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Résumé : L'identification des colorants organiques
naturels dans les matériaux du patrimoine est
un défi analytique considérable, notamment di
a la complexité de leur composition chimique et
a leur faible stabilité dans le temps. Si les mé-
thodes chromatographiques couplées 3 des détec-
teurs d'absorption, de fluorescence ou de spectro-
métrie de masse sont particuliérement adaptées
a I'analyse de ces mélanges complexes, leur uti-
lisation pour l'analyse des objets du patrimoine
est limitée par les possibilités de prélevement de
matiére. L'identification est ainsi majoritairement
réalisée par des techniques spectroscopiques non-
invasives donnant accés a des signatures spec-
trales globales du matériau coloré analysé. Cette
approche repose sur une connaissance préalable de
la composition chimique des colorants susceptibles
d’étre rencontrés afin de relier les empreintes spec-
trales enregistrées aux composés présents dans les
extraits naturels.

Ces travaux de thése ont porté sur la caractéri-
sation d’un colorant naturel employé dans le Codex
Borbonicus, un manuscrit aztéque du 165™¢ siécle.
Celui-ci a été hypothétiquement identifié comme
extrait des feuilles de Justicia spicigera, une plante
tinctoriale originaire d'’Amérique Centrale, par des
techniques spectroscopiques non-invasives (spec-
troscopies Raman et d'émission de fluorescence)
et la comparaison des signaux enregistrés pour les
couches picturales du manuscrit avec des spectres
publiés dans la littérature. Cependant, ce colorant
a été trés peu caractérisé et le manque de connais-
sances quant a sa composition chimique ne permet
pas d’attester si les composés a I'origine de ces si-
gnaux lui sont spécifiques. Par ailleurs, ce colorant
est traditionnellement employé dans le domaine de
la teinture de textiles. Son identification dans un
codex mésoameéricain est unique & ce jour et au-
cune source historique ne relate son mode de pré-

paration pour son utilisation en tant que peinture.

L’objectif du projet est d’enrichir les connais-
sances sur le colorant extrait des feuilles de Justicia
spicigera via I'élucidation structurale des compo-
sés responsables de sa couleur et la caractérisa-
tion de reproductions de couches picturales, no-
tamment vieillies artificiellement. Cela permettra
notamment de valider I'identification faite dans le
Codex Borbonicus.

Dans un premier temps, une méthode de puri-
fication par chromatographie préparative en phase
liquide des principaux composés colorés de |'extrait
de Justicia spicigera a été développée. Le caractére
ionisable de ces molécules cibles a permis d’en-
visager une séparation bidimensionnelle hors-ligne
sur une méme phase stationnaire et basée sur un
changement de pH de la phase mobile; I'ortho-
gonalité entre les dimensions a été quantitative-
ment évaluée. Puis, une approche multi techniques
impliquant la spectrométrie de masse a haute-
résolution, la spectroscopie de résonance magné-
tique nucléaire, des spectroscopies vibrationnelles
(absorption infrarouge et Raman) et électroniques
(absorption et fluorescence dans I'ultraviolet et
le visible) a été mise en ceuvre afin de proposer
une structure moléculaire des composés purifiés.
D’autre part, des couches picturales modéles ont
été réalisées a partir du colorant extrait de Jus-
ticia spicigera et ont ensuite été soumises a un
vieillissement accéléré a la lumiére, afin de mettre
en évidence d'éventuelles limites d'identification du
colorant selon son mode de préparation ou son
état de dégradation. L'ensemble des caractérisa-
tions moléculaires et spectrales réalisées dans ce
travail constitue un socle de connaissances solides
pour l'identification du colorant extrait de Justi-
cia spicigera dans les objets du patrimoine culturel
mésoaméricain.
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Abstract : Due to their complex composition and
their instability over time, the identification of or-
ganic natural dyes in historical artefacts is a chal-
lenging task. Chromatographic methods hyphena-
ted to UV-Vis absorption, fluorescence detection
or mass spectrometry are particularly adapted for
the characterisation of complex natural products;
however, these techniques face limitations in their
application in the cultural heritage field due to the
sampling possibilities. The identification relies thus
mainly on the use of non-invasive spectroscopic
techniques giving global spectral fingerprint of the
studied coloured material. This approach requires
a preliminary in-depth knowledge of the chemical
composition of the dyes to link the recorded spec-
tral features to compounds from the natural ex-
tracts.

This work focused on the characterisation of
a natural dye used in the Codex Borbonicus, a
16t century Aztec manuscript. The dye extrac-
ted from Justicia spicigera leaves, a tinctorial plant
from Central America, was tentatively identified in
the paint layers of the manuscript by comparison
of the recorded Raman and UV-Vis fluorescence
emission signals with published data. However, this
dye is poorly characterised and the lack of know-
ledge about its chemical composition make it im-
possible to ensure that the compounds responsible
for the spectral features are specific to this plant
species. Besides, to the author’'s knowledge, this
is the unique identification of the use of this tra-
ditional textile dyestuff in a Mesoamerican codex
and no historical sources describe its preparation

Molecular characterisation of the Mesoamerican traditional dye extracted from the Justicia
spicigera plant. ...
Cultural heritage materials, Natural dye, Structural elucidation, Artifical ageing, Liquid

to produce paint layers.

The main objective of the project is to broa-
den the knowledge regarding the natural dye from
the Justicia spicigera leaves through the structu-
ral elucidation of the compounds responsible for
its colour and the characterisation of paint layers
mock-ups, some of them being artificially aged. In
particular, this will allow to confirm its identifica-
tion in the Codex Borbonicus.

First, a preparative liquid chromatographic me-
thod was developed for the purification of the
main coloured compounds from the Justicia spici-
gera extract. The ionisability of these target com-
pounds enabled the optimisation of an off-line bi-
dimensional separation with the same stationary
phase and based on a pH change of the mobile
phase; the orthogonality between the dimensions
was quantitatively evaluated. Then, a multi tech-
niques approach involving high-resolution mass
spectrometry, nuclear magnetic resonance, vibra-
tional (infrared absorption and Raman) and elec-
tronic (ultraviolet-visible absorption and fluores-
cence) spectroscopies was carried out to propose a
molecular structure of the purified compounds. In
addition, model paint layers were produced from
Justicica spicigera leaves and were artificially aged
under light exposition to evaluate whether the pro-
tocol for the preparation or the degradation state
of the dye could prevent its identification.

The molecular and spectral characterisations
gathered in this work provide a solid base of know-
ledge for the identification of the Justicia spicigera
dye in other Mesoamerican artefacts.
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Introduction

Les colorants naturels sont fréquemment rencontrés dans les objets du patrimoine
culturel : textiles, peintures sur chevalet, polychromies, manuscrits (enluminures et
encres d'écriture), dessins, décorations sur bois, sur cuir ...

Leur caractérisation physico-chimique contribue, comme celle de tout autre maté-
riau constitutif, a enrichir les connaissances sur les objets patrimoniaux ou les ceuvres
d'art parvenus jusqu'a nous, et ce, conjointement aux approches historiques, archéo-
logiques, etc. Elle permet d'accéder a de précieux renseignements sur les matériaux a
disposition et les technologies maitrisées par les artistes ou artisans pour la fabrication
des objets. Il est ainsi parfois possible de remonter a la compréhension de l'organisa-
tion des ateliers, des réseaux commerciaux et plus largement des sociétés a une pé-
riode historique donnée. Certains matériaux artistiques peuvent également servir de
marqueurs chronologiques et géographiques pour aider a la datation ou a la localisa-
tion de la provenance. Par ailleurs, I'identification des matériaux constitutifs est cruciale
pour envisager des approches appropriées pour la conservation et la restauration des
objets.

L'analyse physico-chimique des matériaux du patrimoine rencontre des contraintes
liées a la valeur culturelle, artistique, historique ou cultuelle des objets étudiés. Pour
conserver leur intégrité, il n'est souvent pas possible de réaliser de prélevement de
matiere et lorsque cela est toutefois permis, les échantillons sont souvent obtenus en
treés petite quantité. L'utilisation des méthodes séparatives (chromatographies, élec-
trophorese) est ainsi limitée. De plus, les objets sont souvent immobilisés dans des
musées, réserves, bibliotheques, chambres fortes, et les analyses doivent, dans la me-
sure du possible, étre réalisées in situ. Des instruments portables, ou a minima trans-
portables, permettant des mesures directes, non-invasives et sans contact sont alors
utilisés. Ce sont principalement des méthodes spectroscopiques donnant acces a la
signature spectrale globale du matériau analysé.

Cependant, les colorants organiques naturels sont des mélanges moléculaires com-
plexes et c'est bien souvent l'identification, voire la quantification, des différents consti-
tuants moléculaires du mélange qui permet de déterminer la source biologique de la
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matiére colorante. Cela n'étant pas permis par les techniques spectrales non-invasives,
I'identification des colorants dans les matériaux du patrimoine reste un défi analytique
considérable. Les approches développées reposent alors notamment sur la recherche
de signatures spectrales spécifiques a chaque source biologique colorante. Pour ce
faire, il est nécessaire d'avoir une connaissance préalable de la composition chimique
des colorants susceptibles d'étre rencontrés afin de relier les signatures spectrales en-
registrées aux composes présents dans les extraits naturels.

Le cas d'étude de la caractérisation physico-chimique des matiéres colorantes du
manuscrit aztéque du 16 ™ siécle, le Codex Borbonicus, menée au Centre de Recherche
sur la Conservation entre 2013 et 2016/, permet d'illustrer la nécessité de cette métho-
dologie.

En effet, dans ce contexte, l'utilisation d'un colorant naturel, hypothétiquementiden-
tifié comme extrait des feuilles de Justicia spicigera - une plante tinctoriale d’Amérique
Centrale - a été mise en évidence pour l'obtention de peintures brunes. Des spectres
Raman et d'émission de fluorescence, caractéristiques de ces couches picturales ont
été obtenus in situ sur le manuscrit. Leur comparaison avec des spectres publiés dans
la littérature pour des colorants couramment employés dans le monde pré-hispanique
a permis de remonter a la source végétale du colorant. Cependant, ce colorant a été
trés peu caractérisé et le manque de connaissances quant a sa composition chimique
ne permet pas d'attester si les composés a l'origine de ces signatures spectrales lui
sont spécifiques. Par ailleurs, son identification dans un codex mésoameéricain est, a
notre connaissance, unique a ce jour et aucune source historique ne relate son mode
de préparation pour son utilisation en tant que peinture. Tout ceci a motivé I'analyse
approfondie en laboratoire de 'extrait de Justicia spicigera, faisant 'objet de la présente
these.

L'objectif est ainsi de valider l'identification de justicia spicigera faite par les tech-
niques non-invasives dans le Codex Borbonicus et de permettre sa détection non ambi-
gué dans d'autres objets du patrimoine mésoaméricain. Cela passe notamment par la
caractérisation structurale des molécules colorées et responsables des signaux spec-
également d'étudier la stabilité de ces signaux selon le mode de préparation du colo-
rant ou son état de dégradation.

i. Dans le cadre de la thése de Fabien Pottier [Pottier, 2017]
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Ces questions ont été abordées dans le présent travail de thése a travers plusieurs
axes meéthodologiques, qui seront traités dans les différents chapitres expérimentaux
de ce mémoire (Figure 1). Il est divisé en cing chapitres :

Le Chapitre 1 est consacré a des connaissances bibliographiques notamment sur
la description des colorants naturels organiques et a la stratégie analytique pour leur
identification dans les matériaux du patrimoine. Les résultats obtenus dans le cas de
I'analyse des matieres colorantes du Codex Borbonicus y sont présentés. Pour clore ce
chapitre, I'état des connaissances actuelles sur la plante justicia spicigera, source du
colorant au cceur de notre étude est décrit.

Le Chapitre 2 détaille la méthodologie et les techniques analytiques mises en ceuvre
dans ce travail pour la caractérisation spectrale et moléculaire de |'extrait coloré de
Justicia spicigera et de couches picturales produites a partir de ce colorant.

Les résultats expérimentaux obtenus sont présentés a partir du Chapitre 3. Ce
dernier décrit les propriétés de I'extrait coloré obtenu a partir des feuilles de justicia
spicigera. Les signatures spectrales de |'extrait, en solution ou préparé sous forme de
couches picturales (vieillies artificiellement ou non), sont analysées. Une étude prélimi-
naire de la composition moléculaire de I'extrait permet de repérer les composés colorés
majoritaires.

Le Chapitre 4 se concentre sur le développement d'une méthode pour la purifica-
tion des deux composés colorés principaux de I'extrait de Justicia spicigera par chroma-
tographie préparative en phase liquide.

Le Chapitre 5 présente I'approche multitechnique menée pour I'élucidation struc-
turale des molécules colorées purifiées. Leur contribution a la signature spectrale de
I'extrait coloré est, pour finir, évaluée.

L'ensemble des caractérisations moléculaires et spectrales réalisées dans ce travail
constitue un socle de connaissances solides pour l'identification du colorant extrait de
Justicia spicigera dans les objets du patrimoine culturel mésoaméricain.
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Chapitre 1
Contexte et état de lI'art

Ce chapitre s'ouvre sur la description des colorants organiques naturels. Des élé-
ments de théorie sur la structure de ce type de composés ainsi qu'un apercu des prin-
cipales classes de molécules rencontrées y sont présenteés.

Les enjeux et la démarche analytique déployée pour leur identification dans les ma-
tériaux du patrimoine sont ensuite abordés et illustrés par le cas d’étude qui a initié ce
travail de thése, a savoir, la caractérisation des matiéres colorantes du Codex Borboni-
cus, manuscrit aztéque du 16%™¢ siécle.

Enfin, un bilan des connaissances actuelles sur la plante justicia spicigera, source
du colorant mésoaméricain rencontré dans ledit manuscrit et sur lequel a porté notre
étude approfondie, est dressé.
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1. Les colorants organiques naturels

1 Les colorants organiques naturels

1.1 Définition

Les couleurs qui nous entourent, lorsque leur origine est chimique', sont données
par des matieres colorantes, naturelles ou synthétiques : les pigments et les colorants.
Ces composés possedent la capacité d’'absorber sélectivement les rayonnements lumi-
neux dans le domaine du visible (380 a 780 nm). Nous les retrouvons dans les peintures,
textiles, plastiques, encres, cosmétiques, produits alimentaires, etc.

