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Alhact-Ill two f3llaxdve plq!cm’*S culberson stated that the mi~tion test permits amolmts 
aa low as 2 pg uanic acid to bc de&ted, wbercaa paper chromatography is not scnsitivc cnougb for dctcckg 
this acid in E. prunastri (L.) Ach. In the present work, our previous okrvations~ arc contirmcd: paper 
chromatography dots not rcvoal usnic acid in this species cxoapt when a large amount of mat&al is used. 
Howcvcr, this result doea not invalidate a lack of sensitivity of tbc tccimique but rather the very low conccn- 
trationoftbiaacidintbiaaua. Wbcn5-10~ofpurcuanicacidisaddodtoacrudecxtractofE.prrcrcr~f, 
this substance can be dctcctcd by paper cbromatograpby. In conclusion, wc contirm the opinion of Culberson 
that usnic acid has any cbcmotaxonomical value in tbc present cast. 

RkmtGDans dctm publications succmsi~r.2 Culbcrson atiirmc que le test de microcri.9Mi.3ation pcrmct 
de d&cctcr jusqu’a 2 pg d’acide usnique alom qua la cbromatograpbie de partage sur papicr, dc par sa 
aensibilite trop faiblc, nc convicnt pas pour le dkceler chcz E. prunuwi (L.) A&. Dam le p&rent travail, 
nous contirmons noa oboxvations antkricurca~, a savoir quc la cbromatograpbie snr papier ne pcrmct pas de 
dktcctcr l’acide usniquc dans ccttc asp&e sauf si l’on utilisc des quantitC amcz importantes de mat&c. Ce 
rkultat n’intirme toutcfois pas la scnsibilit6 dc la tccbniquc mais plaide cn favcur dune concentration t&r 
faible de cct acide. Nous montrona, en particulier. que l’addition a un cxtrait brut d’Evemka prunustri de 
5-10 pg d’acide usniquc pur pcrmct la mim en kvidcncc cluomatograpbique indubitable dc cettc substance. 
En conskqucnce, nous rcjoignona l’opinion de C. Cnlberson pour dknier B l’acide usniquc toutc valcur cbimio- 
taxonomiquc darts le cit.3 present. 

TOUT rkemment, Culbersonl a &udib la sensibihte de quelques tests microchimiques 
employ& pour la mise en evidence de l’aeide usuique et de l’atrauorine, suhstauees trts 
repaudues l’uue et l’autre chez les lichens et parfois pr&entes simultau&uent. Un tel souci 
se justifie pleinement db que les acides licheniques prerment place parmi les wit&es taxono- 
miques; il devient fondamental quand la presence ou l’absence dune substance chimique 
constitue la distinction principale, voire unique, entre deux taxa a morphologie semblable. 

On peut cependant se poser la question de savoir si la prknce d’un acide ZL concentration 
de quelques pg peut encore avoir une signikation chimiotaxonomique et si, sur cette prkence 
intinitGnale, il est encore permis de c&et des esp&ces ou des races chimiques. Des qu’il 
faut mettre en oeuvre une certaine abondance de matike pour reveler la substance, l’utilit6 
tazonomique r&he du critere devient fort aleatoire. C’est pet&&e, pour ne pas dire cer- 
tainement, le cas de l’acide usnique chez Evemiu prunastri (L.) Ach. 

En 1962, nous avons &udie de nombreuses reColtes d’Evemiaprunastri’ afin de rechercher 

1 c. -N, MiUOCha?t?I. J. 7, 153 (1963). 
2 C. CULB~RJON, Plrytochem. 2,335 (1963). 
‘J.L.RAMAuT~~J. LAMBWON (avec la toll. de A. TAMS@, kjeukr Nouv. Ser., l2,l (1962). 
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parmi celles-ci l’existence d’une “es@ chimique” c&e par Duvigneaud,’ E. herinii. 
Celle-ci se caracterise selon cet auteur par l’absence d’acide usnique, toujours prCsent dans 
E. prunastri. 

