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Abstract-Sticticin has been isolated from the thallus of Lobaria lueteuirens. Its structure was determined by 
spectroscopic methods (NMR, MS) and comparison with a synthetic sample. It has been found in several species ofthe 
Stictaceae. 

INTRODUCTION 

Certains lichens de la famille des Stictacees degagent, 
lorsque leur thalle hydrate est kse, une odeur dbagreable 
due a une liberation de trimethylamine. La formation de 
trimethylamine est particulierement importante pour les 
thalles de Sticta fuliginosa, S. insinuans, S. limbata, S. 
syluatica, Lobaria adscripturiens, L. amplissimu, L. discolor 
et L. laeteuirens (Lightf.) Zahlbr. [l, 21. 

L’infiltration de [methyle-14C] t_-methionine et de [2- 
14C] glycine dans le thalle de L. laetevirens permet de 
mettre en evidence un compose fortement radio-actif, 
qui, revelable par le reactif de Dragendorff, migre a 
I’electrophorese vers la cathode et lib&e de la tri- 
methylamine marquee, par distillation, en presence dune 
base forte (KOH, NaOH) [3]. 

A partir de L. laeteuirens qui est l’une des Stictacees les 
plus abondantes en Bretagne, ce compose trimethylam- 
monk a CtC isole par Clectrophorese a haute tension 
coupleea des chromatographies sur papier, et recueilli sous 
forme de chlorure. Sa structure a et& determinCe par 
spectroscopic de masse et de RMN puis confirm&e par 
synthese univoque; il s’agit du trimtthylammonio- 
2(dihydroxy-3,4-phenyl)-3 propanoate de methyle, ester 
methylique de la bttai’ne de la dihydroxyphenylalanine 
(DOPA). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Le chlorure obtenu est tres hygroscopique, tres soluble 
dans I’eau, les alcools et I’acetone, insoluble dans l’ether 
tthylique et le chloroforme. En solution aqueuse, il se 
decompose en partie deja a la temperature ambiante. Sur 
les chromatogrammes, apres skhage a 50”, il est possible 
de mettre en evidence l’un des produits de decomposition 2 
car il est facilement reperable, meme a I’etat de traces, par sa 
forte fluorescence sous un rayonnement UV de 350nm. 

En milieu alcalin m&me dilue (KOH-NaOH 0,2 N), a la 
temperature ambiante, il se transforme immediatement en 
acide cafeique en lib&ant de la trimtthylamine3. En milieu 
fortement acide (HCl lo,5 N), lorsqu’il est maintenu a la 
temperature de 150” pendant 24 hr, if donne plusieurs 

Schema 1. Principalesetapes de la degradation de la sticticine par 
voie chimique: (a) chauffage a 50”, (b) traitement par HCl10.5 N a 

150” pendant 24 hr. 

produits dont les mieux reprtsentes sont les composes 4 et 
5. Le compose 4 isole et trait6 comme precedemment, se 
transforme progressivement en compose 5; celui-ci se 
revele stable et semble le terme ultime du traitement par 
HCI concentre a chaud. 

En presence dun extrait brut du thalle de L. laetevirens 
obtenu en milieu tamponne phosphate de pH6-6,5, le 
chlorure lib&e quantitativement la trimethylamine. Cette 
liberation se fait sous faction dune enzyme car elle n’a pas 
lieu lorsque l’extrait du thalle est prealablement Porte a 
100” pendant 30min. 

L’analyse spectrale du chlorure conduit aux resultats 
suivants. Le spectre de RMN, en solution dans I’eaulourde, 
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effectuk 1 100 MHz presente les signaux (6 par rapport au 
TMPS): 3,12ppm (m, 2H, CZ,-Ar): 3,34 (s, 9H. --N+ 
(Me),):3,67(s,3 H. --CO,Me);4,43 (dd, 1 H,CH--CH>--); 
6,86 (m, 3 H, Ar). Une &de par dkouplage de spin 
confirme I’attribution des protons ksonnant g 3.12 et 
4,43 ppm. 