La distinction entre les termes « pigment » et « colorant » fait I'objet de divergences
dans les définitions rencontrées selon les domaines d’application.

Dans certains cas, les deux termes sont employés de facon générique et interchan-
geable au méme titre que « matiere colorante ». Par exemple, le Centre National de
Ressources Textuelles et Lexicales du CNRS [noa, a] donne les définitions générales
suivantes : pigment, « toute substance colorée quelle qu’en soit 'origine, la structure et
la nature » et colorant, « substance généralement colorée, capable de se fixer sur un
support et de lui communiquer une coloration durable ».

En biologie, le terme pigment est utilisé pour décrire toute substance synthétisée
par un organisme vivant (animal, végétal ou fongique) contribuant a la coloration de ses
cellules. Diverses structures biologiques contiennent des pigments : la peau, les yeux,
les cheveux, le sang, etc. Dans les organismes vivants, la couleur pigmentaire s'oppose
ainsi a la couleur structurelle (ou structurale).

En chimie, la principale différence entre pigment et colorant, donnée par la norme
DIN 55944 [noa, 2011], réside dans leur solubilité : un pigment est une substance co-
lorée insoluble dans le milieu ou il est dispersé, alors qu'un colorant est soluble dans le
milieu qu'il colore. C'est sur ces définitions que nous nous baserons pour I'emploi des
deux termes dans le cadre du présent document.

Les pigments sont essentiellement des composés inorganiques. Ils sont couram-
ment employés en peinture, ou ils sont fixés a la surface de l'objet. Se présentant sous
forme de poudre insoluble, pour les appliquer sur un support, il est nécessaire de les
disperser au préalable dans un liant (huile, résines acrylique ou vinyliques, gomme ara-
bique ...). La couleur obtenue n'est que peu affectée par le milieu dans lequel ils sont
dispersés.

Quant aux colorants, ce sont principalement des composés organiques. Ils sont
utilisés en solution (souvent aqueuse) et la couleur qu'ils conferent peut étre affec-

i. En opposition, a la couleur structurelle (ou structurale), physique.
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tée par la nature physicochimique du solvant (par exemple, son pH) et du support sur
lequel ils sont appliqués. On retrouve leur utilisation fréquemment en teinture (de tex-
tiles, papiers, cuirs, ou autres substrats); leur solubilité dans le bain de teinture permet
leur fixation sur les fibres lors de leur immersion. Ils sont absorbés par le support et
s'unissent chimiquement aux entités qu'ils colorent. Un mordant, souvent des sels mé-
talliques, peut étre ajouté pour améliorer la fixation du colorant aux fibres en créant
un pont chimique entre les deux.

Il faut noter que certains composeés colorés peuvent jouer le role de colorant ou de
pigment selon la fagon dont ils sont utilisés. En effet, pour des facilités de stockage et
d'application en couches picturales, les colorants organiques peuvent étre fixés sur une
poudre minérale pour les rendre insolubles et obtenir ainsi un pigment, dit « pigment
lagué ». La laque de garance ou la laque de cochenille sont les exemples les plus connus
de ce type de pigments.

On distingue les colorants naturels, extraits de sources naturelles végétales, ani-
males ou fongiques, des colorants synthétiques, issues de la chimie moderne.

Les molécules colorées organiques sont abondantes dans les regnes végétal et ani-
mal. Dans les plantes, ce sont des métabolites secondaires, c'est-a-dire des composés
remplissant des fonctions non essentielles pour la survie. On peut les trouver dans les
fleurs, les feuilles, les fruits, les racines, les tiges, 'écorce ou encore le bois. Chez les
animaux (insectes, mollusques), on les rencontre dans les glandes, sucs ou ceufs.

On peut distinguer les cas ou les molécules se trouvent directement a I'état coloré
dans les organismes (par exemple, dans les pétales des fleurs) et ceux ou le procédé
d'extraction permet la transformation par hydrolyse, oxydation, condensation, etc. de
précurseurs incolores en la matiere colorée d'intérét.

Les colorants organiques naturels couvrent une large gamme de couleurs. On peut
citer des exemples connus de colorants naturels tels que la garance dont on extrait un
colorant rouge, la gaude pour les jaunes ou l'indigo pour les bleus.

Les colorants naturels sont des mélanges complexes de molécules organiques;
toutes ne contribuent notamment pas directement a la coloration de I'extrait. Par ailleurs,
certaines molécules colorées sont trés répandues et ainsi tres peu spécifiques d’'une
source biologique. La détermination de I'origine d'un colorant naturel repose alors sou-
vent sur l'identification, voire la quantification, des différents constituants moléculaires
du mélange.

Pour finir, on notera que le terme « colorant » décrit aussi bien la molécule de colo-
rant que le produit colorant, extrait de la source naturelle. Ainsi, par exemple, on extrait
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de la cochenille un colorant rouge - le mélange coloré - dont le colorant principal est
I'acide carminique - la molécule colorée.

1.2 Structures moléculaires et absorption

La couleur des molécules organiques colorées dépend grandement de leur struc-
ture [Dieval et Fafet, 2021].

Selon la théorie de Witt (1876), la coloration des molécules organiques résulte de
la présence de groupes insaturés, les chromophores (du grec, « porte couleur ») et de
groupes ionisables, les auxochromes, n'étant pas directement a l'origine de la couleur,
mais ayant la faculté d'intensifier'" ou de changer la couleur d'un chromophore .

Les chromophores contribuent a la formation de doubles liaisons conjuguées per-
mettant une délocalisation électronique dans les structures moléculaires. Les princi-
paux groupes chromophores sont les suivants : C=C, C=0, C=S, C=N, N=N, N=0, NO,
[Merlin, 2002, Dieval et Fafet, 2021].

Les auxochromes sont des groupements ionisables fixés sur un groupe chromo-
phore, jouant le réle de donneur ou d'accepteur d’électrons. On rencontre des auxo-
chromes acides (OH, SO;H, COOH), basiques (NH,, NO,, N(CH;),) ou halogénés (Cl, Br,
) [Dieval et Fafet, 2021].

Pour réussir a expliquer plus finement I'absorption des molécules organiques com-
plexes, possédant simultanément plusieurs chromophores et auxochromes, il est né-
cessaire de se tourner vers la théorie des orbitales moléculaires.

Les orbitales moléculaires sont des combinaisons linéaires d'orbitales atomiques
permettant de représenter la mise en commun d’'un doublet électronique lors de la for-
mation d'une liaison. Les électrons responsables de la formation des liaisons simples
sont placés dans des orbitales ¢, qui se situent sur l'axe reliant deux atomes. Les élec-
trons formant les liaisons doubles se trouvent dans des orbitales z, occupant I'espace
au-dessus et au-dessous de l'axe interatomique. Aux orbitales ¢ et # sont associées
des orbitales d’énergie supérieure, ¢* et z”, dites antiliantes; elles sont vides quand la
molécule est a son niveau fondamental. Les électrons non engagés dans des liaisons
remplissent des orbitales moléculaires non liantes, n. A chaque orbitale moléculaire
correspond un niveau d'énergie et en regle générale, pour les molécules non conju-
guées, on les retrouve dans l'ordre d’énergie croissant suivant:c <z <n<z" <¢" [Mer-
lin, 2002].

ii. Effet hyperchrome.
iii. Effet bathochrome, pour un décalage vers les longueurs d'onde supérieures.
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L'absorption de la lumiére résulte de transitions électroniques entre un état fon-
damental et un état excité de la molécule. Ces transitions électroniques ont lieu entre
des orbitales moléculaires liantes (¢ et z) et non liantes (n), remplies, vers des orbitales
moléculaires antiliantes, non remplies (¢* et ") (Figure 1.1). Plus la différence d'énergie
entre les orbitales impliquées dans la transition électronique est petite, plus la longueur
d’'onde d'absorption est grande.

*

(03
Niveaux vides

TC*

n n—->oc* n—->n*

.
T U Niveaux occupés
c—>o"
(o)

Figure 1.1 - Principales transitions électroniques.

Pour une molécule organique, plusieurs transitions peuvent se produire. La transi-
tion de plus basse énergie correspond au passage d'un électron de la plus haute orbi-
tale occupée (HO)a la plus basse orbitale vacante (BV).Elle dépend de la structure de Ia
molécule et il s'agit de la transition :

« ¢ — o pour les composés ne comprenant que des liaisons simples (hydrocarbures
saturés),

* n—¢" pourles composés saturés comportant des atomes avec des paires d’électrons
non liants (O, N, S, X) (alcools, amines, dérivés halogénés),

- 7 — " pour les composés avec des groupements fonctionnels insaturés (alcénes,
alcynes, aromatiques),

* n — z* pour les composés insaturés avec des atomes porteurs de doublets électro-
niques (aldéhydes, cétones, etc.).

Ainsi, les alcanes, ne comportant que des niveaux ¢ et ¢”, ont des absorptions dans
I'UV lointain (4 < 190 nm). Les molécules saturées avec hétéroatome, présentent des
transitions n — ¢* a plus basse énergie mais toujours en dehors du proche UV (4 dans
la région 150-250 nm). Les alcenes ont des absorptions a la limite du proche UV (4 vers
180-220 nm, selon leur substitution). Les dérivés carbonylés ont quant a eux une bande
n — z* dans le proche UV (205 & 230 nm pour les esters, acides, anhydrides et 270 a
300 nm pour les aldéhydes et cétones).

10
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Dans le cas de doubles liaisons conjuguées, la délocalisation des électrons z le long
de la chaine carbonée modifie les énergies des niveaux électroniques r et z”. L'écart
énergétique entre les orbitales HO et BV est réduit et la longueur d'onde d'absorption
correspondante est augmentée.

Par exemple, les bandes d'absorption z — z” des hydrocarbures linéaires conjugués
avec un nombre de liaisons conjuguées croissantes sont les suivantes : 4., (éthyléne)
=165 nm < A, (butadiéne) =214 nm< 4
2019]. En général, une absorption dans le visible est constatée a partir de sept doubles
liaisons conjuguées.

max(hexatriene) = 253 nm [Fleming et Williams,

De la méme facon, pour les hydrocarbures aromatiques, I'extension de la conjugai-
son décale I'absorption dans la gamme du visible : le naphtaléne et 'anthracéne sont
incolores, le naphtacéne est jaune-orange et le pentacéene est bleu (Figure 1.2) [Fleming

et Williams, 2019].

(a) Naphtaléne (b) Anthracéne (c) Naphtacéne

(d) Pentacéne

Figure 1.2 - Exemples de composés aromatiques polycycliques.

La présence d'auxochrome modifie également les diagrammes des niveaux d'éner-
gie des orbitales moléculaires. Il en résulte une diminution de I'écart énergétique entre
les orbitales HO et BV impliquées dans la transition électronique et donc une augmen-
tation de la longueur d’'onde d'absorption correspondante (effet bathochrome).

Les molécules organiques colorées sont donc des composés possédant un sys-
téme conjugué étendu, linéaire ou aromatique. La présence de groupements auxo-
chromes (OH, NH, ...) rattachés aux chromophores influe sur la coloration finale
observée.

11
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1.3 Familles de molécules colorées naturelles

Les composés colorés naturels se répartissent dans des familles de molécules di-
verses. Les principales familles sont décrites dans les sous-parties qui suivent (1.3.1 a
1.3.8). En fin de partie, des exemples de molécules et de sources biologiques associées
sont mentionnés.

1.3.1 Caroténoides

Les caroténoides, les tétraterpénoides les plus connus, sont des colorants respon-
sables de couleurs jaune, orange et rouge. lIs dérivent du lycopéne (Figure 1.3), consti-
tué de huit unités d'isopréne v [Yusuf et al., 2017, Fernandez-Lépez et al., 2020].

lls peuvent étre cycliques ou acycliques. Ils sont divisés en deux sous-groupes : les
caroténes, purs hydrocarbones, et les xanthophylles, oxygénés.

Par extension, on classe également dans cette famille les apocaroténoides, pro-
duits d'oxydation des caroténoides.

Figure 1.3 - Lycopéne, structure de base des caroténoides.

1.3.2 Curcuminoides

Les curcuminoides sont des dérivés de la curcumine (Figure 1.4), responsables de
colorations jaunes [Ferreira et al., 2004, Cardon, 2014].

(o] (o]

R4 N P R,

HO OH

Figure 1.4 - Curcumines |, Il et Ill.
Respectivement, R1 = R2 = OCH3, R1=H et R2=0CH;, R1=R2 =H.

iv. Isopréne = 2-méthylbuta-1,3-diéne.

12
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1.3.3 Alcaloides

Les alcaloides sont des composés a bases azotées, trés souvent hétérocycliques. s
représentent une grande variété de composés et sont tres abondants dans les végé-

taux. On rencontre notamment dans cette famille :

Les indigoides, qui sont des dimeéres d'indole (Figure 1.5a) et qui donnent des colora-
tions bleu, rouge et violette [Sequin-Frey, 1981, Ferreira et al., 2004, Nowik, 2013, Car-
don, 2014, Yusuf et al., 2017].

Les bétalaines, qui sont des dérivés de tyrosine, dont I'acide bétalamique est le chro-
mophore commun (Figure 1.5d). On distingue les sous classes des bétaxanthines
ou des bétacyanines, selon le résidu ajouté. Les teintes obtenues vont du jaune au
rouge-violet [Fernandez-Lopez et al., 2020].

Les phénoxazones ", qui sont des composés tricycliques, constitué d'un noyau d'oxa-
zine central (hétérocyclique a six atomes contenant un atome d’oxygene et un atome
d'azote) entouré par deux noyaux benzéniques dont l'un contient une cétone de fa-
con a former une quinone imine (Figure 1.5c¢). Leur coloration varie du rouge au violet-
bleu [Ferreira et al., 2004, Nowik, 2013, Cardon, 2014].

Les protoberbérines, qui sont des composés a quatre cycles de six atomes dont
deux noyaux benzéniques, un noyau pyridinique et un cycle saturé (Figure 1.5b) et
donnent une coloration jaune [Sequin-Frey, 1981, Nowik, 2013, Yusuf et al., 2017].

Des dérivés d’hermidine, une pipéridine dione, amine hétérocyclique a six atomes
contenant deux cétones (Figure 1.5e), donnant des couleurs jaune ou bleu [Nabais
et al., 2020].

v. On rencontre également les appellations phénoxazinones, phénoxazin-3-ones ou encore 3H-
phénoxazin-3-ones.

