Bryoria extrait par la technique d'entrainement a la vapeur est sensiblement supérieur a celui
de 0,005% atteint par hydrodiffusion dans les mémes conditions d'analyse, c'est-a-dire sans
traitement physique d'humidification préalable. La faible quantité de produits odoriférants
recueillie, confirmée par la maison Robertet & Cie, met en €vidence le coiit de production

trop €élevé pour permettre le potentiel d'exploitation de cette ressource renouvelable.
3.3 Analyse qualitative
3.3.1 De I'huile essentielle

33.1.1 Usnea filipendula (Stirton)

La figure 14 présente un chromatogramme d'Usnea filipendula extrait par
entrainement a la vapeur. Tous les profils chromatographiques obtenus sont similaires a
celui du mois d'aolt 1989. L'identification des constituants de l'huile essentielle a été
effectuée, d'une part, avec les indices de Kovat (Jennings et Shibamato, 1980) et, d'autre
part, par comparaison des pics de base, des poids moléculaires et du degré d'ajustement (fit)
des spectres de masse isolés avec les spectres enregistrés sur la banque de données. La
caractérisation de certains des constituants a €té confirmée en comparant les temps de

rétention et les indices de Kovat obtenus sur une colonne capillaire Supelcowax (polaire)
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Figure 14: Chromatogramme de I'huile essentielle d'Usnea filipendula analysée en
CG-Cap.

(Les num¢ros identifiant les pics sont ceux apparaissant dans le tableau IV.)
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TABLEAU IV
Composants identifiés dans 1'huile essentielle

d'Usnea filipendula

CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants ' T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.

Hexanal 2 5,46 800 56 100 976

1

2 Méthyl-7 octéne-1 8,30 872 56 126 909
3 Heptanone-2 9,26 890 58 114 946
4 Inconnu 9,74 899 70 115

5  Alpha pinene ab 11,43 932 93 136 925
6  Benzaldéhyde P 12,88 956 77 106 967
7  Béta pinéne ab 1395 973 93 136 882
8  Hepténe-10l-3 14,47 980 57 114 882
9 Inconnu ' 15,17 990 81 139

10  (E,E)-heptadiéne-2,4 al 15,41 994 81 110 976
11  Inconnu 15,93 1000 57 129

12  Inconnu 16,28 1007 81 137

13 Méthyl-1 octahydro pentaléne 17,56 1027 67 124 878
14  Benzeéneacétaldéhyde 18,38 1039 91 120 942
15 Inconnu , 19,63 1057 55 167

16 Inconnu 20,51 1069 55 140

17 Diméthyl-1,5 cyclooctane 20,77 1073 56 140 889
18  (E)-méthyl-6 undéceéne-3 23,03 1101 .57 168 819
19 Nongne-2 al ab 26,70 1158 55 140 923
20 Inconnu 27,98 1172 55 150

21  (Méthyl-1 propyl)-1 (méthyl-2 30,34 1202 - 57 168 813

butyl)-1 cyclopropane -

22 Trans décene-2 al ab 34,19 1263 55 154 959
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TABLEAU 1V (SUITE)
Composants identifiés dans 1'huile essentielle

d'Usnea filipendula

CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.

23 Inconnu 37,91 1311 81 193

24  Undécéne-2 al D 4121 1361 70 168 960
25 Inconnu 41,70 1368 56 217

26  Acénaphthéne (HAP) 48,18 1469 153 154 944
27  Inconnu 48,89 1480 185 193

28  Inconnu 49,83 1492 168 167

29  Biphényl-1,1' ol-2 50,16 1497 170 170 904
30 Inconnu 51,38 1518 55 181

31  9-H-fluoréne (HAP) 54,19 1565 166 166 932
32  N,N-diéthyl méthyl-3 benzamide 54,43 1572 - 119 191 950
33 Benzophénone 57,25 1616 105 182 893
34  Méthyl-6 dihydroxy-2,4 formyl-3 59,36 1653 150 210 835

benzoate de méthyle
35 Cyclodécanol 60,36 1670 55 156 952
36  Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 62,05 1698 136 196 902
benzoate de méthyle '

37  Anthracéne (HAP) 65,22 1756 178 178 937
38  Benzeénedicarboxylate-1,2 du 67,67 1801 149 282 932
 bis (méthoxy-2 éthyl) (phthalate)

39  Benzeénedicarboxylate-1,2 du 75,69 1956 149 278 979

butyl méthyl-2 propyle (phthalate)

4: 1'identification des composés a ét€ confirmée a I'aide de standards.
b. Constituants identifiés dans la mousse de chéne (Evernia Drunastri).
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d'aprés ceux des composés purs correspondants. Le tableau IV donne l'analyse des
constituants identifiés dans I'huile essentielle d'Usnea filipendula en spécifiant ceux dont

l'identification a été confirmée par des standards.

Parmi les composés monoterpéniques, aldéhydiques, cétoniques, alcooliqucs,
phénoliques, amidés, carboxyliques, sans oublier les hydrocarbures aliphatiques et
aromatiques identifiés, certains contribuent stirement de fagon certaine a l'odeur tres
caractéristique de terre humide et de moisissure de 1'huile du lichen verdatre. A 'exception
de I'alpha pinéne, du béta pinene, du benzaidéhydc, du nonéne-2 al, du trans décéne-2 al et
du undécene-2 al, déja répertoriés par les auteurs (Seu-Salerno et Blakeway,1987; Gavin et
Tabacchi, 1975; Gavin et al., 1978), les composés observés n'étaient pas caractéris€s dans

la mousse de chéne Evernia prunastri.

La présence de l'alpha pinene et du béta pinene comme constituants de I'huile
s'explique possiblement par l'influence directe de 'h6te parasité par le lichen. Sachant que
ces deux terpenes représentent les produits majeurs de I'huile essentielle extraite de I'espece
Abies balsamea (Hunt et Von Rudloff, 1974), la relation avec I'hdte présente certainement
une grande importance sur l'odeur du lichen. En 1979, les auteurs Nicollier et al. ont
démontré qu'il existait une relation étroite entre la compostion chimique d'Evernia prunastri
et le bois, de méme que les feuilles du genre Quercus. Les auteurs Gavin et al. (1978)
mentionnent que la présence d'hydrocarbures aliphatiques est reli€e a celle des acides gras.

Par contre, ils s'expliquent plus difficilement la présence de certains hydrocarbures

aromatiques.

Parmi les composés identifi€s, relevons la présence surprenante du N,N-diéthyl

méthyl-3 benzamide apparaissant uniquement pendant la saison estivale. La vérification
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positive de ce dernier composé dans plusieurs extraits par entrainement a la vapeur des
échantillons du mois d'aoiit confirme que la qualité de I'huile essentielle du lichen et son
odeur varient suivant la saison pendant laquelle il a été récolté. A notre connaissance, la

présence d'un tel composé amidé n'a jamais €té retrouvée auparavant dans un lichen.