Le spectre de masse rkalisk avec une source j ionisation 
par d&sorption de champ permet de mettre de t-vidence 
I’ion mokculaire M’ m;e = 254 et d’ktablir la formule 
brute des ions fragments: [M+CI-HN (Me),] m/e = 349: 
[M-, (M’ - 60)] m/e = 448; [M+CI.-M’ ] lq/e = 543. 
Ces fragments rt-sultent &associations et sont caracttris- 
tiques de la technique. Enfin, le pit dc w’e : 194 (M 
_ 60) correspond ;I l’ester mithyliq ue de I’acide caftique 2. 
Lc spcctre de masse en ionisation par bombardement 
Clectronique permet de dkceler le fragment rnir = 194, i 
partir duquel la technique MIKE donne le fragment r@e 
= 162, qui correspond B la perte de McOH par I’ester. 

L’ensemble de ces rksultats suggtke la formule I. II s’agit 
done de l’ester methylique de la betai’ne de la dihydroxy- 
phknylalanine, c’est-&dire le trimkthylammonio-2 
(dihydroxy-3,4-phknyl)-3 propanoate de mkthyle. Nous 
proposons pour ce compost7 isolt? pour la premikre fois des 
Stictackes. le nom plus simple desticticine. 

Get ester a Ctk prkpark au laboratoire I partir de la L- 
DOPA; les protriktks spectroscopiques, chromatog- 
rdphiques et klectrophorktiques du produit de syntht%e 
sont identiques B celles du produit I isok de L. laererirrnsel 
confirment I’identification proposte. 

Le spectra de RMN du composi:S en solution dans l’eau 
lourde prt-sente, par rapport i celui du composi: 1 des 
difft-rences dont une importante au niveau des signaux des 
protons aromatiques qui ne sont plus qu’au nombre de 
deux: 2.99 ppm (~2 H, --CH2-Ar): 3,29 (s.9 H,-N(Me),): 
4.05 Irk/, I H.CG-CH2-): 6,68 (s. 1 H. Ar): 6,90 (s. 1 H. 
Ar). Le spectre de masse en d&sorption de champ donne le 
pit molkulaire m/r = 274. Ce composk est identifii: Li la 
bktai’ne de la dihydroxyphknylalanine dont un H du noyau 
aromatique (en position 5 ou 6) est substituk par Cl. Les 
rksultats spectroscopiques en RMN permettent 
d’identifier le composk 4 B la bttai’ne de la DOPA. 

Le traitementenmilieuacidedeI’estereiltraineraitdonc, 
dans un premier temps, I’hydrolyse avec lib&ration de 
mitthanoI et, dans un deuxieme, la substitution d’l H par le 
chlore au niveau du noyau. 

Lc composk 2 a lui-mtme t-t& isok et purifik Li partir du 
thalle de L. laetecirens: son spectre de RMN prksente les 
signaux (CD,CN,d/TMS): 3,74 (s, 3 H,+ZO,Me); 6.37 (d, 
1 H,-CH=, J = 16Hz); 7.65 (ri, 1 H, -CH=,J = 16Hz). 
Ces signaux correspondent i ceux du spectre de RMN du 
caftate de methyle synthetisk au laboratoire i partir de 
I’acide caftique. II est alors possible de donner un schCma 
de la d&gradation de la sticticine par voie chimique 
(Schema 1). 

La determination quantitative de la sticticine des 
lichens a ete etfectuke par dosage. en chromatographie 
gaz-liquide. de la trimkthylamine dkgagge par distillation 
de I’extrait aqueux du thalle en prksence d’une base 
forte [3]. Ce composk n’existe pas chez toutes les 
Stictackes: L. pu/monuriu, par exemple, en est dkpourvu. 
Lorsqu’il est prksent, il se trouve en quantiti: relativement 
importantc et peut atteindre 250 pmol par g de matike 
s&hechezL. /uere~%w~s. D’unettudecytologique, ii ressort 
que ce compost- est localisi: dans le champignon et plus 
particulikrement dans les vacuoles des hyphes [4]. Le 
lichen posskde une enzyme capable de dktacher la 

trimkthylamine, mais comme c&e-ci n’est jamais exhake 
par le thalle intact, on peut penser que I’enzyme et son 
substrat se trouvent localisks dans deux compartiments 
diff‘irents. Leraledelasticticinerestelidt-terminer:chezles 
lichens qui se dkshydratent parfois de fac;on importante, il 
pourrait intervenir dans I’osmorkgulation. 