Tous les specimens que nous avons examinks par chromatographie de partage sur papier 
se sont montr& dCpourvus d’acide usnique. Cette constation asset surprenante nous a 
conduit A effectuer diverses expkriences appelks A prkciser la sensibilitk de cette methode 
vis-Zwis de l’acide usnique. Nous sommes arrivCs h apercevoir, sur papier, 4 yg d’acide 
usnique pur. en utilisant des U.V. de 254 mp. Par contre, h cette mCmc concentration. nous 
n’avons pas enregistrk de reaction positive avec le reactif d’Ehrlich, recommandk pour la 
dttection de l’acide usnique dans un extrait. En conclusion de ce travail, nous avons dCnie 
toute valeur systCmatique h Everniu herinii et avons conclu ri l’impossibilite de mettrs en 
evidence l’acide usnique chez E. prunastri par chromatographie de partage sur papicr, tout 
au moins quand on utilise relativement peu de matCrie1. Nous n’avons pas fait nppel aux 
tests dc microcristallisation car, pour la separation de l’atmnorine et de l’acidc usniquc. 
Mitsuno dbjjhs en dtkonseille l’emploi. 

En 1963, Culberson. dans un premier article.’ affirme l’impossibilitk dc dktecter l’acide 
usnique A une concentration inftkieure 21 10 pg par chromatographie sur papier quand on 
utilise des U.V. de 360 rnp; elle juge done cette technique comme trop peu sensible. Par 
contre, elle pretend que par microcristallisation (solution GE), on dCtecte rkgulikement 2 pg 
d’acide et souvent meme moins (0,4 A 0,8 pg). Dans un second article,3 Culbcrson affirme 
la prCsence presque constante de l’acide usnique chez E. prmastri. mnis corrige cependant 
cette opinion en prkcisant qu’il est parfois prCscnt A une concentration si faible qu’il n’cst plus 
possible dc le dCtecter. Elle conclut h une prkencc erratique de cet acide. qui suggke quc 
son existence n’a pas de signification taxonomique; en cela nous partagsons pleinement son 
avis. 

Nous sommes cependant en d&accord avec I’opinion de Culberson au sujet de certains 
aspects techniques. Nous Cmettons tout d’abord de nettes reserves quant h la sensibilitk 
do test de microcristallisation vis-i-vis d’un extrait brut d’Evemia. Suivant Culberson, la 
chromatographie, qui entraine une separation des constituants de l’extrait, ne permet pas 
de dttecter 5 pg d’acide, en fait purifie, olors qu’une microcristallisation, en prksence de 
diverses impure&. donne un Aultat h 1’~chelle de 2 /Lg. Peut-&re pourra-t-on accepter 
une telle sensibilitt du “crystal test” et la certitude d’une detection quand il s’agit de l’acide 
pur. c’est-h-dire de celui que l’on sait @tre lk mais non quand on s’adrcsse ri un extrait brut 
nature1 &ant donnC les incidences dues aux corps &rangers. 

Comment peut-on affirmer avec certitude que l’acide usnique est ou non present dans un 
thalle determine qui p&e 100 mg et moins quand on constate qu’il faut parfois traiter 100 g 
de mat&e &he et plus pour rkolter quelque 27 mg d’acide. nutrement dit une concentration 
moyennc de 27 pg dans 100 mg de thalle? 

Nous sommes par ailleurs quelque peu surpris de Culbcrson ne mette jamais l’acide 
usnique en evidence par chromatographie sur papier, ulors qu’elle en a&me la presence 
par “crystal test” chez E. prrrtmtri. E. mesomorpha et E. perfrugilis. II faut croire que la 
concentration y est bien falble, inftkieure h 5 pg. puisqu’rl cettc concentration now obtenons 
unc detection chromatographique en U.V. 254 m+ 

On prCtend qu’il peut y avoir intcrfkrence entre les concentrations respectives d’acidc 