Une contamination significative de I'huile essentielle par des phthalates et des
contaminants du systeme a été détectée dans le blanc de la méthode et confirmée par
I'examen en chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire couplée a la
spectrométrie de masse. La source premiere d'un phthalate, dont le temps de rétention est
connu a 112,78 min. (indice de kovat: 2535), a été éliminée par l'utilisation d'un tube de
caoutchouc et non de tygon au niveau du générateur de vapeur. La source des autres
impuretés provient probablement a 1'étape de concentration de l'huiie sur roto-vapeur et jet
d'azote. Le lavage au détergent et a I'acétone des joints de connexion des appareils aurait di
étre effectué a l'acide nitreux afin d'éliminer tous les phthalates et les HAP déja présents
dans les appareils. Il convient cependant de souligner que I'analyse effectuée en laboratoire

a permis d'identifier tous les contaminants identifi€s sur les chromatogrammes.

Malgré le nombre de constituants identifiés, les chromatogrammes de l'huile jaunatre
étudiée montrent encore des dizaines de pics et un fort bruit de fond, signes de la présence

de composés traces, dont la structure n'a pu étre précisée.

3.3.1.2 Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) et
Bryoria furcellata (Fr.)

Le profil chromatographique typique des constituants de 1'huile essentielle de Bryoria

nadvornikiana et Bryoria furcellata est présenté a la figure 15. L'identification des divers
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Figure 15: Chromatogramme de l'huile essentielle de Bryoria nadvornikiana et
Bryoria furcellata analysée en CG-Cap.

(Les numéros identifiant les pics sont ceux apparaissant dans le tableau V.)



TABLEAU V
Composants identifiés dans 1'huile essentielle

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.

1  Hexanal 2 5,44 799 56 100 976
2 Méthyl-7 octene-1 8,28 871 56 126 909
3 Heptanone-2 9,27 890 58 114 946
4 Inconnu 9,76 899 70 115
5  Alpha pinene ab 11,46 935 93 136 925
6  benzaldéhyde P 12,89 956 77 106 967
7  Bétapinéne ab 13,94 972 93 136 882
8§  Hepténe-10l-3 | 14,49 980 57 114 882
9 Inconnu 15,20 991 81 139
10  (EE)-heptadiéné-2,4 al 15,43 994 81 110 976
11  Inconnu 15,94 1000 57 129
12  Inconnu 16,26 1007 81 137
13 Méthyl-1 octahydro pentaléne 17,58 1027 67 124 878
14  Benzeneacétaldéhyde 18,38 1039 91 120 942
15 Inconnu 19,64 1057 55 167
16 Inconnu 20,51 1069 55 140
17  Diméthyl-1,5 cyclooctane 20,78 1073 56 140 889
18  (E)-méthyl-6 undécene-3 23,04 1101 57 168 819
19 Nongne-2 al ab 26,71 1158 55 140 923
20 Inconnu 2798 1172 55 150
21  (Méthyl-1 propyl)-1 (méthyl-2 30,35 1202 57 168 813
butyl)-1 cyclopropane
22 Trans décéne-2alab 3420 1262 55 154 959
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TABLEAU V (SUITE)
Composants identifiés dans 1'huile essentielle

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.

23  Inconnu 37,91 1311 81 193

24  Undécene-2 alb 41,21 1361 70 - 168 960

25 Inconnu 41,71 1369 56 217

26  Acénaphthéne (HAP) 48,15 1467 153 154 944

27  Inconnu 48,90 1481 185 - 193

28 Inconnu 49,82 1492 168 167

29  Biphényl-1,1' ol-2 50,15 1496 170 170 904

30 Inconnu 51,40 1518 55 181

31 9-H-fluoréne (HAP) 54,19 1565 166 166 932

32  N,N-diéthyl méthyl-3 benzamide 54,45 1572 119 191 950

33  Benzophénone 57,25 1615 105 182 893

34  Méthyl-6 dihydroxy-2,4 formyl-3 59,36 1653 150 210 835
benzoate de méthyle

35 Cyclodécanol 60,36 1670 55 156 952

36 Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 62,08 1699 136 196 902
benzoate de méthyle '

37  Anthracéne (HAP) 65,22 1756 178 178 937

38 Benzeénedicarboxylate-1,2 du 67,67 1803 149 282 932
bis (méthoxy-2 éthyle) (phthalate)

39 Benzeénedicarboxylate-1,2 du 75,69 1956 149 278 979
butyl méthyl-2 propyle
(phthalate)

4: L'identification des composés a été confirmée a l'aide de standards.
b. Constituants identifiés dans la mouse de chéne (Evernia prunastri).
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composés a été réalisée conjointement a ceux d'Usnea filipendula, suivant les mémes
techniques d'analyse. Le tableau V résume la recherche des produits effectuée par
chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire couplée a la spectrométrie de
masse, en spécifiant les constituants dont la confirmation a été établie par l'indice de Kovat
de standards sur la colonne polaire de Supelcowax. Ajoutons que la plus grande
concentration et pureté de certains composés dans Bryoria a facilité l'interprétation de

certains pics chromatographiques d'Usnrea.

Meéme si les lichens verditres et brundtres appartiennent a des genres différents, la
comparaison des chromatogrammes permet de constater qu'ils sont relativement identiques
qualitativement. Un extrait mixte des deux populations de lichens récoltés en février
(Annexe 1) le confirme. Cependant, des variations importantes de concentration de certains
constituants permettent de les différencier quantitativement (voir tableau X et XI). En outre,
I'huile de Bryoria posséde une teinte jaune briilée par rapport a jaunitre pour l'huile

d'Usnea. Dans les deux cas, les huiles présentent une forte odeur de moisissure.

3.3.2 Des essences concretes

3.3.2.1 Usnea filipendula (Stirton)

La figure 16 présente le profil chromatographique de l'essence concréte d'Usnea
filipendula extraite au toluéne et celle extraite a I'éther diéthylique. La deuxieme méthode de
séparation utilisée a permis l'isolement de certains composés cétoniques, carboxyliques,
phénoliques sans oublier les hydrocarbures aliphatiques et aromatiques. Parmi les
composés identifi€s qui figurent au tableau VI, seuls 'alpha pineéne, le béta pinéne, le

 benzaldéhyde et le diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle ont été€ rencontrés lors
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Figure 16: Chromatogrammes des essences concrétes d'Usnea Jilipendula extraites a partir
du toluene (A) et de 1'éther diéthylique (B) analysées en CG-Cap.

(Les numéros identifiant les pics sont ceux apparaissant dans le tableau V1.)



48

TABLEAU VI
Composants identifiés dans les essences concrétes

d'Usnea filipendula

CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.