Le cafkate demkthvle se retrouve li I’i-tat de traces avcc la 
trimkthylamine dansl‘extrait brut de I_. /~~crwiw~~s. Mais. il 
est possible que sa prksencc soit due li une faible 
d&composition de la sticticine au tours de l’extraction. 
Toutefois, le cafkate de mt-thyle a dkjjri i-k? signal6 chez 
Scc~hiow succ~isn [S]. Pl~rrl~go mc!/or 161. I ‘iw7offirr 

nocrhrlrcrcrn,sis [7 j, 7nnucctu~71 od~~.s.s~7f7fffff [8 :. Rrtf/ortlitr 

strlicinu [9 :. Goihntrtitr rush~~rr~tr [lo] ct che7 quelques 
espkes d‘ Anfhocw~~a [ 1 1 1,. 

Evtruction et pur~fictr~im L’extraction est rkaliste i froid (4”) i 
partir de thalles frais, de thalles dkskhks sur chlorure de calcium 
ou de thalles lyophiliks: les milieux d’extraction les plus utilisks 
sont: EtOH 80” aciditik par HCI (0.01 N). ‘TCA Li IO”,, et le 
milange MeOH-CHCI,- H,O (I?. 5:31. Les cxtraits bruts. 
concentr&s sous vlde partiel ri ?O”. son repros dans feau distilk. 11s 
sub&sent une Clectrophorese preparative ~1 haute tension 
(40 V. cm. I hr) sur papw Whatman i M ‘cl mbtbe du tampon 

C,H,N~HOAc~HIO (10:4:986) de pH 5.3 ou de HCOOH 
0,75 N de pH 2.0. 

Lesklectrophorigrammes sent s&h& dans un fourventilk (40’. 
2hr). Les bandes contenant Ic composk trim~thylammonit, 
localisk au moyen de rayons UV (forte absorption ti 254 nm) et du 
kactifde Dragendorff. sont dkcoupees puis fix&es. par couture. sur 
une feuille de papier Whatman 3 MM. Ensuite. une chromatog- 
rdphie descendante est ri-alike dans le sokant II- 
BuOH~HOAGH~O (12:3:5). Aprts skhage du chromatog- 
ramme (40’, 14hr). le produit localisk de la m@me faqon que 
prtckdemment est &luk par une soln d‘HC‘I 0.01 N. L’kluat 
chlorhydrique. kapok d see a 30”. est repros par 1 ml J’eau 
distilke: cette soln aq. subit une nouvelle klectrophokre dam 
HCOOH, 0.75 N de pH 2,O. La stic(lane est dChmti\emcnr ~lucc 
du papier g I’aide de HCI 0.01 N. La soln obtenuc. L;\,~pori;e i XC‘. 
puisreprisepar I‘eau bidistilke( x 5)est evaporizrdcf:t~on ;I L:llmi- 
ner HCI en excks. Enfin. le rkidu solide. repros pal- I1 ml J‘cau 
bidistilke, est transvask dans une ampoule qui sera r~vllL:c M)US 
vide aprks lyophilisation. A parlir de 5 g de thallc wc dc 1.. 
icrerwiwu\ on recueillc 40 .iOmg dc zllcticine \ou\ f~~rm~ dc 
chlorure. 

PropriCtks Glrctrophorhriqurs. Les mobilitis tlectrophorPtillues 
(ME)duproduit,exprimtesparrapportricellesdelacholine [12;. 
sent d6terminkes. a di%rents pH. sur papier Whatmau 3 MM 
pour une valeur de champ clectrlque de 10 V cm emiron: 
pH 2.0 (HCOOH 0.75 N), ME = 0.55; pH I I,.; (NH,OH 0.2 N 1. 
ME = 0,09; pH3.9 (HOAc C,H,NmH20: X:7,5:967.51. ME 
= 0,60: pH 5.3 (C,H,NpHOAc HLO; 10:4:986). ME = 0.51: 
pH6,O (C,H,N HOAc~~H,O: 10~1:989). ME = 0.51. 