4 P. DUVIC~N~AUD, Bull. SW. Roy. But. Belg. 72, 148 (1940). 
J M. MITSIVX Pharmoccwr. Bull. 1, 170 (1953). 
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usnique, d’atranorine et d’acide &emique, ces deux derni&res substances &ant prksentes dans 
le thalle h des concentrations nettement plus elevCes que l’acide usnique. Tout d’abord la 
question se pose de savoir pourquoi cette interference ne se manifesterait pas quand on 
prickle a une microcristallisation, d’autant plus que cek-ci se rkalise t&s souvent en partant 
d’un extrait ac&onique qui contient certainement les 3 substances et particulierement de 
l’acide evemique? Quand nous chromatographions un extrait benzknique, nous avons 
surtout de l’acide usnique, de l’atranorine mais t&s peu d’acide evemique; l’extrait est par 
cons&uent plus pur que c&i que l’on obtient directement de l’acdtone. De plus, la chroma- 
tographie a prkisement pour but de separer les constituants d’un m&urge, done de faciliter 
leur detection en supprimant au maximum les interferences g@na.ntes. 

Partant de ce raisonnement, de nos observations anterieures et de celles de Culberson, 
nous avons repris l’examen de la mise en evidence de l’acide usnique par chromatographie 
de partage sur papier, en considerant l’acide usnique pur, des extraits d’Evemiaprunastri et 
des extraits appartenant a d’autres lichens contenant egalement cet acide. Parallelement a 
ces examens chromatographiques, nous avons aussi revu la question de la reaction d’Ehrlich 
au sujet de laquelle Culberson ne partage pas notre opinion quand nous krivons qu’elle se 
montre parfois negative avec nos extraits d’Evemia prunastri. Nous avons entrepris de 
determiner la sensibilitk de cette reaction en pr&ence de quantitk COMWS et croissantes 
d’acide usnique pur. 

A. Rdaction d’Ehrlich 
Nous avons ajouti 1 ml de uktif d’Ehrlich frais respectivement a diverses quantites 

d’acide usnique pur, a 2,5-200 pg. Nous avons &au%, refroidi puis additio~d de 2 d 

d’&hanol 94”. Avec 2,5-10 pg la reaction est strictement negative; avec 20 pg on percoit 
une coloration vert bletitre t&s faible; avec 40 pg on percoit une coloration vert bleu&re 
faible; avec 60 pg on percoit une coloration bletitre faible; avec 80-100-150-200 pg on 
percoit une coloration bleu-clair. Dans aucun cas, on n’obtient la coloration bleu franc 
caract&istique; &ant doMe ces observations, comment dt%ecter par cette voie 10 pg dans 
un extrait 7 

Aprb avoir examine la r&action en presence d’acide usnique pur, nous 1’ avons appliqutk, 
dans les mt?mes conditions, a des rkidus d’extraits benzktiques provenant de 500 mg de 
thalle d’origines diverses et m6me 8 des tballes appartenant a d’autres lichens, tels Usnea sp. 
et CIaaika sylvatica. Voici le materiel &udi6 : E. prunustri r&olte (i) a Bende (Condroz) sur 
UZmus sp. ; (ii) a Hout-si-Plout (Condroz) sur Fruxinus; (iii) a Biron (Famenne) sur Quercus, 
et (iv) a Monthou-sur-Bievre (L. et C., France) sur Acer sp. (W. C. Culberson 10.461); 
Usnea sp.; Claabnia sylvatica. 

A notre grand etonnement, la reaction d’Ehrlich a ete positive dans toutes les rkoltes 
d’Evemia ainsi que dans celles de C. sylvatica et d’Usnea sp. D’aprb ces rksuhats et par 
comparaison aver ceux que l’on obtient quand on utilise l’acide pur, tous les specimens 
exami& doivent contenir une teneur sup&ieure au moms a20 pg d’acide usnique. Pour- 
suivant le raisonnement, puisque la chromatographie permet la mise en evidence dune 
concentration de 10 pg (Culberson, Bamaut et alii), tous ces extraits devraient reveler de 
l’acide unique A la chromatographie. Nous allons maintenant voir ce qu’il en est quand on 
applique cette technique. 