1 Benzéne méthyle 4,49 91 92 991
2 Méthyl-4 penteéne-3 al 6,54 832 69 98 929
3 Ethyl benzéne 2 7,75 859 91 106 905
4 Diméthyl-1,3 benzéne 2 8,11 868 91 106 954
5 Diméthyl-1,2 benzene 2 9,18 890 91 106 998
6 Butoxy-2 éthanol 10,03 905 57 118 992
7 Alpha pinéne " 11,43 931 93 136 925
8 Benzaldéhyde 2 ) 12,80 956 77 106 967
9 Méthyl-2 octanone-4 2 13,76 971 57 142 970
10  Bétapinene 13,94 972 93 136 976
11  Triméthyl-1,2,3 benzéne 15,02 989 105 120 987
12  Benzéneméthanol 2 17,74 1031 79 108 964
13  Tétraméthyl-2,2,3.4 pentane 22,95 1100 57 128 959
14  Méthoxy phénol@ 26,27 1151 108 124
15  (Hydroxy-2 méthyl-1 éthyl)-1 40,07 1345 71 216 968
diméthyl-2,2 méthyl-2 propanoate
de propyle
16  Triméthyl-2,4,4 hydroxy-3 41,60 1367 57 216 961
méthyl-2 propanoate de pentyle
17  Méthyl-3 tridécane 41,74 1369 57 198 952
18  Triméthyl-2,7,10 dodécane 44,78 1414 57 212 953

a: Les composés ont été caractérisés uniquement dans la fraction toluique.



TABLEAU VI (SUITE)

Composants identifiés dans les essences concrétes

d'Usnea filipendula

49

CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.
19  Méthyl-6 tridécane 50,75 1507 57 198 931
20  Méthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 52,§7 1544 205 220 910
bis-2,6 phénol ‘
21  Ethyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 54,05 1563 219 234 907
bis-2,6 phénol
22 Cyclodécanol 60,25 1670 55 156 907
23  Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 61,94 1697 136 196 856
benzoate de méthyle
24  Benzénedicarboxylate-1,2 du 67,91 1804 149 282 932

bis (méthoxy-2 éthyl)
(phthalate)
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de I'analyse de I'huile essentielle. Les constituants caractérisés dans les fractions extraites 3
1'éther de pétrole, au pentane, au dichlorométhane et a I'éther diéthylique sont sensiblement
identiques. Cependant, le dernier solvant se distingue avantageusement du point de vue
quantitatif, en présentant en général un pourcentage plus élevé de produits. Il est important
de noter que, bien que la concrete toluique soit plus riche en composés volatils que la
concréte éthérodiéthylique, le toluéne ne permet pas d'extraire toute la gamme des
hydrocarbures observée par le procédé a 1'éther diéthylique. Le toluéne semble toutefois

plus indiqué pour l'isolement des composés volatils peu abondants.

3.3.2.2 Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) et
Bryoria furcellata (Fr.)

Les profils chromatographiques obtenus 2 partir du protocole d'extraction par les
solvants toluique et éthérodiéthylique enregistrés pour le lichen verdatre de méme que pour
les lichens brunitres présentent des résultats relativement similaires qualitativement (figure
17). Toutefois, relevons que le pic du béta pinéne n'a pas été€ détecté. L'absence de ce
produit volatil est probablement associée a 1'étape de concentration de l'essence concréte sur
roto-vapeur et jet d'azote. Tel que spécifié précédemment, quatre solvants utilisés (pentane,
éther de pétrole, dichlorométhane et éther diéthylique) révelent des fractions comparables
alors que le toluéne isole mieux certains constituants volatils. De fagon globale,
I'importance relative de la composition des résinoides décrite au tableau VII démontre
quelques variations (voir tableau XII et XIII) dont un inconnu de te.mps de rétention de 6,02
(indice de kovat: 817) observé en plus grande abondance dans l'extrait éthérodiéthylique.
Ajoutons que la fraction extraite a I'éther diéthylique semble plus contaminée par la présence
de phthalates et HPA. La présence significative du benzéneméthanol et de cinq importants

hydrocarbures aromatiques laisse penser qu'une dégradation des métabolites secondaires
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Figurel17: Chromatogrammes des essences concretes de Brydria nadvornikiana et Bryoria
furcellata extraites A partir du toluéne (A) et de 'éther diéthylique (B) analysées
en CG-Cap.

(Les numéros identifiant les pics sont ceux apparaissant dans le tableau VIL.)
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TABLEAU VII
Composants identifiés dans les essences concreétes

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.

1 Meéthyl benzeéne 4,49 91 92 991
2 Meéthyl-4 penténe-3 al 6,53 831 69 98 929
3 Ethyl benzéne 2 7,75 860 91 106 905
4 Diméthyl-1,3 benzéne a 8,12 868 91 106 954
5 Diméthyl-1,2 benzéne? 9,18 890 91 106 998
6 Butoxy-2 méthanol 10,06 909 57 118 992
7 - Alpha pinéne 11,45 932 93 136 925
8 Benzaldéhyde 2 12,80 956 77 106 967
9 Méthyl-2 octanone-4 2 13,77 971 57 142 970
10  Triméthyl-1,2,3 benzéne 2 15,02 989 105 120 987
11  Benzéneméthanol 2 17,75 1032 79 108 964
12 Tétraméthyl-2,2,3,4 pentane 22,95 1101 57 128 959
13 Méthoxy phénol @ 26,32 1152 108 124
14  (Hydroxy-2 méthyl-1 éthyl)-1 40,07 1346 71 216 968
diméthyl-2,2 méthyl-2 propanoate
de propyle
- 15 Triméthyl-2,4,4 hydroxy-3 41,60 1369 57 216 961
méthyl-2 propanoate de pentyle
16  Méthyl-3 tridécane 41,75 1371 57 198 952
17  Triméthyl-2,7,10 dodécane 44,79 1415 57 212 953

a: Les composés ont été caractérisés uniquement dans la fraction toluique.
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TABLEAU VII (SUITE)
Composants identifiés dans les essences concrétes

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

. CG-Cap CG-Cap-SM
No Composants T.r. Indice de Pic de Masse Fit
(min) Kovat base P.M.

18  M¢éthyl-6 tridécane © 50,75 1509 57 198 931

19  Meéthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 52,84 1546 205 220 910
bis-2,6 phénol

20  Ethyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 54,05 1565 219 234 907
bis-2,6 phénol

21  Cyclodécanol 60,26 1670 55 156 980

22  Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 61,96 1699 136 196 856
benzoate de méthyle

23  Benzenedicarboxylate-1,2 du 67,92 1805 149 282 932

bis (méthoxy-2 éthyl)
(phthalate)
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par hydrolyse et alcoolyse s'est bel et bien produite. L'humidification préalable des lichens
et 'extraction de longue durée des divers principes odorants a I'aide d'une appareil soxhlet

permettrait de récupérer probablement une plus grande portion d'essences concretes.
3.3.3 De métabolites secondaires

3.3.3.1 Usnea filipendula (Stirton)

L'analyse des composés polyphénoliques effectuée par chromatographie sur couche
mince est résumée au tableau VIII. Par I'importance et la coloration trés prononcée de la
tache identifiée 4 I'acide usnique, cet acide constitue probablement le principal métabolite
secondaire chez les thalles d'Usnea filipendula. 1'acide usnique, caréctéristique a plusieurs
especes de lichens, est formé par oxydation d'une unité méthylphloroacétophénone en
opposition a l'estérification ou oxydation d'unités orcinol ou béta-orcinol des composés
depsidiques (Culberson, 1970; Gonzalez et al., 1984). L'abondance de ce produit pourrait
peut-€tre justifier 1'exploitation des lichens Usnea filipendula dans la synthése de produits

chimiothérapeutique utilisant comme base I'acide usnique (Reyes et al., 1981).