13



Chapitre 1. Contexte et état de 'art
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(d) Bétalaines (e) Dérivés d’hermidine

Figure 1.5 - Exemples de sous-familles d'alcaloides.

1.3.4 Quinoides

Les quinoides sont des diones cycliques entierement conjuguées. On distingue les
benzoquinones, monocycliques, les naphtoquinones, bicycliques et les anthraquinones,
tricycliques (Figure 1.6). Les squelettes non substitués de ces molécules sont incolores
et ce sont les substituants qui leur donnent leur coloration, pouvant aller du jaune-brun
au rouge [Sequin-Frey, 1981, Ferreira et al., 2004, Nowik, 2013,Cardon, 2014, Yusuf et al.,
2017].

Les naphtoquinones permettent 'obtention de teintes brunes a rouges. Les colo-
rants a anthraquinones sont des colorants rouges. Les anthraquinones d’origine ani-
male présentent des substitutions sur les deux cycles alors que les végétales ne sont
substituées que sur un des cycles [Ferreira et al., 2004, Cardon, 2014].

o} o} o}
(o} o (o}
(a) Benzoquinone (b) Naphtoquinone (c) Anthraquinone

Figure 1.6 - Structure de base des quinoides.
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1. Les colorants organiques naturels

1.3.5 Xanthonoides

Les xanthonoides sont des dérivés de la xanthone, composé tricyclique, constitué
d'un noyau pyrone central (hétérocycle a six atomes contenant un atome d’'oxygene et
un groupement cétone) entouré de deux noyaux benzéniques (Figure 1.7). Ce sont des
colorants jaunes [Aral et Rameshkumar, 2017, Ayele et al., 2020].

o

(o]

Figure 1.7 - Xanthone, structure de base des xanthonoides.

1.3.6 Coumarines

Les coumarines sont des dérivés de la coumarine, composé bicyclique constitué
d’'un noyau pyrone (hétérocycle a six atomes contenant un atome d'oxygene et un grou-
pement cétone) et d'un noyau benzénique (Figure 1.8). Elles permettent I'obtention de
colorations jaune a vert-brun [Vankar et al., 2009, ?].

o (e}

Figure 1.8 - Structure de base des coumarine.

1.3.7 Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques. Au sens strict (stricto sensu),
défini par [Bruneton, 2009], ce sont des composés de structure C,-C5-C, contenant deux
cycles benzéniques (A et B) liés par un hétérocycle (C) a trois atomes de carbone et
contenant une cétone (Figure 1.9a). Un sens plus large de l'appellation flavonoide re-
groupe toute structure C,-C5-C, composée de deux cycles aromatiques reliés par trois
atomes de carbone (Figure 1.9b).
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Chapitre 1. Contexte et état de 'art

o

(a) Sens strict (b) Sens large

Figure 1.9 - Structure de base des flavonoides au sens strict [Bruneton, 2009] et au sens large.

Sens strict Les trois principaux sous-groupes des flavonoides stricto sensu sont les
flavones (et flavonols), les isoflavones et les flavanones (et flavanonols) (Figure 1.10). Ils
sont a l'origine de colorations jaunes (du latin flavus, jaune) [Sequin-Frey, 1981, Nowik,
2013,Cardon, 2014, Yusuf et al., 2017]. On les trouve trés souvent dans les plantes sous
forme de sucres (glycosides) et sont hydrolysés lors du procédé d'extraction. Certains
flavonoides sont trés répandus et se retrouvent dans beaucoup de plantes tinctoriales;
ils sont ainsi peu souvent marqueurs d'une espece [Ferreira et al., 2004, Cardon, 2014].

o
o o
OH
o
(o] o
(a) Flavone (b) Flavonol (c) Isoflavone
o o
OH
(o] o
(d) Flavanone (e) Flavanonol

Figure 1.10 - Structures de flavonoides au sens strict.



1. Les colorants organiques naturels

Sens large Les flavanoides (dérivés de flavanes : flavanols, isoflavanes, homoisofla-
vonoides), les aurones, les chalcones et les anthocyanes font partie de la famille des
flavonoides au sens large.

Les flavanoides (Figure 1.11) sont responsables de colorations du jaune, aux brun
et rouge [Sequin-Frey, 1981, Ferreira et al., 2004, Nowik, 2013, Cardon, 2014].

‘ioj/‘ ‘io:?
OH
(a) Flavane (b) Flavanol (c) Isoflavane
@ /@
(d) Homoisoflavane

Figure 1.11 - Structure de flavonoides au sens large : les flavanoides.

Les chalcones (Figure 1.12a) et les aurones (Figure 1.12b) donnent des nuances
orangées-jaunes [Sequin-Frey, 1981, Ferreira et al., 2004, Nowik, 2013, Cardon, 2014].

Les anthocyanes " et anthocyanidines "' sont des dérivés de l'ion flavylium (Figure
1.12c). Les anthocyanes et anthocyanidines présentes dans les fruits donnent des tein-
tures bleues ou violettes, celles dans les fleurs des teintes rouges et violacées. On peut
en trouver également dans les graines de certaines plantes [Ferreira et al., 2004, Nowik,
2013, Cardon, 2014, Yusuf et al., 2017].

A% o

(a) Chalcone (b) Aurone (c) lon flavylium : structure de base
des anthocyanes

Figure 1.12 - Structures de flavonoides au sens large.

vi. Anthocyane est I'appellation de I'nétéroside : aglycone + sucre(s).
vii. Anthocyanine est I'appellation de I'aglycone seul.
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Chapitre 1. Contexte et état de 'art

1.3.8 Tannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques, surtout connus pour leur utilisa-
tion dans les procédés de mordangage " et de tannage; ils donnent également des
colorations brunes a noires. On distingue les tannins condensés des tannins hydroly-
sables [Sequin-Frey, 1981, Ferreira et al., 2004, Cardon, 2014, Yusuf et al., 2017].

Les tannins hydrolysables sont des esters de sucres et d'acide gallique ou di-gallique,
les gallotannins ou d’acide ellagique, les ellagitannins (Figure 1.13).
OR

RO
w,, OH OH

(o
OR /\)\/'\/O
HO ;

OH OH
(b) Tannins hydrolysables linéaires

Gallotannins : R = H, galloyl ou digalloyl.
Ellagitannins : R =H ou HHDP.

RO

OR
(a) Tannins hydrolysables cycliques
Gallotannins : R = H, galloyl ou digalloyl.
Ellagitannins : R = H ou HHDP.
o

HO.

OH

OH OH

(c) Galloyl (d) Digalloyl (e) Hexahydroxydiphénoyl (HHDP)

Figure 1.13 - Tannins hydrolysables.

Les tannins condensés (ou proanthocyanidines) sont des oligomeéres ou polymeres
de flavanols (Figure 1.14). lls donnent des tons rouges foncés a bruns [Ferreira et al.,

2004, Cardon, 2014].

viii. Imprégnation des fibres d'un mordant en vue de leur teinture, pour améliorer la fixation du colo-

rant.
ix. Procédé de transformation des peaux pour les transformer en cuirs souples et imputrescibles.
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1. Les colorants organiques naturels

Figure 1.14 - Tannins condensés.

1.3.9 Exemples de molécules et des sources naturelles associées

L'ensemble des grandes familles présentées dans cette partie sont rencontrées dans
des sources naturelles de colorants. Les tableaux qui suivent récapitulent ces familles
et présentent des exemples de molécules appartenant a chacune d’entre elles. Des
exemples de sources biologiques dans lesquelles on peut les rencontrer sont égale-
ment citées [Sequin-Frey, 1981, Ferreira et al., 2004,Cardon, 2014, Deveoglu et Karadag,
2019,Yusufetal., 2017]. Il faut noter que les colorants issus de ces sources sont généra-
lement des mélanges complexes de molécules et que le colorant ne se réduit en aucun
cas a l'unique molécule consignée dans ces tableaux.
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Figure 1.15 - Exemples de molécules colorées par famille et sources biologiques associées.

NB Représentation de la couleur donnée a titre indicatif.

Xanthonoides

Famille Sous classe Molécule Source biologique Origine
Caroténes a-caroténe Carotte (Daucus carota) Racine
Caroténoides |Xanthophylles Lutéine Rose d'Inde (Tagetes erecta) Fleurs
Apocaroténoides Bixine Rocou (Bixa orellana) Graines
Curcuminoides Curcumine Curcuma (Curcuma longa, C. domestica) Racine
Indigotine Indigotiers (Indigo tinctoria, I. suffructicosa) Feuill
euilles
Indigoides Indirubine Pastel (Isatis tinctoria)
Dibromoindigo Coquillages Murex Glandes hypobranchiques
L Betterave (Beta vulgaris) Racine
Bétanine — - - - -
Bétalaines Figuier de barbarie (Opuntia lasiacantha) Fruits
Alkaloides Indicaxanthine Figuier de barbarie (Opuntia lasiacantha) Fruits
Protoberbérines Berbérine Epine vinette (Berberis vulgaris) Racine, écorce, tige
. : > Lichens (Roccella tinctoria, Lassalia pustulata,
Phénoxazones Amino et hydroxy-orcéines .
Ochrolechia tartarea)
Croton des teinturiers (ou folium,
Dérivés d’hermidine |Chrozophoridine } ) { Fruits
Chrozophora tinctoria)
) Lawsone Henné (Lawsonia inermis) Feuilles
Naphtoquinones
L Juglone Noyer (luglandaceae sp.) Brou
Quinoides - — - -
) Acide carminique Insectes coccidés (Coccoidea) (Eufs
Anthraquinones — . . -
Alizarine Garance des teinturiers (Rubia tinctorum) Racine
Mangiférine Manguier (Mangifera indica) Feuilles

Acide gambogique

Gamboge (Garcinia hanburyi)

Gomme-résine

148, 9P 1813 18 2IXAU0) | asndey)
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Famille Sous classe Molécule Source biologique Origine
Coumarines Daphne sp. Racines, feuilles
Flavone Lutéoline Gaude (Reseda luteola) Tiges, feuilles, graines
Isoflavone Génistéine Genét des teinturiers (Genista tinctoria) Fleurs
. . Quercitron (ou chéne du teinturier, Quercus ,
Flavonoides, |Flavonol Quercétine ] Ecorce
i velutina)
sens strict - - - -
Flavanone Naringénine Agrumes (Citrus sp.) Fruits
. Fustet commun {ou sumac des teinturiers, .
Flavanonol Fustine ) ) Bois
Cotinus coggyria)
Flavanol _Acacia a cachou (Accacia catechu) Ecorce
. : Bois de Campéche (Haematoxylum
. . Hématoxyline . Duramen
Homoisoflavanoides campechianum)
Braziline Bois de Brésil (Caesalpinia echinata) Duramen
Flavonoides, . Fustet commun (ou sumac des teinturiers, .
Aurone Sulfurétine . . Bois
sens large Cotinus coggyria)
Chalcone Isoliquiritigénine Robinier (Robinia pseudacacia) Bois, jeunes rameaux
Vigne (Vitis vinifera) Fruits
Anthocyanidines Delphinidine, Pélargonidine Rose trémiére (Alcea rosea) Pétales
Sorgho des teinturiers (Sorghum vulgare) Graines
Chéne d'Alep (Quercus infectoria) Galles
) Hydrolysables — -
Tannins Chataigniers (Castanea sp.) Bois
Condensés Chénes (Quercus robur, Q. petrae) Ecorce

S|aJnjeu sanbgueSJo SJueldojod so ' |



Chapitre 1. Contexte et état de 'art

2 Identification des colorants naturels dans les objets
historiques

Les colorants naturels ont été abondamment employés par les artisans et artistes
depuis I'age de pierre* et jusqu'au développement de la chimie industrielle au 19¢™e
siecle. On les retrouve ainsi dans de nombreux objets patrimoniaux, issus de disciplines
artistiques variées: peinture, céramique, habillement, décoration d'intérieur (moquette,
rideaux, tapisserie, etc.) [Nowik, 2013, Pauk et al., 2014, Zasada-Ktodzinska et al., 2020].

2.1 Approche

Comme évoqué en introduction, les contraintes propres au domaine de l'analyse
des objets du patrimoine menent a une utilisation préférentielle des techniques spec-
troscopiques non-invasives. L'identification des colorants naturels historiques par ces
techniques représente un défi analytique considérable en raison de leur complexité
moléculaire. S'ajoute également a la réponse spectrale globale du mélange colorant,
la contribution éventuelle du support et d’additifs propres au mode de fabrication de
l'objet (liants, charges minérales), complexifiant la tache. De plus, les colorants natu-
rels présentent une faible stabilité dans le temps; les especes colorées peuvent ainsi
se retrouver en faible quantité dans les matériaux historiques analysés et la présence
de produits de dégradation n'est pas a écarter.

Les méthodes d'identification basées sur les techniques non-invasives s'appuient
ainsi sur la recherche de signaux spectraux spécifiques a chaque source colorante na-
turelle. Elles nécessitent une connaissance préalable de la composition chimique des
extraits colorés naturels et de la spécificité des différents constituants, ainsi que de leur
réponse spectrale. Avant toute identification dans un objet historique, des études pré-
liminaires en laboratoire sur des colorants de référence dont la source biologique est
précisément connue sont donc menées.

Dans un premier temps, il s'agit d'identifier les structures des molécules colorantes
dans les extraits colorés de référence. Cela est généralement réalisé grace aux mé-
thodes séparatives couplées a des détecteurs d’absorption, de fluorescence ou de spec-
trométrie de masse. Il peut étre nécessaire de purifier les molécules cibles afin de réa-
liser des analyses structurales telles que la spectroscopie RMN ou la diffraction des
rayons X pour obtenir les structures moléculaires.

x. Période de la préhistoire s'achevant entre 3000 et 2000 avant J.C.
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2. ldentification des colorants naturels dans les objets historiques

Les signatures spectrales pour les différentes techniques non-invasives envisagées
sont ensuite enregistrées pour les différents constituants identifiés (via des standards
s'ils sont disponibles, ou via les composés purifiés du mélange) et elles sont comparées
a celle du mélange colorant afin d’établir la contribution de chacun d'eux a la signature
spectrale globale. Il est ainsi possible d’évaluer si la réponse spectrale du mélange co-
loré est générée par des composés qui lui sont spécifiques. Ceci est nécessaire pour
garantir une identification fiable du colorant par ces techniques. Il n'est cependant pas
a exclure que la signature spectrale soit dominée par la contribution d'un constituant,
coloré ou non, non spécifique du colorant analysé. Pour cette raison, les techniques
spectrales non-invasives ne permettent souvent qu’'une identification partielle.