B. Chromatographie de partage sur papier 
&mme pr&demment nous employons le papier Whatman no. 1, la methode ascendante 

et la phase n-butanol-NH,OH. La revelation est faite en U.V. de 254 m+ Nous chromate- 
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gtaphions respectivement de l’acide usnique pur g la concentration de 5 et IOpg, les residus 
des extraits bendniques des recoltes de Bende. Biron. Hout-si-Plout et Monthou-sur- 
Bievre(extraits provenant de 500 mg de thalle), ainsi que lesrksidus des cxtraits benzeniques de 
Cladortia syhatica. Pannelia caperata, L:mea sp. et Eremia diraricata. 

L’examen du chromatogramme I permet les observations suivantes: (a) 5 et 10 pgd’acide 
usnique pur sont detect& en U.V. 254 mp. (6) Dans la recolte de Monthou-sur-Bitvre, traces 
d’acide usniquc. (c) Dans les recoltes de Bende-Biron-Hout-si-Plout. pas d’acide usnique. 
(d) Dans les recoltes de Cfatfotia-Parf?lel-~~.~~~ea et E. di~aricata. acide usnique present. 

Ces resultats sont pour le moins surprenants et inexplicables par rtpport h ceux quc 
fournissent la reaction d’Ehrlich. Jusqu’B present. nous n’avons pu &cider cette dualite 
entre les deux techniques; nous avons cependant poursuivi nos examens en pro&dam it 
la chromatographie de diverses combinaisons que voici : (a) Acide usniquc i la concentration 
de 5 et 10 pg. (b) Acide usnique ri la concentration de 5 yg+atranorinc: idem avec IO pg 
d’acide usnique. (c*f Acide usnique h la concentration de 5~g+atranorine ct acideevernique: 
idem avec 10 pg d’acide usnique. (d) RQidu de I’extrait benztnique de la recolte de Biron. 
(e) Rtsidu de l’extrait benzenique de la rtkolte de Biron + 5 pg d’ncide usnique: idem avec 
10 pg d’acide usnique. 

Le chromatogramme 2 pet-met de se rendre comptc des resultats que donnc la technique 
chromatographique. (1) Dune man&e g&kale. nous detectons l’acidc usnique ri la con- 
centration de 5 et 10 pg. qu’il soit seul ou en melange avec dts quantites nettement sup&ieures 
d’atranorine et d’acide tvernique. (2) Dans le residu de l’extrait benzenique du specimen de 
Biron. nous confirmons une fois de plus l’absence d’acide usnique. (3) Dans le residu auquel 
nous ajoutons 5 pg et 10 pg d’acide, nous detectons cc dernicr. 

En presence de ces result&ts que desonenous penscr de l’mterference dc l’atranorine et 
de l’acide tvernique avan& pour expliquer la faillite du test chromatographique? A notre 
avis elle ne peut rCpondre de celle-ci. 

Un autre argument experimental, qui renforce cette premiere observation, est le cas d’un 
extrait d’Evernia prwlastri oh l’on ne detecte pas d’acide usnique. mais oh celui-ci se met en 
evidence quand il y a et& ajoute ii raison de 10 voire mCme de 5 pg. II est clair dans ce drrnier 
cas qu’une interference des substances presentes dans le thalle d’Esemiu prttnmtri ne peut 
expliquer la non detection de l’acide usnique quand jl est present. 

NOUS pensons qu’il faut simploment admettre une concentration tellement faible que 
les quantitks habituellement utilisees de thalle nc permettcnt pas de mettrc la substance en 
evidence. ceci signifie done une teneur inferieure h 5 pg. On arrivera darts certninq cas 1 
dttecter I’acide usnique chez cctte esptce; nous y sommcs parvenu en partant d’une rkolte 
importante de matiere. SO-100 g. A ce moment pourtant. now sommes loin d’un critire 
chimiotaxonomiquc pratiquement utilisable et nous enlrvons i IS prcscnce ou l‘abscncc de 
t’actde usnique toute valeur systdmatique. Dans ce scns nous rejoignons d’nillrurs l’opinion 
de Culberson qui declare que I’acide usnique n’a aucune valeur tawnomique dans lc genre 
Eremiu. 