La technique d'analyse par chromafographie liquide détectée en ultraviolet / visible
(figure 18) donne une résolution trop faible du pic de l'acide usnique pour confirmer sa
présence avec certitude. On a identifié au cours des différents essais une reproductivité du
pic a l'indice de rétention 0,76 alors qu'on aurait dii le retrouver a l'indice 0,74 selon
Huovinen et al. (1985). La faible séparation de ce constituant est probablement reliée au fait
que le débit maximum utilisé était de 0,7 mL / min. En théorie, cette technique exige un
débit de 1 mL / minute. A noter que les auteurs Legaz et al.(1986) mentionnent un probléme

similaire. Ils devaient augmenter de 1,0 2 1,5 mL / min. leur débit afin de contrer le pic



TABLEAU VIII
Composés polyphénoliques identifiés dans

Usnea filipendula

55

Classe de Rf Composés Rf : 100 * valeurs 2 Coloration
(HzSO4)

A B C A B C

2 2 2 Acide salazinique 1241,78 72877 531,82 Jaune

6 6 6 Acide usnique 124177 692871 733282 Jaune

a; Les deux nombres suivant l'oblique (/) correspondent aux valeurs des Rf de l'acide

norstique et de I'atranorine.
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Figure 18: Chromatogramme de I'extrait d'Usnea filipendula obtenu par chromato-
graphie liquide a haute performance phase renversée.
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large et irrégulier de I'acide usnique en pic Gaussien. A titre de comparaison,‘les extraits ont
été excités et suivis par leur émission de fluorescence (tableau III). Le résultat revét
certainement une grande importance puisque les composés depsidiques démontrent une
meilleure sensibilité. La détermination de conditions maximums de détection permettrait
certainement une analyse qualitative et quantitative supérieure des composés
polyphénoliques lourds. La caractérisation de I'acide salazinique (en corrélation avec les
valeurs de Rf de l'acide norstictique et de I'atranorine) a été assurée uniquement a 'aide de la
technique d'adsorption sur gel de silice. L'absence de détection de ce constituant acide en
chromatographie liquide 4 haute performance peut tre expliquée par divers facteurs dont la
faible concentration initiale du produit, le faible volume de 20 pl injecté et le diametre interne
de 4,6 mm de la colonne par opposition 2 175 ul et 4 mm, respectivement. L'acide
salazinique, qui constitue un produit largement répandu chez les populations de lichens, a été

observé des 1936 ( voir Schindler dans Culberson 1969; Skult, 1984).

La coloration verditre et jaune brun, développée par l'acide sulfurique reliée a la
structure chimique des divers composés, a facilité 1'identification du dérivé benzofuranne et
du depsidone de type béta-orcinol. Par contre, la distinction de quatre taches jaunatres sur
chacun des chromatogrammes développés dans les trois systémes de solvant et la double
extraction de 1'échantillon avec le benzene et 1'acétone n'ont pu permettre la caractérisation

de ces quatre taches.

3.3.3.2 Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) et
Bryoria furcellata (Fr.)

Parmi les composés identifiés chez Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

(tableau IX), seul le chloroatranorine n'a pu étre confirmé d'aprés les données décrites dans
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la littérature. Sa valeur de Rf tres similaire a celle de I'atranorine, les deux para-depsides de
série béta-orcinol doivent €tre confondus. L'analyse en chromatographie liquide a haute
performance phase renversée (figure 19) démontre la présence en trace de l'atranorine. Par
contre, la présence du chloroatranorine, de méme que celle des méta-depsides de type béta-
orcinol, de I'acide alectorialique et de I'acide barbatolique, ne peut étre confirmée puisque les
temps de rétention de ces derniers composés n'ont pas €té€ déterminés par Huovinen et al.
(1985). Pour sa part, l'acide fumarprotocétrarique présente un temps de rétention de 0,51
comparativement a 0,50. Ce dernier depsidone de série béta-orcinol constitue une substance
amere et possede des fonctions antiherbivores de répulsion (Reutimann et Scheidegger,
1987). L'effet nuisible des composés polyphénoliques lourds des lichens sur leurs hotes est
communément accepté, bien qu'il n'y ait aucun énoncé explicite de leur action. Les auteurs
Avalos et al. (1986) estiment qu'une translocation des composés depsidiques dans le xyleme

des branches de chéne arréte la production de biomasse.

Malgré le nombre de composés phénoliques caractérisés, les
chromatogrammes de l'extrait étudié montrent encore une demi-douzaine de taches a
identifier. Les valeurs de Rf pour chacun des trois systémes de solvant ont €t€ déterminées

pour deux d'entre elles.
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TABLEAU IX
Composés polyphénoliques identifiés dans

Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

Classe de Rf Composés Rf : 100 * valeurs 2 Coloration
(H,SO 4)

A B C A B C

12 3 2 Acide fumarproto- 28271 242871 931,81 Gris-brun

cétrarique

2 5 3 Acide barbatolique 842,78 5031, 77 2331,82 Jaune

3 3 2 Inconnu 262,78 2931,77 931,82 Bleuitre

3 5 3 Acide alectorialique 3841,78 462977 32/32,82 Brunitre

5 5 56  Inconnu ST S3BLTT SIBLS3 Orangé

7 7 7 Atranorine TR T T128,77 8231,82 Verditre

4;  Les deux nombres suivant I'oblique (/) correspondent aux valeurs des Rf de l'acide
norstique et de 'atranorine.
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Figure 19: Chromatogramme de l'extrait de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata
obtenu par chromatographie liquide 4 haute performance phase renversée.
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3.4 Analyse quantitative
3.4.1 Composition relative de I'huile essentielle

3.4.1.1 Usnea filipendula (Stirton)

L'analyse de 1la composition relative des constituants de 1'huile essentielle d'Usnea
filipendula, recueillie par hydrodistillation et n'ayant subi aucun traitement préalable
d'’humidification, a été effectuée a partir de la récolte du mois d'aoiit. La quantification a été
exprimée en pourcentage d'aire sous les pics chromatographiques par rapport a la somme
des aires des composants apparaissant dans le tableau X. L'erreur expérimenta..le sur le
pourcentage relatif des aires des pics a €té calculée en fonction de 1'écart type obtenu par la
moyenne de deux essais. Ces valeurs sont également présentées au tableau X. Parmi les
composés caractérisés, I'heptanone-2, le méthyl-6 dihydroxy-2,4 formyl-3 benzoate de
méthyle et l'inconnu 12 constituent des produits mineurs. Par contre, le N,N-diéthyl
méthyl-3 benzamide est retrouvé majoritairement en cette période de l'année, suivi de
I'hexanal, du diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle et du (E)-méthyl-6 undéceéne-
3. Ajoutons que le benzaldéhyde, I'hepténe-1 ol-3, l'inconnu 11, le diméthyl-1,5
cyclooctane, le trans déceéne-2 al et I'inconnu 28 représentent un fort pourcentage dans la

composition de l'huile essentielle.