Par la suite, la mise en forme du colorant telle qu'on peut le rencontrer dans les ob-
jets historiques est généralement considérée : fibres textiles teintes, couches picturales
colorées, etc. Des échantillons modeéles sont préparés en faisant varier les supports, les
modes d’extraction et de préparation du colorant (selon des recettes historiques, par
exemple), les additifs (liant, mordant, charge minérale). Leur influence sur les spectres
enregistrés et les possibilités d’identification de la source colorante sont évaluées.

Enfin, linfluence du vieillissement et de la dégradation du colorant sur les possibili-
tés d'identification n'est pas a négliger et doit étre aussi étudiée. Des études de vieillis-
sement accéléré sont menées sur des échantillons modéles en prenant en compte des
facteurs comme l'exposition a la lumiere, la température, 'humidité. Un suivi des pro-
priétés spectrales caractéristiques du colorant analysé au cours du vieillissement est
réaliseé.

Dans la pratique, pour des colorants considérablement étudiés (cochenilles, indigo),
la démarche décrite n'est généralement pas réalisée dans son ensemble et les mé-
thodes d'identification sont développées en s'appuyant sur les connaissances com-
munes accumulées.

Si les données analytiques seules ne permettent pas de déterminer la source co-
lorante précise, les coupler avec des considérations historique et géographique peut
permettre de suggérer une attribution en fonction du contexte de fabrication de l'ob-
jet.

La démarche d'identification de colorants par les techniques non-invasives est illus-
trée dans le paragraphe suivant pour le cas d'étude du Codex Borbonicus.

23



Chapitre 1. Contexte et état de l'art

2.2 Etude de cas: Les colorants dans le Codex Borbonicus

Le Codex Borbonicus est un manuscrit azteque, conservé depuis 1826 a la biblio-
theque de I'Assemblée nationale (Paris) et dont il tire son nom, d'aprés le Palais Bour-
bon X,

Ce codex est constitué d'une bande d'un support fibreux d’environ 14 métres de
long, pliée en accordéon pour former 36 pages d'environ 40 x 40 cm. Il est peint uni-
quement sur son recto.

Il contient des calendriers et représentations de cérémonies religieuses. Il est com-
posé de quatre sections présentant : un tonalpohualli - calendrier divinatoire de 260
jours azteques, un xiuhmolpilli - cycle de 52 années solaires, un xiuhpohualli - repré-
sentation des principales cérémonies religieuses de 'année solaire aztéque et un autre
xiuhmolpilli [Anders et al., 1991]. Deux parties de styles tres différents peuvent étre
identifiées (Figure 1.16).

Figure 1.16 - Le Codex Borbonicus : A gauche, 'ensemble du document.
A droite, détails de deux pages issues des deux parties de style distinct, pages 16 (en bleu) et 31
(en rouge). ©Assemblée Nationale

xi. Nom du batiment abritant 'Assemblée nationale.
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2. ldentification des colorants naturels dans les objets historiques

Il aurait été réalisé dans la vallée de Mexico-Tenochtitlan au début du 16°™¢ siécle,
au moment de la conquéte espagnole. Son contexte précis de fabrication fait débat :
les principales interrogations se concentrent notamment sur la potentielle influence
européenne dans la production de ce document. Les analyses stylistiques, seules, ne
permettant pas de conclure, analyser les matériaux constitutifs du manuscrit prend
alors tout son sens pour mettre en évidence des choix techniques et culturels pouvant
étre propres a une civilisation.

Les différentes matiéres colorantes du manuscrit ainsi que le support et les couches
préparatoires ont été analysés in situ par des techniques spectroscopiques non-invasives.
Quand cela a été nécessaire, ces analyses ont été complétées par la réalisation d'échan-
tillons modeles en laboratoire pour comparer les réponses spectrales obtenues et vali-
der les identifications faites [Pottier, 2017, Pottier et al., 2017, Pottier et al., 2018, Pottier
etal., 2019].

Le substrat du manuscrit est un aplat fibreux sur lequel est imprégné un aprét de
gypse en quantités variables.

Les matiéres colorantes employées dans les deux parties mettent en jeu de nom-
breux extraits organiques (Figure 1.17). Si certains sont fréiquemment rencontrés dans
les manuscrits précolombiens comme la cochenille ou le bleu maya, d'autres sont beau-
coup moins répandus. C'est le cas de I'extrait de Commelina coelestis, uniquement iden-
tifié dans les codices Selden et Bodley [Grazia et al., 2018, Grazia et al., 2020] et de celui
de Justicia spicigera, a ce jour, unique au Codex Borbonicus.
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Chapitre 1. Contexte et état de 'art

Figure 1.17 - Synthése des propositions d’identification des matériaux constitutifs des deux
parties du Codex Borbonicus, extrait de [Pottier, 2017].

Constituant
Substrat

X = absent

Partie |
Gypse
Polyméres végétaux

Partie ll
Gypse
Polyméres végétaux

Badigeon de correction

Gypse

X

Peinture rouge

Lague de cochenille
(+ colorant jaune ?)

Laque de cochenille
(+ colorant jaune ?)

Peinture bleue

Bleu Maya

Bleu Maya

Peinture jaune

Colorant organique
(+ alun)

Colorant organique
(+ alun)

Peinture brune

Préparation de cochenille et
d'argile

Extrait de Justicia spicigera

Peinture orange

Peinture rouge
+ peinture jaune

Peinture rouge
+ Peinture jaune

Peinture bleu-gris

X

Extrait de Commelina coelestis

Peinture rose

Laque de cochenille

Laque de cochenille
+ calcite

Peinture mauve

Lague de cochenille
+ calcite

Peinture verte

Peinture bleue
+ peinture jaune

Peinture bleue
+ peinture jaune

Peintures bleue et verte
foncées

X

Superposition de peinture bleu-
gris sur peintures bleue et verte

Peinture noire

MNoir de charbon

MNoir de charbon

Peinture grise

Noir de charbon

Noir de charbon

Ecriture des commentaires
coloniaux (XVI*™ siécle ?)

Encres métallo-tanniques

Encres métallo-tannigues

Le colorant extrait de la plante Justicia spicigera a hypothétiquement été identifié
dans les peintures brunes de la partie Il du Codex Borbonicus. Les éléments picturaux

correspondant sont notamment les peintures corporelles sur le visage, les bras et les

jambes des dieux comme Uitzilopochtli ou Tezcatlipoca, des éléments de leur parure
(couvre-chef, boucliers, capes), le masque et le costume du guerrier coyote noir (Figure
1.18a) ou encore la peau des prétres (Figure 1.18b) [Anders et al., 1991].
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2. ldentification des colorants naturels dans les objets historiques

(a) Le guerrier coyote noir (b) Un prétre

Figure 1.18 - Détails de couches brunes de la page 30 du Codex Borbonicus. ©Assemblée Nationale

Contrairement aux couches brunes de la premiére partie du Codex Borbonicus pré-
sentant des bandes d'absorption a 495, 525 et 560 nm, caractéristiques de colorants
a anthraquinones animales comme la cochenille, le signal enregistré en spectroscopie
de réflexion pour celles de la seconde partie ne présente aucune caractéristique per-
mettant de le rapprocher de colorants connus (Figure 1.19a). Aucun élément chimique
spécifique n'est détecté en spectroscopie XRF, ce qui suggeére la présence d'un colorant
organique seul, sans ajout de charge minérale dans la préparation de la peinture. Une
fluorescence intrinseque centrée a 630 nm est détectée pour ces peintures brunes (Fi-
gure 1.19b). Il est intéressant de noter que c'est le seul colorant du Codex Borbonicus a
présenter une fluorescence intrinseque [Pottier, 2017].

Les peintures brunes de la partie Il se caractérisent également par une signature
Raman avec des bandes de diffusion enregistrées entre 500 et 1700 cm™' (Figure 1.20).

Dans le but d'identifier le colorant correspond a ces signaux, les sources de co-
lorants utilisées par les populations azteques a cette période ont été inventoriées a
partir de sources historiques telles que le Codex de Florence*' [Anderson, 1963, Wal-

xii. ou Historia General de las Cosas de Nueva Espafia est un encyclopédie rédigée en nahuatl et en
espagnol, par le moine franciscain Bernardino de Sahagun, entre 1558 et 1577, qui décrit les coutumes
de la Nouvelle Espagne. Le livre XI, qui est un traité d'histoire naturelle, contient notamment les noms et
caractéristiques de divers matériaux colorants utilisés par les peintres et les teinturiers.
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Chapitre 1. Contexte et état de 'art

lert, 1995] et d'études analytiques sur d'autres codices mésoaméricains [Miliani et al.,
2012, Domenici et al., 2014]. Une bonne corrélation des spectres Raman des peintures
brunes de la partie Il du Codex Borbonicus et de laine teinte avec des feuilles de Justicia
spicigera [Casanova-Gonzalez et al., 2012] a été observée (Figure 1.20).
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(a) Spectres de réflexion des peintures brunes des parties | et Il et du substrat. (b) Spectres d’émission de fluorescence
des peintures brunes de la partie Il.
Aex 365 Nm

Figure 1.19 - Spectres de réflexion et d’émission de fluorescence des peintures brunes du Codex

Borbonicus.
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Figure 1.20 - Spectre Raman des peintures brunes de la partie Il du Codex Borbonicus

(Laser 532 nm, Soustraction de la ligne) de base
et spectre SERS d'un extrait de Justicia spicigera [Casanova-Gonzalez et al., 2012].
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Le mohuitli, terme en nahuatl pour Justicia spicigera, est cependant décrit dans le
Codex de Florence comme une source de colorant bleu. Aucune source historique ne
relate son mode de préparation pour une utilisation en tant que peinture pour manus-
crits et aucun rapport analytique ne mentionne sa présence dans d’autres manuscrits
mésoameéricains. Ces particularités ont ainsi motivé une étude approfondie de ce colo-
rant, faisant I'objet de cette these.

Avant de rentrer dans le détail du travail expérimental effectué, la fin de ce chapitre
est consacrée ala description de I'état des connaissances sur la plante tinctoriale Justicia
spicigera.

3 Justicia spicigera Schitdl.

3.1 Présentation

3.1.1 Taxonomie, appellations botaniques et vernaculaires

L'espéce Justicia spicigera Schlitdl. ¥ fait partie de la famille des Acanthacées. Selon
les données de Plants of the World Online*", 18 synonymes botaniques coexistent (Ta-
bleau 1.1). D'apres la plateforme GBIF (Global Biodiversity Information Facility) ', les plus
couramment employés sont Jacobinia spicigera, Jacobinia mohintli et Jacobinia neglecta
(Figure 1.21).

Jacobinia neglecta A.Gray

Jacobinia mohintlii (Moc. & Sessé ex Nees) Benth. & Hook.fil. I

Jacobinia spicigera (Schitdl.) L.H.Bailey

~  Justicia spicigera Schhdl.

Figure 1.21 - Noms employés dans les occurrences sur la plateforme GBIF [noa, b].

xiii. Schltdl. (ou Schlecht.) pour Diederich Franz Leonhard von Schlechtendal.

xiv. Base de données des Jardins botaniques royaux (Royal Botanic Gardens) de Kew (Royaume-Uni) met-
tant a disposition les noms scientifiques acceptés et les synonymes botaniques d'une grande sélection
de plantes a graines.

xv. Plateforme rassemblant des bases de données de collections d'histoire naturelle et d'observations
dans la nature pour la description de la biodiversité (plantes, animaux ou organismes unicellulaires).
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Tableau 1.1 - Classification et synonymes botaniques de Justicia spicigera, d'aprés Plants of the
World Online [noa, d].
= pour les synonymes homotypiques (ou homenclaturaux) et = pour les synonymes
hétérotypiques (ou taxinomiques).

Régne | Plantae

Phylum | Tracheophyta

Classe | Magnoliopsida

Ordre | Lamiales

Famille | Acanthaceae

Genre | Justicia L.

Espéce | Justicia spicigera Schltdl.

= Jacobinia mohintli Hemsl.

= Jacobinia spicigera (Schltdl.) L.H.Bailey

Sericographis mohintli Nees

= Aphelandra ghiesbreghtiana (Lem.) Lem.

= Cyrtanthera ghiesbreghtiana (Lem.) Decne.

= Drejera willdenowiana Nees.

= Jacobinia atramentaria (Benth.) S.F.Blake

= Jacobinia ghiesbreghtiana Benth. & Hook.f.

= Jacobinia neglecta A.Gray

= Jacobinia scarlatina S.F.Blake

= Justicia atramentaria Benth.

= Justicia ghiesbreghtiana Lem.

= Justicia ghiesbreghtii Lem.

= Justicia liebmanii V.AW.Graham

= Justicia mohintli Moc. & Sessé ex Nees
= Justicia scarlatina (S.F.Blake) V.A.W.Graham
= Sericographis ghiesbreghtiana (Lem.) Nees

= Sericographis neglecta Oerst.

On la trouve également sous de nombreuses appellations locales vernaculaires,
comme mohintli, muicle, muitle, sacatinta, etc. (détails en Annexe B). Les traductions
entre les langues indigenes et 'espagnol, ainsi que les attributions botaniques ont pu
entrainer avec le temps certaines confusions [Anderson, 1963, Espejo Muriel, 2019].

Par exemple, selon [Hernandez, 1959], le colorant bleu extrait de la plante a indigo
des Amériques (Indigofera suffructicosa ou xiuhquilitl en nahuatl) était nommé par les
indigenes tlacehoili, tlaceluilli mais aussi mohuitli, appellation aujourd’hui réservée au
colorant extrait de Justicia spicigera.
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Par ailleurs, sous l'appellation sacatinta (en espagnol, sacar : enlever et tinta : le co-
lorant), nous retrouvons deux autres espéces tres similaires du genre jJusticia : J. tincto-
riella et J. macrantha*"'. Leur utilisation en teinture est trés proche ce qui peut expliquer
gu'elles ne soient pas distinguées [Parkin, 1905, Alexander, 1937, Roquero, 2006, Car-
don, 2014].