Pro[~riGtG.\ c,hrarncrtog~lrphiqfrc,.\. Les R, calcuk apres 
dkveloppement des chromatogrammcs (papier Whatman 3 MM. 
20”)sont lessuivants: 0,60dans,1-BuOH HOAc H,O (17:?:5): 
0,SO dans 2-BuOH -HCOOH H,O (1.?:7); 0.94 dans 
PhmEtOH HZ0 (15:4,1): 0.99 dans Phm NH,OH (7OO:l I. En 
CCM sur gel de silice G les K, sent de 0.0-I dans 
CHCI, MeOH~mNH,OH (ho:?o:li et de 0.30 dans 
CHCI,pMeOH- HCI (60: 7O:l). 
RGrblrrfion. La localisation dc la sticticine sur les chromatog- 

rammes ou sur les ClectrophorCgrammes se fait par pulkisation 
du r&t-lateur suivi ou non d’une p&lode de chauffage. Ri-actifde 
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Dragendorff: tache jaune orangi g 20”; ninhydrine aO,4% dans n- 
BuOH: tache bleutee a 110”: vert de bromocr&sol 0,2x dans 
EtOH: tache bleue B 20”; FeCI, en soln aq.: tachevert fon& ii 20” ; 
rCactif de Folin: coloration d’un vert clair. Enfin, avant toute 
pulv&risation, il est possible de rep&rer avec prCcision le composi: 
trim&thylammonie par son absorption en UV (254 ou 350nm). 

Chromatographie et hlecrrophor&e des d&-iGs de lu sticticine. 
Sur tous les chromatogrammes ou &lectrophorigrammes rCalists 
B partir d’une soln de sticticine, apr&s sichage B une tempkrature 
superieure g 50”, le cafkate de mtthyle est facilement rep&& grlce g 
sa forte fluorescence aux rayons UV g 254et surtout P 350 nm. I1 ne 
migre pratiquement pas en &lectrophor&e et ceci quel que soit le 
pH. En chromatographie, son R, dans n-BuOH-HOAc-Hz0 
(12: 3: 5)est de0,87, il ne peut &tre rCvtl&que par FeCI,, rtactifdes 
phknols, qui donne une tache vert fonct: comme pour la sticticine. 

Les bktaines4 et 5 r&&ant de l’hydrolyse de 1 dans HCI 10,5 N 
& 150” montrent en &lectrophor&e dans HCOOH un ME (par 
rapport B la choline) de 0,27 et en chromatographie dans n- 
BuOH~HOAc-H,0(12:3:5)unR,de0,36pour4etde0,46pour 
5. Toutes les deux sont mises en tvidence par les rtvtlateurs de la 
sticticine. Elles lib&rent de la trimkthylamine lorsqu’elles sont 
traitkes par une base forte. 

La trimtthylamine est identifite par son odeur caractkristique, 
sa couleur aprts traitement au rCactif de Dragendorff et par son 
temps de ritention en CGL $ catharomttre. 

Essai de synthbe de lu sticticine. On prtpare d’abord le 
chlorhydrate de I’ester de la DOPA selon [13]. On agite pendant 
4hr 497mg (2 x 10m3 mol) de ce produit en soln dans 5 ml de 
MeOH anhydre avec un grand exds de Me1 (2 g) en presence de 
1OOmg Ag,O [14]. Aprss centrifugation et filtration, la soln est 
CvaporCe g sec. Le spectre de RMN du mklange brut montre 40”/, 
du produit de d&part et 10% de sticticine. Desessais effectuits pour 
amtliorer le rendement se sont rCvitl&s nt-gatifs. NCanmoins, une 
faible quantitk (15 mg) de sticticine de synthPse a pu etre isolke, 
purifibe par Clectrophorise et chromatographie puis analyske. 

Prtparation de I’ester du cajixte de merhyle. On dissout 1 g 
d’acide cafiique dans 20ml de MeOH pur saturC d’HCI[l3]. On 
portelemClange$refluxpendant 1 hretontvapore&sec, onrtpete 
I’opCration puis on recristallise le produit dans le mClange 
EtOH-EtzO; F = 245”. 
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