3.4.1.2 Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) et
Bryoria furcellata (Fr.)

La quantification (pourcentage relatif des aires des pics) des composants de l'huile

essentielle de genre Bryoria a également €té réalisée en utilisant les valeurs d'aire sous les



TABLEAU X

Composition relative de 1'huile essentielle

d'Usnea filipendula

No Constituants Pouréentage relatif  Erreur
des aires des pics (%) (%)
1 Hexanal 7,99 - 8,13 1,2
2 Méthyl-7 octéne-1 1,16 - 1,36 11,2
3 Heptanone-2 0,43 - 0,49 9,1
4 Inconnu 2,07 - 2,11 1,3
5 Alpha pinéne 2,32 - 3,65 31,5
6 benzaldéhyde 3,90 - 4,17 4,7
7 Béta pinéne 1,77 - 1,87 3,9
8 Heptene-1 o0l-3 3,46 - 3,91 8,6
9 Inconnu 1,23 - 1,29 3,3
10  (E,E)-heptadiéne-2,4 al 1,38 - 1,40 1,0
11  Inconnu 3,73 - 4,06 6,0
12 Inconnu 0,51 - 1,13 53,4
13 Méthyl-1 octahydro pentaléne 1,00 - 1,11 7,4
14  Benzeneacétaldéhyde 2,28 - 2,31 0,9
15 Inconnu 2,74 - 3,17 10,3
16 Inconnu 1,12 - 1,27 8,9
17  Diméthyl-1,5 cyclooctane 3,76 - 4,27 9,0
18  (E)-méthyl-6 undécene-3 6,60 - 6,75 1,6
19 Nonéne-2 al 1,55-1,71 6,9
20  Inconnu 2,77 - 3,74 21,1
21  (Méthyl-1 propyl)-1 (méthyl-2 1,24 - 1,77 24,9
butyl)-1 cyclopropane
22  Trans déceéne-2 al 4,52 - 4,88 5,4
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TABLEAU X (SUITE)
Composition relative de 1'huile essentielle

d'Usnea filipendula

No Constituants Pourcentage relatif  Erreur
des aires des pics (%) (%)

23  Inconnu 2,48 - 2,77 7,8
24  Undécéne-2 al 1,43 - 1,64 9,6
25 Inconnu 3,15 - 3,36 4,5
27 Inconnu 1,58 - 1,81 9,6
28 Inconnu : 3,73 - 3,77 0,7
29  Biphényl-1,1' ol-2 2,09 - 2,46 11,5
30 Inconnu - 097 - 1,48 29,5
32  N,N-diéthyl méthyl-3 benzamide 8,60 - 11,44 20,0
33  Benzophénone 2,97 - 3,83 17,9
34  Méthyl-6 dihydroxy-2,4 formyl-3 0,53 - 0,60 8,7
benzoate de méthyle
35 Cyclodécanol 1,56 - 1,82 10,9
36 Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 6,69 - 7,16 4,8
benzoate de méthyle

Les numéros identifiant les constituants sont ceux apparaissant a la figure 14.



pics chromatographiques par rapport a la somme des trente-quatre composés identifiés
(tableau XTI). Les lichens (récolte d'aoiit) ont €€ soumis au .protocole usuel d'extraction par
entrainement & la vapeur. Cependant, I'un des deux essais €tudi€s a €t€ humidifi€ a I'eau
ticde. La reproductibilité du pourcentage des aires des pics, calculée a partir de 1'écart type
des deux chromatogrammes analysés, est sensiblement faible. Cette variation est
principalement associ€e & 1'étape préalable d'’humidification, bien que I'hydrodistillation et le
mode d'injection manuelle de partage ne doivent pas Etre sbus-estimés. Du point de vue
quantitatif, le biphényl-1,1’ ol-2, le (E,E)-heptadiéne-2,4 al, l'inconnu 12, I'inconnu 28,
I'heptanone-2 et le méthyl-1 octahydro pentaléne ne représentent qu'une trés faible
proportion de I'extrait recueilli. Le diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle,
l'inconnu 27 et le N,N-diéthyl méthyl-3 benzamide apparaissent parmi les composés
majeurs. Finalement, I'hexanal, le benzaldéhyde, I'inconnu 11, le benzéneacétaldéhyde, le
(E)-méthyl-6 undéceéne-3, le trans déceéne-2 al et le méthyl-6 dihydroxy-2,4 formyi-3
benzoate de méthyle enregistrent des valeurs d'aire relativement ¢levées sous les pics

chromatographiques.

Tel que mentionné précédemment, la comparaison de la composition relative des huiles
essentielles des lichens de genre Usnea et Bryoria (voir figure 14 et 15) permet de les
différencier quantitativement. A titre d'exemple, l'inconnu 27 et le méthyl-6 dihydroxy-2,4
formyl-3 benzoate de méthyle montrent une forte teneur dans les extraits de Bryoria en €té,
alors qu'un tres faible pourcentage est retrouvé chez Usnea pour la méme période. Par -
contre, l'inconnu 28, un constituant mineur dans les lichens brunétres, figure comme
composant abondant dans la composition des lichens verdétres. Ajoutons que la quantité de
4dirhéthy1—3,6 dihydroxy-2,4 benzoate de méthyie récoltée chez les thalles de Bryoria est plus

considérable.



TABLEAU XI

Composition relative de 1'huile essentielle

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

No Constituants Pourcentage relatif  Erreur
des aires des pics (%) (%)
1 Hexanal 3,21 - 6,35 46,4
2 Méthyl-7 octéne-1 0,96 - 1,34 23,4
3 Heptanone-2 0,30 - 0,45 28,3
4 Inconnu 0,72 - 1,12 30,8
5 Alpha pinéne 0,69 - 1,33 449
6 benzaldéhyde 1,59 - 3,60 54,8
7 Béta pinéne 0,53 - 1,18 53,8
8 Hepténe-1 o0l-3 1,02 - 2,00 45,9
9 Inconnu 0,56 - 0,90 32,9
10 (E,E)-heptadiéne-2,4 al 0,14 - 0,22 31,7
11  Inconnu 3,00 - 4,06 21,2
12 Inconnu 0,30 - 0,37 14,6
13 Méthyl-1 octahydro pentaléne 0,35 - 0,49 23,6
14  Benzeneacétaldéhyde 3,34 - 3,47 2,7
15 Inconnu 1,22 - 1,89 30,5
16 Inconnu 0,69 - 1,25 40,8
17  Diméthyl-1,5 cyclooctane 1,36 - 2,05 28,6
18  (E)-méthyl-6 undécene-3 4,48 - 5,32 12,1
19 Nonene-2 al 1,16 - 1,87 33,1
20 Inconnu 1,67 - 2,89 - 37,9
21  (Méthyl-1 propyl)-1 (méthyl-2 1,55 - 1,62 | 3,1
" butyl)-1 cyclopropane
22  Trans décene-2 al 3,43 - 4,58 20,3
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TABLEAU XI (SUITE)
Composition relative de 1'huile essentielle