3.1.2 Description

Justicia spicigera est un arbuste mesurant de 1 a 1,5 metre de haut. Il présente de
nombreuses branches d'un demi-centimetre a un centimetre d’épaisseur, recouvertes
d'un léger duvet. Ses feuilles sont persistantes; elles sont d'un vert mat foncé, de cinqg a
sept centimeétres de longueur et trois centimeétres de diamétre, lancéolées ' et au pé-
tiole court. Elles poussent de maniéres opposées, alternant par paires. Les fleurs sont
oranges ou rouges, tubulaires, en « forme de trompette », d’environ trois centimetres
de longueur. Elles poussent groupées a la jonction de la tige et de la feuille ou en partie
terminale de la plante (Figure 1.22). La floraison a lieu de décembre-janvier a mai-aodt.
Les fruits ont une forme de capsule, ils sont discrets, d'environ deux centimetres; la
fructification est rare, de mars a mai [Thomas, 1866, Argueta et al., 1994, Pena Aguero,
2010, Cardon, 2014, Baqueiro-Pefia et Guerrero-Beltran, 2014].

3.1.3 Distribution actuelle et habitat

L'arbuste de Justicia spicigera est originaire du Mexique, notamment des états du sud
(Chiapas, Hidalgo, Mexico, Morelos, Nayarit, Puebla, San Luis Potosi, Tlaxcala, Yucatan).
On le retrouve principalement dans d'autres pays d’Amérique Centrale (Belize, Hon-
duras, Costa Rica, Salvador, etc.) ainsi que dans certaines régions d’Amérique du Sud
et des Etats-Unis (Figure 1.23) [Pena Aguero, 2010, Baqueiro-Pefia et Guerrero-Beltran,
2014].

Il est présent dans des climats chauds, semi-secs, secs et tempérés, depuis le niveau
de la mer jusqu’a 3000 m d'altitude; on le trouve dans les taillis*'" humides ou secs, les
foréts tropicales caduques, semi-caduques et persistantes, les foréts de nuage (bosque
mesdfilo de montaria)**, les foréts de chénes, de pins et mixtes chénes-pins. On peut
aussi noter sa présence dans des zones désertiques (matorral xerdfilo). Il est trés fré-
guemment cultivé dans les jardins familiaux pres des villages et pousse également le

xvi. Synonymes botaniques en Annexe C (Tableau C.1).

xvii. En forme de fer de lance.
xviii. Partie d'un bois ou d'une forét, composée d'arbres de petit diametre que I'on coupe périodique-
ment, et qui croissent a partir des anciennes souches, par des rejets ou drageons.

xix. Type de forét humide en milieu tropical de montagne.
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long des routes [Argueta et al., 1994, Cardon, 2014].

PLATE 666 ADDISONIA

JACOBINIA SPICIGERA

(a) Photographie d'un spécimen de Justicia spicigera. (b) Schéma d'une tige Justicia spicigera,
©FloraPix. extrait de [Alexander, 1937].
1. Une tige fleurie 2. La base de la fleur, avec bractées et
calyce 3. Pointe de la lévre inférieure 4. Une étamine, x10
5. Un pistil x10.

Figure 1.22 - Justicia spicigera

. Bahamas

%{ . :&_épublique dominicaine

] Belize
duras

Guatema #

Salvador

« Trinité et Tobago
Costa Ric;\

Figure 1.23 - Distribution géographique de J. spicigera, d'apreés Plants of the World Online [noa, d].
En vert : plante native. En violet : plante introduite.
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3.2 Usages et propriétés

Cette plante a été utilisée au Mexique deés I'époque préhispanique pour ses proprié-
tés thérapeutiques et colorantes.

3.2.1 Données historiques

Les premieres données ethnographiques sur son utilisation remontent a la seconde
moitié du 16°™Me siécle. Aprés son voyage au Mexique, dés 1570, le médecin et botaniste
Francisco Hernandez témoigne de l'usage de la plante par les Azteques en teinture et
en médecine : I'eau dans laquelle elle a été trempée et écrasée soigne la dysenterie et la
gale, stoppe les flux menstruels excessifs et teint la laine en violet (« Cura las disenterias
y detiene el flujo menstrual excesivo tomando cuantas veces sea necesario el agua
donde se haya remojado, machacada, por algun tiempo; cura la sarna, y tifie las lanas
de color purpura. ») [Hernandez, 1943, Hernandez, 1959].

Outre-Atlantique, des rapports datant du 18¢™¢ siécle indiquent I'utilisation de la
plante pour 'obtention d'un colorant bleu a ’'Académie de San Carlos (Espagne) [Baqueiro-
Pefa et Guerrero-Beltran, 20171].

Les sous-parties suivantes décrivent les usages de la plante dans les pratiques ac-
tuelles.

3.2.2 Médecine

Dans la médecine traditionnelle de la péninsule du Yucatan, l'infusion des feuilles de
Justicia spicigera est décrite comme un reméde contre les maux de téte, les troubles di-
gestifs ou encore I'hypertension et I'épilepsie. La décoction des feuilles et des branches,
voire des fleurs, est indiquée pour le traitement des maladies de la peau (érysipéle, sy-
philis ...), contre la fievre ou encore les infections pulmonaires [Ortiz-Andrade et al.,
2012].

Diverses études pharmacologiques ont été menées afin de mettre en évidence les
propriétés anti-oxydantes [Sepulveda-Jimenez et al., 2009, Garcia-Marquez et al., 2012,
Awad et al., 2015, Baqueiro-Pefia et Guerrero-Beltran, 2017], anti-diabétiques [Ortiz-
Andrade et al., 2012], anti-hypertensives [Esquivel Gutierrez, 2013], anti-dépressives
[Cassani et al., 2014, Garcia-Rios et al., 2019], anti-cancer [Alonso-Castro et al., 2012] ou
encore anti-inflammatoires [Perez Gutierrez et al., 2018] de I'extrait de Justicia spicigera.
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3.2.3 Teinture

Le colorant extrait de Justicia spicigera est utilisé dans 'artisanat local (vannerie, tein-
ture de textiles) pour la production de nuances allant du rouge au bleu. Il a été employé
par les peuples huasteque, maya et nahua** durant I'époque préhispanique, la période
coloniale et I'est toujours actuellement [Baqueiro-Pefia et Guerrero-Beltran, 2014].

Plusieurs procédés de teintures sont rencontrés selon les applications et les régions.
Différents exemples de pratiques de teinture actuelles sont présentés ici.

\\ MEXI?FUJ i g i
/-’”\

%.g CRicontepec /_‘_______,,...-ﬂ_ N
L ito Judrez ﬂ-\w r?,

ﬁ&fﬂ}l | %p ,,H L\

’:L\ ‘\i' e ‘\f
x\{ b L
ﬁ BLA Sant‘a ) Maria Mzohﬁa f‘
y ®e Teotitlér%del Valle -
Pinotepa de Don Luis ——. Tehuam.epec M
omoste
1 % salcajé

® san Juah La Laguna

Figure 1.24 - Carte du sud du Mexique et Guatemala.

Dans la région de Veracruz (MX), les feuilles de justicia spigera sont principalement
utilisées dans le domaine de la vannerie pour teindre des paniers. Les feuilles fraiches
ainsi que les fibres végétales (roseau ou «vigne », bejuco) a teindre sont mises a bouillir
dans des cuves en cuivre durant toute une journée ou une nuit. Dans les communauteés
nahuas de Hueycuatitla (Benito Juarez, Veracruz) et Alahualtitla (Chicontepec, Veracruz)
(Figure 1.24), deux types de muitle ont été introduits d’'Hidalgo et sont utilisés : Justicia
spicigera pour les teintes rouges et une autre espece de Justicia non classifiée botani-
guement pour les teintes bleues [Hernandez Ramos, 2009, Baqueiro-Pefa et Guerrero-
Beltran, 2014].

Pour la teinture de textiles, on peut distinguer deux cas : l'utilisation de Justicia
spicigera seule ou conjointement a de I'indigo. Pour commencer, voici les différents
procédés de teinture utilisant Justicia spicigera seule.

Justicia spicigera est considérée comme l'une des plus anciennes plantes tinctoriales
utilisées par les artisans tisserands de Santa Maria Atzompa (Oaxaca, MX) (Figure 1.24).

xx. Les Azteques font partie des Nahuas.
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lIs I'utilisent pour obtenir des teintes bleue-grises [Baqueiro-Pefa et Guerrero-Beltran,
2014]. Si les feuilles restent a macérer dans de I'eau pendant une semaine, on peut
obtenir des tons violet et bleu. Si une couleur rosée est désirée, du citron est ajouté;
pour les gris, de la chaux ou du bicarbonate de soude [Terrazas Mata, 2012].

Une recette traditionnelle du Chiapas (MX) (Figure 1.24) consiste a faire macérer et
fermenter les feuilles fraiches dans de I'eau pendant 21 jours. Les feuilles sont ensuite
retirées et les fibres préalablement mordancées sont plongées dans le bain de teinture
qui est chauffé jusqu’a 80-90 °C de 30 min a une heure. Cela permet I'obtention de
bleus-violets intenses sur laine mordancée a l'alun et de violets pales ou mauves sur
coton mordanceé a la lessive de cendre, I'acétate d'alun et la poudre de craie [Ovarlez,
2008, Cardon, 2014].

A Teotitlan del Valle (Oaxaca, MX) (Figure 1.24), les feuilles détachées des branches
et coupées, ainsi que les fibres a teindre sont mises dans de I'eau dans un récipient
en cuivre ou en aluminium et sont chauffées avec un léger bouillonnement quelques
heures. Au bout d'une heure de chauffage, un bleu intense est déja obtenu [Behan,
2021].

Une pratique populaire chez les teinturiéres nahuas consiste a faire macérer les
branches de mohuitli dans le bouillon récupéré de la cuisson du mais (nejayote ou agua
de nixtamal), pour laquelle de la chaux est ajoutée afin d’attendrir les grains. Apres avoir
retiré les branches, les fils de coton ou de la laine sont plongés dans le bain résultant.
La teinte bleue intense est obtenue par oxydation a l'air lorsque I'on ressort les fibres
de la cuve. Les artisans nahuas de Hueyapan (Puebla, Mexique) (Figure 1.24) préparent
aussi le colorant en utilisant la plante avec un mordant a base d'alun et de vinaigre
pour obtenir de teintes brunes-verdatres [Roquero, 2006]. Des exemples de tests de
teintures selon ces pratiques réalisés par Ana Roquero (communication personnelle)
sont présentés dans le Tableau 1.2).
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Tableau 1.2 - Tests de teintures réalisés par Ana Roquero (communication personnelle).
©Ana Roquero

Préparation Fibre Couleur Photographie

144

Justicia
<;q>ici5erq

Sans mordant, 3 jours de macération Coton Bleu ciel

Bichromate de potassium Laine Bleu foncé £ J“f;’f”jm
Alun + vinaigre Laine Vert é .
o Justica
\‘ %?\i\sem

Alun + agua de nixtamal + citron Coton Violet

Carbonate de sodium + eau chaude,

(GE%

Coton Violacé
Justicia

Spicigera

récipient fermé, 12 heures

Carbonate de sodium + agua de nixtamal + .
) o i Coton Bleu-violet, rose
eau bouillante, récipient fermé, 8 heures

A San Juan La Laguna au bord du lac Atitlan (GT) (Figure 1.24), se trouve une grande
communauté tres active de femmes tisserandes. Pour la teinture de fibres, les plantes
locales sont utilisées, notamment sacatinta. Dans la coopérative « TZ'utujil », les fibres
de coton a teindre sont d'abord trempées dans un bain ou des écorces de bananiers
ont préalablement bouillies pendant 2 a 3 heures; cela joue le réle de mordant. Soit les
feuilles (et parfois les branches, voire les fleurs) de sacatinta sont mises a bouillir seules
pendant 30 min et retirées avant de tremper dans le bain les fibres a teindre, soit elles
sont bouillies directement avec les fibres (Figure 1.25). Plusieurs nuances de couleur
peuvent étre obtenues selon la saison, la quantité utilisée, la température du bain ou
encore le temps d'immersion. Concernant l'influence de la saison, la présidente Maria
Gloria explique que s'il y a beaucoup de pluie, la teinture obtenue sera bleue claire, car
les feuilles contiennent beaucoup d’eau et si c'est une saison seche, ce sera plutot une
teinture grise. Une fois sorties du bain de teinture, les fibres sont essorées, rincées ou
lavées avec du savon et suspendues pour séchage avant d'étre tissées. Le processus
allant de la récolte des plantes tinctoriales a 'obtention de la fibre teinte préte a étre
tissée peut prendre jusqu'a 20 jours [noa, ¢, Sinisterra, 2018, Diggins, ]

36



3. Justicia spicigera Schltdl.

Figure 1.25 - Préparation du bain de sacatinta par les tisserandes de Tz'utujil. [noa, €]

Par ailleurs, dans de nombreuses localités, Justicia spicigera est utilisée mélangée a
de lI'indigo.

Au Guatemala, dans la ville de Salcaja (Figure 1.24), les cuves d'indigo sont montées
avec des branches fraiches de sacatinta, achetées au marché de la ville ou cultivées dans
les jardins familiaux. Les proportions sont les suivantes : environ 45 kg de branches de
Justicia pour 9 kg d'indigo en carreaux, importé du Salvador [Cardon, 2014].

Un procédé similaire de cuve aux Justicia et a I'indigo était utilisé par les tisserands
de couvertures de laine dans la région de Momostenago (GT) (Figure 1.24) [Cardon,
2014].

A Tehuantepec (Oaxaca, MX) (Figure 1.24), Miguel Ordononez et sa fille teignaient
le coton a froid avec de l'indigo et du muicle. D'une part, une cuve avec de la cendre de
feuille de bananier, de la chaux et de I'indigo en poudre était préparée et laissée a ma-
cérer dans de I'eau pendant quatre jours. D'autre part, dans un autre récipient, le muicle
était écrasé avec une pierre et macéré dans de I'eau; on le recouvrait et on le laissait
fermenter pendant quatre jours. Aprés quoi, il était filtré et ajouté a la cuve d'indigo :
le bain de teinture était prét pour recevoir les fibres de coton a teindre [Terrazas Mata,
2012].

Une famille de teinturiers a I'indigo de Pinotepa de Don Luis (Oaxaca, MX) (Figure
1.24) explique aussi que Justicia spiciera était anciennement mélangée a des cuves d'in-
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digo pour obtenir une couleur bleue plus soutenue [Klein, 1997].