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

No Constituants Pourcentage relatif  Erreur
des aires des pics (%) (%)

23  Inconnu 1,75 - 2,60 27,6
24  Undécene-2 al 0,86 - 1,12 18,6
25 Inconnu 2,04 - 4,15 48,2
27 Inconnu 12,78 - 18,36 25,3
28 Inconnu 0,31 - 0,43 23,0
29 Biphényl-1,1' 0l-2 0,07 - 0,12 36,8
30 Inconnu 0,36 - 1,01 67,2
32  N,N-diéthyl méthyl-3 benzamide 8,90 - 10,17 9,4
33  Benzophénone 0,78 - 1,20 30,0
34  Méthyl-6 dihydroxy-2,4 formyl-3 3,38 - 3,98 11,5
benzoate de méthyle
35 Cyclodécanol 0,86 - 1,26 26,7
36 Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 19,52 - 23,37 12,7
benzoate de méthyle

Les numéros identifiant les constituants sont ceux apparaissant a la figure 15.
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3.4.2 Composition relative des essences concretes

3.4.2.1 Usnea filipendula (Stirton)

Les constituants des essences concrétes d'Usnea filipendula caractérisés dans les
fractions extraites au toluéne et a I'éther diéthylique ont été quantifiés en fonction du
pourcentage relatif des aires des pics chromatographiques obtenu a partir de la sommation
respective des composants identifiés dans chacune des deux fractions. La composition
relative des résinoides est présentée au tableau XII. Sur le plan quantitatif, la concentration
du méthyl-4 penténe-3 al, du méthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) bis-2,6 phénol, du diméthyl-3,6
dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle retrouvée dans la concréte toluique est trés faible en
comparaison de celle de la concrete éthérodiéthylique. Toutefois, la éurface de l'aire sous le
pic du méthyl benzene relevée sur le chromatogramme de l'extrait au toluéne est plus grande
que celle enregistrée par l'extrait a I'éther diéthylique. Mentionnons que le méthyl-6
tridécane, le méthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) bis-2,6 phénol et le diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4
benzoate de méthyle constituent les composants majeurs de la fraction éthérodiéthylique.
Notons également que le méthyl-4 penteéne-3 al et 1'éthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) bis-2,6
phénol représentent un fort pourcentage de I'extrait. Parmi les produits les plus abondants
de la concréte toluique, soulignons l'importance particulieére du méthyl benzene, suivi du
diméthyl-1,3 benzeéne, de l'éthyl benzéne, du benzaldéhyde, du méthoxy phénol, du

benzéneméthanol et du diméthyl-1,2 benzéne.



TABLEAU XII

Composition relative des essences concretes

d'Usnea filipendula

No Constituants

Pourcentage relatif des aires
des pics (%)

Concreéte

Concrete

Ethérodiéthylique Toluique
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16

17
18

Méthyl benzene

Méthyl-4 penteéne-3 al

Ethyl benzéne

Diméthyl-1,3 benzéne
Diméthyl-1,2 benzéne
Butoxy-2 éthanol

Alpha pinéne

Benzaldéhyde

Méthyl-2 octanone-4

Béta pinéne

Triméthyl-1,2,3 benzéne
Benzeneméthanol
Tétraméthyl-2,2,3,4 pentane
Méthoxy phénol

(Hydroxy-2 méthyl-1 éthyl)-1
diméthyl-2,2 méthyl-2
propanoate de propyle
Triméthyl-2,4,4 hydroxy-3
méthyl-2 propanoate de pentyle
Méthyl-3 tridécane
Triméthyl-2,7,10 dodécane

0,76
4,45

0,55
0,22

0,10

0,39

0,62

0,78

1,23
1,98

73,39
0,02
9,45
10,62
0,55

2,38
0,06

0,07
0,68
0,05
2,38
0,04

0,05
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TABLEAU XII (SUITE)
Composition relative des essences concrétes

d'Usnea filipendula

Pourcentage relatif des aires
des pics (%)

No Constituants Concrete Concrete
Ethérodiéthylique Toluique

19  Méthyl-6 tridécane 45,14

20  Méthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 21,46 - 0,04
bis-2,6 phénol

21 Ethyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 3,83
bis-2,6 phénol

22 Cyclodécanol 0,25 0,03

23  Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 18,24 0,19
benzoate de méthyle

Les numéros identifiant les constituants sont ceux apparaissant a la figure 16.

Bibliothéguo
Université du Québec 2 Chicoutim
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3.4.2.2 Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) et
Bryoria furcellata (Fr.)

L'analyse de la compositon relative des essences concretes des thalles Bryoria, extraits
au toluéne et a I'éther diéthylique, a également été décrite par le pourcentage relatif des aires
des pics calculées par rapport a la somme des composés caractérisés pour chacune des
fractions (tableau XIII). La forte teneur du méthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) bis-2,6 phénol et
du diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle démontre le caractére sélectif et
particulier d'extraction de 1'éther diéthylique, en raison de la faible quantité recueillie dans
l'extrait au toluéne. Par contre, le méthyl benzeéne révele une concentration plus élevée dans
la concrete toluique que dans celle éthérodiéthylique. Ce dernier composé est d'ailleurs
majoritairement présent dans la fraction de toluéne. Toutefois, les produits éthyl benzéne,
diméthyl-1,3 benzeéne, benzaldéhyde et méthoxy phénol montrent également une teneur
significative. Le méthyl-6 tridécane correspond a la surface d'aire sous le pic
chromatographique la plus €élevée dans la fraction extraite a I'éther diéthylique, suivi
principalement par le méthyl-3 tridécane, le méthyl-4 pentene-3 al, le diméthyl-3,6
dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle, le méthyl-4 (diméthyl-l,l éthyl) bis-2,6 phénol, le
méthyl benzene et I'éthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) bis-2,6 phénol.