Les raisons sont diverses. La premiére est de réduire le colt de fabrication lié a I'uti-
lisation de I'indigo en le substituant en partie par Justicia spicigera, poussant localement
et abondamment, étant donc une ressource peu chére [de Avila, 2009]. La seconde est
liée au double réle de colorant et agent réducteur que peut jouer sacatinta dans les
cuves d'indigo : la fermentation des feuilles de Justicia accélererait la réduction du bain
de teinture, nécessaire pour la fixation de l'indigo sur les fibres, tout en ajoutant de
la couleur [Terrazas Mata, 2012, Cardon, 2014]. On retrouve un procédé similaire en
Europe avec l'utilisation du pastel dans les cuves d'indigo [Cardon, 2014].

De maniére plus anecdotique, on peut citer 'usage de Justicia spicigera mélangée a
de la cochenille dans la région de Tehuantepec (Mexique) pour obtenir du violet [Ro-
quero, 2006].

On peut noter que lorsqu'il est utilisé seul, le colorant de Justicia spicigera est décrit
comme peu résistant a la lumiére [de Avila, 2009, Terrazas Mata, 2012, Baqueiro-Pefia
et Guerrero-Beltran, 2014].

Le colorant extrait de Justicia spicigera est ainsi employé pour I'obtention de
teintes variées allant du rouge au bleu-violet passant par le vert, dépendantes
des modes d’extraction et de préparation (pH du bain, ajout de mordant) mis en
ceuvre. Selon les pratiques, ce colorant est utilisé seul ou conjointement a de l'in-
digo.

3.2.4 Autres applications

Comme l'indigo, Justicia spicigera est aussi employée, du Guatemala a la Colombie
pour l'azurage du linge apres la lessive : une simple infusion a froid dans I'eau de rincage
permet de blanchir les tissus [Roquero, 2006, Cardon, 2014, Zarate Betancourt, 2016].

Plus récemment, dans le domaine agroalimentaire, en plus de son potentiel de colo-
rant, I'extrait de muicle est utilisé pour la formulation d'aliments fonctionnels * a forte
teneur en anti-oxydants comme des yaourts, des gelées ou tortillas [Pavon-Garcia et al.,
2011, Jiménez Ortega et al., 2018, Alvarez-Poblano et al., 2020, Castro-Alatorre et al.,
2021].

Les extraits de Justicia spicigera ont aussi été utilisés dans des voies vertes de syn-
thése de nano-particules et de nano-alliages d'argent [Bernardo-Mazariegos et al., 2019,

xxi. Les aliments fonctionnels (ou alicaments) sont des aliments qui offrent des avantages pour la santé
au-dela de la nutrition de base, car ils contiennent des composants qui ont le potentiel d'améliorer la
santé, physique ou mentale, et de réduire le risque de certaines maladies ou problémes de santé.
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Ruiz-Baltazar, 2020] ainsi que de nano-particules d'oxyde de zinc [Soto-Robles et al.,
2021].

3.3 Caractérisation physicochimique

3.3.1 Premiéres observations générales

Les premieres observations chimiques sur l'extrait de Justicia spicigera ont été me-
nées par Francois-Joseph Thomas, pharmacien et aide-major lors de son voyage au
Mexique a la fin du 19°™e siécle [Thomas, 1866]. Il rapporte que lorsque les feuilles
fraiches de mohitli sont mises dans de I'eau, on observe l'apparition d'une teinte rosée
au bout de quelques minutes, virant au bleu apres quelque temps. L'intensité de la cou-
leur augmente au cours de la macération. Si les feuilles sont préalablement broyées,
I'apparition de la couleur est bien plus rapide. Un liquide coloré similaire peut étre
également obtenu par infusion™ ou décoction" des feuilles. Aprés avoir retiré les
feuilles, lorsque 'on examine a la lumiére le liquide coloré obtenu, il apparait bleu vio-
let par transparence et rouge carmin par réflexion. Thomas propose un protocole pour
extraire efficacement la matiére colorante des feuilles : macération de feuilles fraiches
pendant 24 h, filtration grossiere de la solution, chauffage jusqu’a ébullition, de nou-
veau filtration, plus fine cette fois, puis évaporation de la solution jusqu’a siccité. La
matiere seche obtenue peut-étre ensuite réduite en poudre. Il note qu’en utilisant les
mémes feuilles, il faut répéter le protocole trois fois pour extraire toute la matiére co-
lorante. Pour ses propriétés tinctoriales, Thomas note une certaine proximité avec les
bois de teinture ou l'orseille.

Il met en évidence a travers deux expériences la nécessité de présence d'oxygene
pour que la coloration bleue violette soit observée (Figure 1.26). Premierement, si la
macération des feuilles est réalisée dans un récipient hermétique totalement rempli
avec de l'eau préalablement bouillie pour la dégazer, le liquide présente une teinte
verdatre. Au bout de quelques heures, un précipité vert floconneux est repéré. Lorsque
que la solution est exposée de nouveau a l'air libre et agitée, la teinte bleue violette
réapparait. Par ailleurs, si 'on verse goutte-a-goutte la solution colorée bleue violette
dans du chlorure d’étain SnCl,, agent réducteur, on remarque dans un premier temps,
la décoloration compléte de la teinture. Puis a force d'ajouts, une coloration verdatre
apparait et un précipité vert foncé floconneux se forme.

xxii. Extraction consistant a verser sur les plantes de I'eau ayant été portée a ébullition.
xxiii. Extraction consistant a porter a ébullition de l'eau et des plantes.
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Figure 1.26 - Reproduction des observations de Thomas vis-a-vis de I'oxydo-réduction de la
solution de Justicia spicigera.
(a) Solution obtenue aprés une macération a l'air libre pendant une demi-journée (violet).
(b) Solution obtenue apreés 6 jours bouchée hermétiquement (décoloration).
(c) Solution obtenue aprés exposition a l'air libre pendant 10 min (coloration violette en surface).
(d) Solution obtenue aprés agitation pendant 30 secondes (violet).

Par ailleurs, Thomas fait le rapprochement entre le comportement de la solution
colorée de Justicia spicigera et celui de la teinture de tournesol (ou /itmus en anglais)
en présence d’acides ou de bases. La teinture de tournesol est un indicateur coloré
de pH composé d'un mélange de composés colorés extraits de lichens dont la majorité
contiennent le chromophore 7-hydroxy-phénoxazin-3-one. Dans des conditions acides,
la forme protonée rouge est prédominante; pour des valeurs de pH supérieures a 7,
c'est la forme déprotonée, bleue, qui prédomine. La forme neutre est quant a elle vio-

lette (Figure 1.27) [Beecken et al., 2003].
LT
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Figure 1.27 - Equation acido-basique pour le chromophore 7-hydroxy-phénoxazin-3-one,
extrait de [Beecken et al., 2003].

Thomas propose un mécanisme de formation du colorant a partir d'un précurseur
incolore présent dans les feuilles, la mohitline qui se dissoudrait et s'oxyderait lors la
mise en contact avec de l'eau pour donner la mohitléine. Elle s'oxyderait a son tour en
acide mohitlique qui, combiné avec les bases des sels alcalins de I'eau ou de la plante
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produirait la matiére colorante bleue (Figure 1.28.)

Oxydation Oxydation
Mohitline Mohitléine ————— Acide mohitlique Matiere colorante bleue
incolore +0 vert +0 -H*

Figure 1.28 - Mécanisme de formation du colorant de Justicia spicigera, d’aprés les descriptions
de [Thomas, 1866].

Un peu plus tard, Parkin complete les observations de Thomas [Parkin, 1905]. Ses
commentaires s'appliquent aussi bien a I'espece Justicia spicigera (dans le texte, Jacobi-
nia mohintli) qu'a Justicia tinctoriella (Jacobinia tinctoria)*". Comme Thomas, il décrit la
couleur de I'extrait obtenu comme violette en lumiere transmise et rouge en lumiere
réfléchie; il ajoute dans sa description la notion d'impression de fluorescence de la so-
lution. Il note également la variation de couleur selon le pH : si un ajout d'acide « prive
la solution d’'une partie de sa couleur », I'ajout d'alcalin fait virer la solution au bleu,
voire au vert. Les agents réducteurs comme le chlorure d'étain, ainsi que les micro-
organismes en absence d'oxygene, décolorent la solution. La couleur originale revient
en exposant de nouveau la solution a de l'oxygeéene.

Selon lui, le colorant n'existerait pas tel quel dans la plante vivante. Il se formerait
par réaction enzymatique et la présence d’oxygene serait nécessaire a sa formation. Il
fait le parallele avec la formation de l'indigotine : les deux précurseurs incolores dans
les feuilles des plantes a indigo, l'indican et I'isatan B, subissent lors de I'extraction une
hydrolyse enzymatique pour former deux entités d'indoxyl qui, par oxydation, donnent
I'indigotine (Figure 1.29). Ainsi, par analogie, il suggére que le chromogéne de Justicia
spicigera soit aussi un glycoside. Ce dernier et son enzyme se trouveraient dans deux
endroits différents au sein des cellules vivantes de la plante (par exemple, dans le pro-
toplasme et la séve) et quand la cellule est détruite, les deux entités rentreraient en
contact. Il se formerait d'abord un intermédiaire incolore qui se transformerait en co-
lorant lors de son exposition a l'air (possiblement assisté par l'action d’'un oxidase). La
différence notable est la solubilité du colorant bleu obtenu : alors que l'indigotine est
insoluble dans l'eau, la matiére colorée extraite des Justicia est soluble.

xxiv. Pour rappel, espéces botaniques souvent confondues, que I'on trouve sous 'appellation commune
sacatinta et dont les usages en teinture sont proches.
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Figure 1.29 - Formation de lI'indigotine a partir des précurseurs indican et isatan B, extrait
de [Raji et al., 2020].

Ces diverses observations seront reprises et approfondies lors du travail expéri-
mental réalisé sur I'extrait de Justicia spicigera dans le cadre de cette these.

3.3.2 Etudes phytochimiques

L'extrait de Justicia spicigera étant largement utilisé en médecine traditionnelle, de
nombreuses études pharmacologiques ont été menées, alors que les recherches phy-
tochimiques sont, quant a elles, plus rares. Plusieurs ont, tout de méme, été menées
afin de relier les propriétés pharmacologiques/médicinales de I'extrait a des molécules
bioactives. De ces études, on peut lister la présence des composés suivants.

Tout d'abord, plusieurs flavonoides ont été identifiés : des flavonols et flavanols, et
leurs glycosides (Figure 1.30). La kaempféritrine (3,7-dirhamnoside de kaempférol) et
des tri-rhamnosides de kaempférol ont été identifiés dans des extraits éthanoliques
[Euler et Alam, 1982, Dominguez et al., 1990, Ortiz-Andrade et al., 2012]. L'hespéridine,
la naringénine et le kaempférol ont été détectés dans des extraits chloroformiques de
Justicia spicigera [Esquivel Gutierrez, 2013].
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Figure 1.30 - Flavonoides identifiés dans les extraits de Justicia spicigera.
(1) Kaempféritrine (2) Hespéridine (3) Kaempférol (4) Naringénine.

Le p-sitosterol et un de ses 3-O-glucoside, ainsi que l'allantoine et la cryptoxanthine

| ont été mis en évidence dans des extraits a base d’hexane-isopropyle-éther-méthanol
(Figure 1.31) [Dominguez et al., 1990].
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Figure 1.31 - Composés identifiés par [Dominguez et al., 1990] dans les extraits de J. spicigera.
(1) R=H: g-sitosterol et R = Glu : 3-O-glucoside de g-sitosterol (2) Allantoine (3) Cryptoxanthine.
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Des dérivés du 2-amino-4,5-diméthoxyphénol (Figure 1.32) ont été détectés dans
des extraits hexane-acétate d'éthyle de J. ghiesbreghtiana (synonyme de justicia spici-
gera) [Ismail et al., 1998, Lorenz et al., 1999].

Le composéisolé (1), incolore, est reporté comme instable; son produit de dégrada-
tion est bleu-violet. La perte de deux hydrogénes constatés dans les spectres de masse
et les déplacements chimiques en RMN suggerent la formation du composé (3) (Figure
1.32). Des analyses plus poussées sur ce composé coloré pour confirmer sa structure
n‘ont pas pu étre réalisées, car il était lui méme instable.
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Figure 1.32 - Dérivés du 2-amino-4,5-diméthoxyphénol identifiés dans les extraits de J.
ghiesbreghtiana par [Ismail et al., 1998, Lorenz et al., 1999].
(1) Acide 4-amino-3-hydroxy-N-(2-hydroxy-4,5-diméthoxyphényl)-4-oxobutanoique
(2) Justiciamide, 4-hydroxy-N-(2-hydroxy-4,5-diméthoxyphényl)-L-glutamine
(3) Structure hypothétique du produit de dégradation coloré de (1).

Dans des extraits éthanol-eau de feuilles fraiches, I'azulene, I'eucalyptol et le phytol
ont été identifiés par GC-MS comme composés majoritaires. Le phytol et les acides
linoléique et oléique sont les principaux constituants détectés dans les feuilles séchées
[Baqueiro-Pefa et Guerrero-Beltran, 2017] (Figure 1.33).

La procumbenoside B (Figure 1.34) a été reportée dans des extraits méthanoliques
[Perez Gutierrez et al., 2018].
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Figure 1.33 - Composés identifiés par [Baqueiro-Pefia et Guerrero-Beltran, 2017] dans les extraits
de Justicia spicigera.
(1) Azuléne (2) Eucalyptol (3) Phytol (4) Acide linéoléique (5) Acide oléique.

Figure 1.34 - Procumbenoside B.

Aucun de tous ces composés cités ne sont cependant responsables de la coloration
bleue-violette de I'extrait.

Certaines études se sont concentrées plus précisément sur la caractérisation des
composés colorés. Des analyses des extraits de J. spicigera par HPLC-DAD et par spec-
troscopie Raman ontrévélé 'absence d'indigotine dans sa composition chimique [Ushida
et al., 2005, Roquero et Nowik, 2006, Terada, 2008, Casanova-Gonzalez et al., 2012].

L'hypothése de l'appartenance du principe coloré a la famille des anthocyanes a
également été formulée [Watson, 2005, Roquero et Nowik, 2006, Pavon-Garcia et al.,
2011, Espinosa-Morales et al., 2012]. Alors que [Awad et al., 2015] semblent identifier
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une série de 12 anthocyanes extraits des feuilles avec de I'éthyl-acétate, [Baqueiro-Pefna
et Guerrero-Beltran, 2017] révelent I'absence d'anthocyanes monomeériques dans les
extraits aqueux et éthanoliques de J. spicigera.

Ainsi, a notre connaissance, les composés colorés responsables de la coloration
bleue-violette dans I'extrait de justicia spicigera étaient encore non identifiés au début
du projet.

3.4 Les autres espeéces Justicia colorantes

D’autres especes du genre Justicia sont utilisées a travers le monde pour produire
des colorants. Nous avons cherché a savoir si les molécules colorantes étaient caracté-
risées pour ces especes.

Justicia betonica fait partie des plantes tinctoriales utilisées en Uganda [Wanyama
et al.,, 2010, Wanyama et al., 2010]. Un colorant bleu-violet est extrait des feuilles. Des
tests phytochimiques standards ont permis de mettre en évidence la présence d'al-
caloides, flavonoides, glycosides, protéines et tannins dans les extraits aqueux et mé-
thanoliques [Manokari et al., 2019]. Quatre glycosides de triterpénoides (justiciosides
A-D) et quatre alcaloides dérivés de quindolines ont été identifiés dans les feuilles de
J. betonica par [Kanchanapoom et al., 2004, Subbaraju et al., 2004]. Les composeés res-
ponsables de la coloration bleue ne semblent néanmoins pas clairement identifiés.

Le colorant bleu-violet extrait des feuilles et racines de Justicia wynaadensis (Nees)
T. Anderson est utilisé dans la préparation d'un dessert consommeé lors de la période
des moussons dans la région de Karanataka (Inde). La présence de flavonoides (dont
des anthocyanes), d'autres composés phénoliques, de saponines et de protéines dans
les extraits aqueux obtenus a partir de feuilles et racines fraiches a été révélée lors de
tests phytochimiques standards [Nigudkar et al., 2014]. La coloration violette de |'extrait
brut, correspondant a un maximum d'absorption 4,,,,. = 589 nm, pourrait étre attribuée
ala présence d'anthocyanes [Patil et al., 2015], mais aucune structure n'a été proposée.

Les feuilles fraiches de Justicia secunda Vahl, originaire d’Amérique du Sud, sont
bouillies jusqu’a I'obtention d'une coloration violette intense. Elles sont notamment
consommées comme boisson tonifiante dans plusieurs pays africains, comme le Ghana,
la Cbte d'lvoire, le Nigeria ou le Congo [Koffi et al., 2013, Anyasor et al., 2020, Yamoah
et al.,, 2020]. La coloration rose a violette, caractéristique de I'extrait aqueux de J. se-
cunda, pourrait étre attribuée a la présence de polyphénols tels que les anthocyanes
ou tannins [Anyasor et al., 2020]. Deux glycosides de lutéoline, un trihexoside et un di-
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pentoside, sont identifiés comme les flavonoides majoritaires dans les extraits aqueux
de J. secunda Vahl [Koffi et al., 2013].

Les feuilles de Justicia chlorostachya Leonard, endémique de la région de Chocé (Co-
lombie), permettent de teindre, en présence de mordant, diverses fibres végétales dans
des couleurs et teintes foncées [Pino Chala et al., 2003]. Les tests standards phyto-
chimiques d'extraits éthanoliques de J. chlorostachya ont mis en évidence la présence
de métabolites des familles suivantes : alcaloides, flavonoides, saponines et stéroides
[Pito-Benitez et Cordoba C., 2007, Chiluiza, 2011].

Pour finir, deux espéces de Justicia, originaires d’Amérique Centrale, Justicia tincto-
riella Bennet & Raizada et Justicia macrantha Benth. (synonymes botaniques et distribu-
tions géographiques en Annexe C) sont utilisées pour I'obtention d'un colorant proche
de celui extrait de Justicia spicigera (Figure 1.35).
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(a) Colorant obtenu avec Justicia spicigera et Justicia (b) Colorant obtenu avec Justicia macrantha
tinctoriella.

Figure 1.35 - Extraction du colorant de trois espéces de Justicia par Jean-Louis Dulaar [Dulaar, ].
©Jean-Louis Dulaar

Justicia tinctoriella (ou cuaja tinta™') donne une solution bleue lors d'une extraction
dans de I'eau chaude qui vire au rouge lors de I'ajout d'acides, comme le /itmus [Stand-
ley, 1938]. Elle est utilisée en teinture de la méme facon que Justicia spicigera, sans dis-
tinction de l'espece [Cardon, 2014]. Cette espéce est également utilisée pour l'azurage
du linge [Standley, 1938, Cardon, 2014]. Il est mentionné que Justicia tinctoriella était
tres utilisée en Amérique Centrale des I'époque préhispanique, mais que lors de leur
retour du Nouveau Monde, les chroniqueurs européens n'ont pas décrit cette espece;
cela peut étre d au fait qu'ils n'arrivaient pas a la différencier de justicia spicigera [Car-
don, 2014].

xxv. Mais aussi azul de mata, azul, sacatinta [Standley, 1938], tinta montes [Cardon, 2014], etc.
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L'utilisation de Justicia macrantha™"" semble moins répandue que les deux autres
especes [Standley, 1938, Malaret, 1959]. Aucune description précise concernant ses
usages, passes ou actuels, n'a été trouvé.

Nous constatons que Justicia spicigera n'est pas la seule espéce du genre Justicia a
produire un colorant bleu-violet. Pour plusieurs espéces, la présence d'anthocyanes
est suggérée pour expliquer cette coloration, mais aucune structure n'est clairement
identifiée.

Comme plusieurs especes de Justicia semblent étre la source d'un colorant similaire,
il n"est pas exclu qu'elles soient aussi a 'origine des caractéristiques spectrales enregis-
trées dans les peintures brunes du Codex Borbonicus. Il aurait été intéressant de pouvoir
se procurer des spécimens de chacune de ces espéces, surtout celles dont les distribu-
tions géographiques sont proches de celle de justicia spicigera afin de comparer leurs
compositions et leurs signatures spectrales. Cela aurait permis d'évaluer la spécificité
de la signature spectrale enregistrée sur les peintures du Codex Borbonicus a 'espece
Justicia spicigera.

Malheureusement, au cours de cette these, nous n'avons pu avoir acces qu'a l'es-
péce Justicia spicigera qui semble étre cependant celle qui est majoritairement em-
ployée. Nous avons donc centré notre étude sur sa caractérisation.

xxvi. Ou pata de gallo, sacatinta, azul [Standley, 1938]
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4 Bilan du chapitre

La caractérisation physico-chimique des matieres colorantes du Codex Borbonicus,
manuscrit aztéque du 16°™e siécle, par des techniques spectroscopiques non-invasives
a mis en évidence l'utilisation majoritaire de colorants organiques naturels. Certains
d’'entre eux, comme la cochenille ou le bleu maya sont couramment employés dans
des codices précolombiens, alors que d'autres sont bien plus rares, comme l'extrait de
Commelina coelestis, voire jamais reportés auparavant dans un codex mésoaméricain,
comme celui de Justicia spicigera.

Le colorant extrait de justicia spicigera a hypothétiquement été identifié dans les
peintures brunes de la partie Il du Codex Borbonicus grace a I'acquisition d’'un signal Ra-
man caractéristique. Sa comparaison avec des spectres publiés dans la littérature pour
des colorants mésoaméricains a permis de remonter a la source végétale du colorant.

Cependant, ce colorant est trés peu caractérisé du point de vue de sa composition
chimique. Les composés responsables de la coloration de I'extrait ne sont pas connus
etil n'est donc pas possible d'assurer que les composés a l'origine de la signature spec-
trale détectée soit spécifique a cette espece. Or, cela pourrait remettre en cause l'iden-
tification faite.

Par ailleurs, cette plante tinctoriale est traditionnellement utilisée en Amérique Cen-
trale pour la teinture de textiles en bleu-violet. Les couches du Codex Borbonicus ont
pourtant bien été peintes en brun a dessein a l'origine. La couleur apparente n’est, par
exemple, pas I'effet d'une dégradation du colorant. En effet, les éléments graphiques
de la seconde partie du manuscrit pour lesquels a été identifié le signal de jJusticia spi-
cigera sont la peau des prétres, les peintures corporelles des dieux, ou des attributs de
leur parure, et sont supposeés étre bruns. Ces éléments sont notamment communs a la
premiere partie du manuscrit ou a d'autres manuscrits précolombiens, comme le Codex
Borgia ou Codex Cospi [Miliani et al., 2012], dans lesquels ils présentent une apparence
similaire malgré des sources colorantes distinctes (Figure 1.36). Leur description dans
les sources historiques confirme également ces nuances de couleur. Par exemple, lors
des rituels, les prétes enduisaient leur corps avec une préparation sombre, a base de
cendres ou suie, et le maquillage du dieu Tezcatlipoca consiste en des bandes horizon-
tales sombres [Anders et al., 1991, Vauzelle, 2014].
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Partie | Partie Il

TEIEE

Figure 1.36 - Représentation du dieu Tezcatlipoca dans les deux parties du Codex Borbonicus.
©Assemblée Nationale

L'identification de justicia spicigera dans un manuscrit mésoaméricain est a notre
connaissance unique et aucune source historique ne mentionne son mode de prépa-
ration pour obtenir des peintures brunes.

Plusieurs questionnements ont ainsi motivé I'analyse approfondie en laboratoire du
colorant extrait des feuilles de Justicia spicigera, développée dans le présent travail de
thése.

Quelles sont les structures des molécules responsables de la coloration de I'extrait
de Justicia spicigera? Sont-elles a l'origine des signatures spectrales enregistrées in situ
pour les couches brunes de la seconde partie du Codex Borbonicus? Sont-elles spéci-
fiques a l'espéce Justicia spicigera? Quel est le mode de préparation du colorant pour
obtenir des peintures brunes a partir de I'extrait bleu-violet? Le travail décrit dans la
suite de ce mémoire va nous permettre de formuler quelques réponses.
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Chapitre 2

Techniques analytiques : principes et
équipements

La caractérisation moléculaire du colorant de justicia spicigera a été réalisée selon
I'approche classiquement adoptée pour I'analyse de mélanges moléculaires complexes,
visant a séparer puis caractériser les différents constituants du mélange.

Par ailleurs, des échantillons modeéles de couches de peinture fabriqués a partir du
colorant extrait de Justicia spicigera ont été caractérisés afin de relier leurs signatures
spectrales a des constituants moléculaires du mélange.

Ce chapitre présente les techniques analytiques mises en ceuvre dans cette dé-
marche. Un bref rappel de la théorie des différentes méthodes ainsi que les instru-
ments utilisés et les conditions d'analyses y sont décrits.
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1 Principes théoriques

Les colorants organiques naturels sont des mélanges moléculaires complexes. On
y retrouve souvent plusieurs especes colorées, de la méme famille de molécules ou
de familles distinctes, ainsi que d’autres constituants ne participant pas a la coloration
de l'extrait. L'analyse chimique de tels mélanges complexes se fait en deux étapes :
une phase de séparation des différents constituants du mélange, puis leur caractérisa-
tion avec comme objectif final I'identification de leur structure moléculaire (Figure 2.1).
Si dans certains cas, les molécules sont connues et qu'une simple comparaison a des
standards permet de les identifier, dans d’autres une élucidation structurale approfon-
die est nécessaire pour aboutir a leur caractérisation.

Séparer Caractériser

Spectroscopies
électroniques

Absorption UV-Vis l

Fluorescence UV-Vis l

________ Spectroscopies
vibrationnelles

Mélange Chromatographie en !
o '——>{ Infrarouge l

complexe phase liquide !

1
‘--’{ Raman l

Spectroscopies
———————— magnétiquesoude -- RMN
spin

Spectrométrie de
masse

Figure 2.1 - Principe de caractérisation d'un mélange moléculaire complexe.
N.B. Seules les techniques utilisées dans cette thése sont représentées ici.
Légende : traits pleins pour les techniques qui peuvent étre directement couplées a la HPLC.
Traits pointillés pour celles nécessitant la purification préalable des analytes.

Plusieurs techniques séparatives sont disponibles : les chromatographies en phase
gazeuse, en phase liquide, en fluide supercritique, I'électrophorese capillaire. La tech-
nique la plus couramment utilisée pour la séparation des colorants est la chromatogra-
phie en phase liquide (HPLC), dont le principe est détaillé dans la partie 1.1.

Une fois séparés, les constituants sont analysés par des techniques de caractérisa-
tion moléculaire, que lI'on peut diviser en plusieurs groupes : les spectroscopies élec-
troniques (absorption et émission de fluorescence UV-Vis), vibrationnelles (absorption
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infrarouge et diffusion Raman) et magnétiques (résonance magnétique nucléaire), ainsi
que la spectrométrie de masse. Leurs principes théoriques de fonctionnement seront
présentés dans la partie 1.2.

Certaines d'entre elles peuvent étre directement couplées a la chromatographie en
phase liquide (traits pleins dans la Figure 2.1), alors que d'autres nécessitent une pu-
rification préalable des composés d'intérét pour étre mises en ceuvre (traits pointillés
dans la Figure 2.1).

1.1 Techniques séparatives

La premiere étape dans I'analyse d'un mélange complexe est la séparation des com-
posés. Pour la séparation des colorants, qui sont pour la plupart polaires et hydroso-
lubles, la chromatographie en phase liquide s'impose comme technique de choix [De-
gano et al.,, 2009, Nowik, 2013, Pauk et al., 2014]. Leur faible volatilité et stabilité a haute
température limitent, par exemple, I'application de la chromatographie en phase ga-
zeuse [Cserhati, 2007].

1.1.1 Lachromatographie en phase liquide

La chromatographie en phase liquide (LC ou HPLC) repose sur la différence de distri-
bution des solutés entre deux phases non miscibles en contact : la phase stationnaire,
contenue dans une colonne et la phase mobile, la traversant. Selon l'affinité des solu-
tés pour la phase stationnaire et pour la phase mobile, dépendant de leurs propriétés
intrinséques, ils parcourent la phase stationnaire a des vitesses différentes, menant a
leur séparation.