L'analyse du pourcentage relatif des aires des constituants décrit dans les résinoides
des lichens Usned et Bryoria (voir figure 16 et 17), présente quelques variations. La
concentration du méthyl benzéne, du méthyl-4 penténe-3 al et du méthyl-3 tridécane est plus
élevée dans l'essence concrete éthérodiéthylique des lichens brunatres par opposition aux
faibles teneurs.relevées chez les lichens verdatres. Notons €également que la proportion du
méthyl-6 tridécane, du méthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) bis-2,6 phénol et du diméthyl-3,6

dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle est plus importante dans les thalles Usnea. La



TABLEAU XIII

Composition relative des essences concrétes

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

No Constituants

Pourcentage relatif des aires
des pics (%)

Concreéte

Concrete

Ethérodiéthylique Toluique

O 0 9 N W N -~
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15

16
17

M¢éthyl benzéne

Méthyl-4 penteéne-3 al

Ethyl benzeéne

Diméthyi-1,3 benzeéne
Diméthyl-1,2 benzéne
Butoxy-2 éthanol

Alpha pin¢ne

Benzaldéhyde

Méthyl-2 octanone-4
Triméthyl-1,2,3 benzéne
Benzéneméthanol
Tétraméthyl-2,2,3,4 pentane
Méthoxy phénol

(Hydroxy-2 méthyl-1 éthyl)-1
diméthyl-2,2 méthyl-2
propanoate de propyle
Triméthyl-2,4,4 hydroxy-3
méthyl-2 propanoate de pentyle
Méthyl-3 tridécane
Triméthyl-2,7,10 dodécane

3,68
14,58

0,35
0,15

0,27

1,07

0,26

15,52
0,28

70,33

9,41
10,61
0,56

3,04
0,07
0,08
0,59
0,01
4,68
0,09

0,11
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TABLEAU XIII (SUITE)
Composition relative des essences concrétes

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

Pourcentage relatif des aires
‘ des pics (%)

No Constituants Concrete Concrete
Ethérodiéthylique Toluique

18  Meéthyl-6 tridécane 38,47

19  Meéthyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 10,23 0,10
bis-2,6 phénol

20  Ethyl-4 (diméthyl-1,1 éthyl) 3,28
bis-2,6 phénol

21  Cyclodécanol ~ 0,40 0,04

22  Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 11,46 0,28
benzoate de méthyle

Les numéros identifiant les constituants sont ceux apparaissant a la figure 17.
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composition des concretes toluiques des genres Usnea et Bryoria est relativement similaire,
bien que la teneur du benzaldéhyde et du méthoxy phénol retrouvée dans Usnea soit

sensiblement plus faible.

3.4.3 Variation saisonniére de 1'huile essentielle

3.4.3.1 Usnea filipendula (Stirton)

La qualité et la reproductivité des essences odoriférantes constituent des éléments
essentiels afin de reproduire avec fidélité les mélanges élaborés de parfums. Or, un
probléme important de 1'industrie de la parfumerie est celui de la qualité, rarement éonstante,
des matiéres premiéres livrées. L'environnement ou se développent les végétaux détermine
leur contenu chimique. Parmi les facteurs qui influencent la variation des constituants
chimiques chez les populations de lichens, divers auteurs décrivent l'intensité lumineuse, le
taux d'’humidité, I'age des thalles, la région échantillonnée et la température (Vicente et
Avalos, 1986; Mirando et Fahselt, 1978; Stepanenko et al., 1985; Legaz et al., 1986;

Ramaut et Corvisier, 1971; Hamada, 1983).

Le climat québecois étant trés particulier, une €tude saisonniere de l'évolution de la
composition chimique de l'huile essentielle d'Usnea filipendula a été réalisée par
entrainement 3 la vapeur d'eau a partir de lichens séchés. D'aprés la recherche
bibliographique effectuée, trés peu d'informations concernant l'effet de température de
I'habitat sur la concentration des substances volatiles ont €t€ publiées alors que plusieurs
articles traitent de la variation annuelle de composés phénoliques lourds. Seuls les
constituants de I'huile dont un degfé d'ajustement des spectres était assuré par un fit de 900

ou plus d'aprés la banque de données du CG-Cap-SM, ou encore dont l'identité a été
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confirmée a l'aide de standards, ont été quantifiés en comparant l'aire sous les pics
chromatographiques avec l'aire du pic du standard interne (tétradécane). Pour chacune des
périodes climatiques de 1'année, l'expérience a été réalisée en duplicata. La figure 20
présente les variations de concentrations des constituants de 1'huile essentielle d'Usnea
filipendula en fonction des saisons. Le pourcentage d'erreur des concentrations
saisonnigres, calculé a partir de 1'écart type des deux essais, varie de 0,0% a un maximum
de 66,0% pour obtenir une erreur moyenne annuelle de 16,3%. La reproductivité des
résultats relativement significative permet d'estimer que les conditions d'expérimentation
sont satisfaisantes. Toutefois, un mode d'injection automatique de téte de colonne (on

column) €éliminerait les erreurs attribuables a 1a manipulation.

De fagon globale, les résultats confirment la présomption des auteurs Legaz et al.
(1986) sur l'importance de la température comme facteur de contrdle des activités
métaboliques des lichens. En période hivernale, le diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 benzoate de
méthyle présente la teneur la plus forte des constituants de 1'huile essentielle et le N,N-
diéthyl méthyl-3 benzamide montre la teneur la plus faible. Ajoutons que les composés trans
décene-2 al et benzaldéhyde révelent des concentrations relativement élevées
comparativement a l'alpha pinéne, au béta pinéne, a I'heptanone -2 et au (E,E)-heptadiéne-
2,4 al présents a l'état de traces. En période printaniére, le benzaldéhyde enregistre la
concentration la plus €levée, tout en offrant une teneur plus faible en été et en automne qu'en
hiver. En comparant les valeurs de la concentration du trans déceéne-2 al et du nonene-2 al,
le méme profil de variation est noté. Lors de la méme période (printemps), une
augmentation importante de la proportion d'hexanal est enregistrée avant d'atteindre en
automne le plus haut pourcentage annuel des divers constituants. En période estivale, la
concentration des produits terpéniques augmente considérablement alors que le biphényl-

1,1' ol-2 montre une chute majeure. D'autre part, I'importante apparition du N-N-diéthyl
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Figure 20: Variation saisonniere de la concentration de divers composants présents dans 1'huile
essentielle d'Usnea filipendula.

a:  Concentration exprimée en mg/200g de poids sec

b:  Dates de collecte des échantillons

¢:  Les numéros identifiant les colonnes sont ceux apparaissant dans
le tableau XIV



TABLEAU XIV

Composants quantifiés dans l'huile essentielle

d'Usnea filipendula

Composants

O 00 1 N i AW N

e T =
AW N =D

Hexanal

Méthyl-7 octeéne-1
Heptanone-2

Alpha pinéne

Benzaldéhyde

Béta pinéne
(E,E)-heptadiéne-2,4 al
Benzéneacétaldéhyde
Nonéne-2al

Trans décene-2 al
Undécéne-2 al
Biphényl-1,1' ol-2
N,N-diéthyl méthyl-3 benzamide
Cyclodécanol

Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4
benzoate de méthyle
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méthyl-3 benzamide, en cette saison, représente probablement la réserve principale d'azote
des lichens. Bien que la biosyntheése d'un tel composé amidé puisse étre réalisable par ces
végétaux, il faudrait, pour expliquer sa présence en aofit, connaitre exactement la
composition chimique de I'écorce et des épines du sapin baumier (Abies balsamea) de méme
que les besoins métaboliques des lichens. La concentration maximum du méthyl-7 octéne-l,
du (E,E)-heptadiéne-2,4 al et du cyclodécé.nol est atteinte pendant la période automnale. La
comparaison entre les différentes périodes saisonni¢res ne démontre guere de variations
nettes de concentration en benzéneacétaldéhyde et en undécéne-2 al bien qu'il existe une

petite diminution et augmentation respectives de la teneur de ces composés en hiver.

3.4.3.2 Bryoria nadvornikiana (Gyelnik) et
Bryoria furcellata (Fr.)

La relation métabolique postulée entre la variation de concentration des
constituants lichéniques et le phénomene de fluctuation saisonniere des températures est
également reproduite chez les thalles de Bryoria. Les résultats sont résumés a la figure 21.
Mentionnons que le taux d'erreur , associé a la reproductivité de la concentration des deux
essais, varie de 2,9% a 70,7% pour donner une moyenne de 24,2%. L'accumulation
importante du diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4 benzoate de méthyle se retrouve tout au long de
I'année. Ce dernier composé atteint une teneur minimum de 0,56 mg / gramme de lichen sec
au printemps et montre la teneur la plus élevée de 1,18 mg / gramme de lichen sec en
automne. En période estivale, I'apparition majeure du N,N-diéthyl m{:thyl-3 benzamide, de
méme que les concentrations élevées de 'alpha pinéne et du béta pinéne pour chacune des
especes de lichens étudiées, révele l'importance particuliere des températures chaudes. En
période hivernale, le noneéne-2 al et le trans décéne-2 al accusent des taux élevés tout en

présentant une chute en mai et aolit pour enregistrer un minimum en automne. Ajoutons que
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Figure 21: Variation saisonni¢re de la concentration de divers composants présents dans I'huile
essentielle de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata.

a:  Concentration exprimée en mg/200g de poids sec

b:  Dates de collecte des échantillons

¢:  Les numéros identifiant les colonnes sont ceux apparaissant dans
le tableau XV
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TABLEAU XV

Composants quantifiés dans I'huile essentielle

de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata

No Composants

1 Hexanal

2 Méthyl-7 octene-1

3 Heptanone-2 |

4 Alpha pinene

5 Benzaldéhyde

6 Béta pinéne

7 (E,E)-heptadiéne-2,4 al

8 Benzeéneacétaldéhyde

9 Nonéne-2 al

10 Trans décene-2 al

11 Undéceéne-2 al

12 Biphényl-1,1' ol-2

13 N,N-diéthyl méthyl-3 benzamide
14 Cyclodécanol

15 Diméthyl-3,6 dihydroxy-2,4

benzoate de méthyle
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la comparaison entre les différents constitﬁants des huiles essentielles des lichens brunitres
permet de signaler la nette prédominance de produits aldéhydiques en saison froide. Le
benzaldéhyde, le (E,E)-heptadi¢ne-2,4-al, le benzéneacétaldéhyde, et le undéceéne-2 al
présentent tous des profils de variations similaires, en offrant de plus faibles pourcentages
de concentration en novembre qu'en février. Par contre, les composés hexanal, méthyl-7
octene-1 et heptanone-2 montrent une diminution progressive des concentrations en février
et en mai pour ensuite augmenter en €té et atteidre un maximum en novembre. En mai, le
cyclodécanol présente la teneur la plus faible alors que le biphényl-1,1' ol-2 accuse la teneur

la plus forte pour ensuite apparaitre en traces le reste de 'année.



CHAPITRE 1V

CONCLUSION
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L'analyse des huiles essentielles des thalles d'Usnea filipendula, de Bryoria
nadvornikiana et Bryoria furcellata a permis d'établilj qu'effectivement les pratiques de
séchage et d'humidification des matiéres lichéniques assurent un meilleur développement des
produits odoriférants de méme qu'une extraction plus rapide et plus poussée. La
comparaison entre différents solvants, en fonction du caractére séléctif d'extraction des
huiles obtenues par entrainement a la vapeur, révele la meilleure efficacité du pentane et de
I'éther de pétrole. Par contre, les solvants éther diéthylique et toluéne permettent une

sélectivité distincte et plus importante des composés de l'essence concrete.

Les techniques d'extraction par hydrodistillation, par hydrodiffusion et par les solvants
organiques ont permis l'isolement sélectif de différentes fractions odoriférantes des lichens
fruticuleux recueillis. Au total, plus de 80 composés neutres volatils séparés sur colonne a-
polaire DB-5 ont ét€ identifi€s ou encore suggérés par chromatographie en phase gazeuse sur
colonne capillaire couplée a la spectrométrie de masse et par comparaison avec les spectres
des composés purs. Mentionnons que 1'alpha pin€ne, le bé€ta pineéne, le benzaldéhyde, le
nonene-2 al, le trans déceéne-2 al et le undéceéne-2 al ont également été caractérisés dans
l'espéce Evernia prunastri. Les techniques de chromatographie liquide a haute performance,
phase renversée et d'adsorption sur couche mince de gel de silice, ont assuré, quanvt a elles,
l'idenﬁﬁcation des composés polyphénoliques lourds (depsides, depsidones) présents avant

le développement des différents principes odorants.

L'étude du pourcentage relatif des aires des pics chromatographiques des constituants
identifiés dans les huiles essentielles et les résinoides des lichens Usnea et Bryoria démontre
des variations importantes dans la composition des extraits. Relevons pricipalement la forte

teneur de l'inconnu 27 et du méthyl-6 dihydroxy-2,4 formyl-3 benzoate de méthyle dans les
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huiles des lichens brunitres en comparaison des trés faibles concentrations enregistrés pour
les lichens verdatres. Notons particulierement que le méthyl benzene, le mé.thyl-4 penténe-3
al et le méthyl-3 tridécane revétent une grande importance quantitative dans l'essence
concrete éthérodiéthylique des thalles Bryoria, alors qu'un treés faible pourcentage en est

retrouvé chez Usnea.

L'étude saisonniére des huiles essentielles jaunatres exﬁaitcs d'Usnea filipendula, de
méme que des huiles jaune briilé extraites de Bryoria nadvornikiana et Bryoria furcellata
démontre des variations importantes dans les concentrations des constituants chimiques en
fonction des variations de température. Conséquemment, la période de récolte revét une
grande importance sur la fidélité et la reproductivité d'une huile car elle permet de profiter

d'une augmentation ou d'une baisse naturelle de la teneur de certains composants.

Malgré le faible rendement et le pouvoir odorant non exploitable de cette ressource -
renouvelable, cette étude cohtribue a une meilleure connaissance du contenu en substances
naturelles odorantes présentes chez ces populations de lichens vivant sur les coniferes de nos
foréts. La complexité de ces huiles essentielles souléve encore plusieurs interrogations. La
poursuite d'une étude qualitative et quantitative des extraits obtenus par hydrodiffusion est
encouragée. De plus, il serait intéressant d'analyser le rendement en acide usnique des
thalles d'Usnea filipendula pour leur valeur possible dans la synthése de produits

chimiothérapeutiques.
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ANNEXE I:

Chromatogramme d'un extrait d'huile essentielle obtenu a partir des deux genres
de populations de lichens recueillis.