Ondistingue la chromatographie analytique et la chromatographie semi-préparative
ou préparative (prep-LC)'. Les deux techniques ont pour objectif la séparation des com-
posés d'un mélange, mais si la finalité de la chromatographie analytique est leur iden-
tification, voire leur quantification, celle de la chromatographie préparative est le frac-
tionnement du mélange ou la purification d'un ou de plusieurs produits. Les fractions
ou les produits collectés peuvent étre utilisés a diverses fins : tests d'activité biologique,
formulation, synthese, caractérisation, test de stabilité, etc.

i. La différence entre les échelles semi-préparative et préparative réside dans la dimension des co-
lonnes utilisées : classiquement, de 21,2 a 30 mm de diameétre interne pour la semi-préparative et de 50 a
100 mm pour la préparative [Schulenberg-Schell et Tei, 2015]. Le terme préparatif est souvent employé
de facon générique pour décrire toutes les séparations a ces deux échelles, en opposition a I'échelle
analytique. Ainsi, par simplicité, dans ce mémoire, nous n'avons pas fait la distinction, et seul le terme
préparatif a été employé.
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Les performances des séparations chromatographiques dépendent de l'interaction
entre les solutés, la phase mobile et la phase stationnaire (Figure 2.2). La sélection du
systéme chromatographique est trés grandement influencée par ces interactions. Les
solutés sont imposés par la nature de I'échantillon analysé, mais les phases mobile et
stationnaire doivent étre choisies de fagon a optimiser la séparation.

Solute

= structure

= separation problem
(lipophilic/steric)

= Impurities

solubility spec, adsorption
stability Process (selectivity)
Performance
* retention

selectivity

/4

Mobile phase __ . _ Adsorbent
= viscosity elution strength ; = capacity
= purity compatibility = costs/g
= modifier stability = type (RP/NP/CSP etc.}
= temperature pressure drop = shape and diameter
iti = availability
= composition

Figure 2.2 - Interactions entre les solutés, la phase stationnaire et la phase mobile, extrait
de [Schulte et al., 2012].

1.1.2 Grandeurs chromatographiques

Les grandeurs utilisées pour caractériser une méthode de séparation chromato-
graphique sont les suivantes. Elles sont calculées a partir des caractéristiques des pics,
supposés gaussiens, détectés en sortie de colonne de séparation .

+ Le facteur de rétention k est défini selon :

(2.1)

avec t, le temps de rétention d’'un composé et , le temps mort de la colonne .

ii. Lestypes de détecteurs utilisés dans le cadre de cette these sont détaillés dans la partie 1.2.
iii. Correspondant au temps d'un composé non retenu.
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* La sélectivité a permet de caractériser la distance séparant le sommet de deux pics
consécutifs et est définie par :
tRz - to E

A= —— = 2.2

avec iy et iy les temps de rétention de deux composés consécutifs, k, et k, leurs
facteurs de rétention et 7, le temps mort de la colonne.

* La résolution, R, mesure la séparation entre deux pics selon :

RS=1,18.IR2_IR1 =0,59.M

—= 2.3
5, + 6, 5 (23)

moy.

avectp etry lestemps de rétention de deux composeés consécutifs, 4, et 5, les lar-
geurs a mi-hauteur des pics correspondants et ¢, la moyenne des largeurs a mi-
hauteur.

Plus la résolution est grande, meilleure est la séparation. Dans l'approximation de
pics gaussiens, on estime un retour a la ligne de base entre les deux pics pour une
résolution de 1,5.

* Lenombre de plateaux théoriques N permet de mesurer I'efficacité du systeme chro-
matographique, dont dépend I'élargissement des pics. Il est calculé, pour un soluté
donnég, selon :

f 2
N =5,54- <§> (2.4)

avec 1, le temps de rétention du pic et § la largeur du pic a mi-hauteur.

Pour pouvoir comparer entre elles des colonnes de longueurs différentes, la hauteur
équivalente a un plateau théorique, HEPT, a été introduite :

HEPT = L (2.5)
N

avec N le nombre de plateaux théoriques et L la longueur de la colonne.

Afin d’élargir lacomparaison pour des colonnes remplies avec des particules de phase
stationnaire de nature et de dimension différentes, la hauteur de plateau réduite, h,

a été définie comme :
_HEPT _ L

d, ~ N-d,

h

(2.6)

avec HEPT la hauteur équivalente a un plateau théorique, N le nombre de plateaux
théoriques, L la longueur de la colonne et d, le diametre des particules constituant
la phase stationnaire.
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Au final, en supposant des pics voisins dont les largeurs a la base sont proches, I'ex-
pression suivante, dite de Purnell, permet de relier la résolution aux trois parametres
chromatographiques principaux que sont 'efficacité N, la sélectivité « et la rétention

K:
VN, o- k
rR=Yo2 el & (2.7)
4 a k,+1

I'indice 2 se rapportant au composé le plus retenu.

Comme on peut le voir sur la Figure 2.3, le critere ayant le plus d'influence sur la
résolution est la sélectivité a. Ce sera donc le premier critere a optimiser. Pour ce faire,
il faudra choisir pertinemment phases stationnaire et mobile.

3.0+

2.5 1

N
o
1

Resolution
o
1

1.0
0.5 1
0.0 T T T T T T T T T 1
0 5000 10000 15000 20000 25000
N
I T T J T T 1
0 5 10 15 20 25
k
I T T J T T 1
1.00 1.05 1.10 1.15 1.20 1.25
a

Figure 2.3 - Résolution (R) en fonction de I'efficacité (N), de la rétention (k) et de la sélectivité («).
Extrait de [Teutenberg et al., ].

1.1.3 Choix des systémes chromatographiques

En chromatographie en phase liquide, on distingue deux modes selon la polarité
respective des phases stationnaire et mobile. La chromatographie de partage sur phases
polaires ou a polarité de phases normale (normal phase, NP) met en jeu une phase sta-
tionnaire polaire et une phase mobile plutot apolaire; la chromatographie de partage
sur phases apolaires ou a polarité de phases inversée (reverse ou reversed phase, RP)
utilise une phase stationnaire apolaire et une phase mobile polaire.
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Du fait de la structure des molécules colorées, la RP-HPLC est trés majoritairement
utilisée pour l'analyse des colorants naturels [Cserhati, 2007, Nowik, 2013, Pauk et al.,
2014, Zasada-Ktodzinska et al., 2020].

La plupart des séparations est réalisée sur des phases dont le diametre des par-
ticules est de 3 ou 5 um". Les phases stationnaires a base de silice greffée par des
chaines octadécyles (C18) sont les plus couramment utilisées pour la séparation des
colorants naturels. On rencontre aussi, mais plus rarement, l'utilisation de phases a
base de silice greffées par des chaines plus courtes (C4 ou C8) comme pour l'analyse
de glycosides de flavonoides ou d'acides hydrobenzoiques [Degano et al., 2009, Nowik,
2013, Pauk et al., 2014].

Concernant la phase mobile, les éluants les plus courants sont des mélanges eau-
acétonitrile ou eau-méthanol. On peut noter les avantages a employer l'acétonitrile
plutét que le méthanol, que sont : une absorbance moins importante dans la gamme
200-275 nm, avec une longueur d'onde de coupure" plus courte"' et une plus faible
viscosité "', entrainant de moins grandes pressions dans le systéme. Cependant, son
prix est plus élevé que celui du méthanol. Ceci peut représenter un frein a son utilisa-
tion lorsque I'on est amené a considérer une grande quantité de solvant (hotamment
en chromatographie préparative). Des tests d'utilisation d'autres solvants comme le
DMSO ou THF peuvent étre cités, notamment dans le cas d'analyse d'indigoides afin
d'augmenter leur solubilité dans la phase mobile, mais les résultats obtenus n'ont pas
été probants [Pauk et al., 2014]. Des acides, formique ou phosphorique, pour les plus
utilisés, sont souvent ajoutés a la phase mobile afin d'éviter la dissociation des ana-
lytes. En effet, la plupart des colorants contenant des groupements acides, cela permet
de favoriser leur forme neutre et d'augmenter ainsi leur rétention. L'utilisation d'acide
formique est conseillée dans le cas ou un couplage avec la spectrométrie de masse est
envisagé [Degano et al., 2009, Nowik, 2013, Pauk et al., 2014].

Le mode d'élution en gradient "' est principalement utilisé pour I'analyse des colo-
rants naturels. Les programmations varient selon le nombre et le type de composés a
séparer avec des temps de gradient de 15 a 60 min, des proportions initiales en modi-
ficateur organique de 5 a 10 % et des proportions finales jusqu’a 60 % d’acétonitrile ou

iv. Plus le diamétre des particules est faible, meilleure est l'efficacité.

v. Longueur d'onde pour laquelle le solvant pur a une absorbance de 1 unité arbitraire dans une cu-
vette de 1 cm, avec de I'eau comme blanc. L'absorption d'un échantillon dans un solvant donné sera
dominée par I'absorption de celui-ci pour les longueurs d’onde inférieures a la longueur d'onde de cou-
pure.

vi. 190 nm pour l'acétonitrile et 205 nm pour le méthanol [Snyder et al., 1997].

vii. 0,38 cP pour 'acétonitrile et 0,55 cP pour le méthanol [Snyder et al., 1997].
viii. Modification de la composition de la phase mobile au cours du temps.
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80 % de méthanol. L'élution de composés tres hydrophobes comme les dérivés d'indi-
goides bromés peut nécessiter des proportions finales d'acétonitrile allant jusqu’a 100
% [Nowik, 2013, Pauk et al., 2014].

1.1.4 Séparation multidimensionnelle

Quand l'optimisation des conditions (choix des phases stationnaire et mobile, choix
des parametres de gradient) ne permet pas une séparation suffisante pour l'identifi-
cation ou la purification des composés, on peut envisager le couplage de plusieurs di-
mensions de séparation. Dans le cas de séparation bidimensionnelle (2D), I'échantillon
subit deux séparations chromatographiques indépendantes. La premiére dimension
(D) permet de séparer les composés selon une certaine sélectivité, et la seconde di-
mension (?D) permet de séparer les composés non séparés par la premiére dimension,
avec une sélectivité différente.

On peut distinguer les couplages bidimensionnels en ligne, ol I'effluent * dela'D est
directement injecté dans la 2D aprés sa collecte et les couplages hors-ligne, ou I'effluent
de la "D est collecté et stocké avant d’étre soumis a la 2D. Le mode en ligne présente
I'avantage d'étre rapide et totalement automatisable; cependant, il est nécessaire que
le temps d'analyse dans la 2D soit égal au temps de collecte dans la 'D, ce qui peut
limiter la résolution atteignable dans la 2D. Ce n’est plus le cas pour le mode hors-
ligne, ce qui présente un avantage, mais en contrepartie, lesinconvénients sont la durée
de la méthode de séparation compléte (en ajoutant le temps de stockage entre les
deux dimensions) et le risque de perte de matiére, contamination ou dégradation lors
de la manipulation entre les deux dimensions. Contrairement au mode en ligne, un
gros avantage du mode hors-ligne est de ne pas nécessiter un appareillage spécifique :
un méme chromatographe peut étre utilisé en changeant uniquement les conditions
opératoires de la deuxieme dimension (phase stationnaire et/ou phase mobile) pour
obtenir la différence de sélectivité souhaitée.

On peut également séparer les systémes selon le mode d’échantillonnage : le mode
« coupe a coeur » (heart cutting) LC-LC ou le mode intégral (comprehensive) LCxLC. Le
heart cutting consiste a injecter dans la 2D une large plage pouvant contenir plusieurs
pics du chromatogramme de la 'D (Figure 2.4a). Quand plusieurs plages sont réin-
jectées, on parle de heart cutting multiple, mLC-LC (Figure 2.4b). Le mode comprehen-
sive correspond au transfert de fractions trés courtes de la 'D vers la 2D d’une partie
(comprehensive sélectif ou sLCxLC, Figure 2.4c) ou de la totalité du chromatogramme

ix. Ce quisortde la colonne aprés la séparation.
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(comprehensive intégral ou LCxLC, Figure 2.4d). Ce type d'échantillonnage permet la
conservation de la résolution obtenue en 'D en évitant, contrairement a la LC-LC, le
mélange de composés préalablement séparés avant leur injection dans la 2D [Carr et
Stoll, 2015, Heinisch et Sarrut, 2020].

1p 1p

’ A A ZDAAA A A A A

heart-cut (LC-LC) (B) heart-cut multiple (mLC-LC)

o

2p

A A

@ comprehensive sélectif (sLCxLC) @ comprehensive intégral (LCxLC)

Figure 2.4 - Principaux mode de chromatographie bidimensionnelle, extrait de [Heinisch et
Sarrut, 2020].

Pour que I'approche du couplage bidimensionnel présente un intérét certain, il est
nécessaire de trouver une combinaison de dimensions chromatographiques permet-
tant de maximiser la répartition des composés dans l'espace de séparation bidimen-
sionnel*. Cela correspond a la notion d'orthogonalité entre les deux dimensions de
séparation.

Cette notion sera largement détaillée dans la suite (Chapitre 3 partie 2.3.1). Pour
I'instant, une représentation simplifiée en est proposée en Figure 2.5. Dans le cas idéal
avec un degré d'orthogonalité maximal (a gauche), les points correspondant aux com-
posés séparés se répartissent dans tout I'espace de séparation bidimensionnel. Dans
le cas de degré d’'orthogonalité intermédiaire (au centre), seule une partie de I'espace
de séparation est occupée. Dans le cas de mauvaise orthogonalité, le choix des deux
dimensions ne permet pas de décorréler les données de rétention, qui se répartissent
le long d'une droite.

X. Espace défini par les temps de rétention minimaux et maximaux des deux dimensions chromato-
graphiques.
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Figure 2.5 - Représentation de la notion d’orthogonalité, extrait de [Heinisch et Sarrut, 2020]

En pratique, I'orthogonalité entre deux dimensions chromatographiques peut ré-
sulter d'un changement de phase stationnaire, de phase mobile ou des deux.

Les séparations bidimensionnelles sont beaucoup utilisées en chromatographie pré-
parative en raison du gain de résolution qu'elles permettent. Cela donne la possibilité
d'augmenter considérablement la pureté des composés isolés. A I'échelle préparative,
les modes « coupe a coeur » (heart cutting) simple ou multiple sont les plus répandus :
seules les fractions contenant les composés a purifier sont collectées dans la 'D, puis
injectées dans la 2D pour augmenter leur pureté. Ces modes d'échantillonnage sont
tout a fait adaptés a des approches de séparation hors-ligne, plus simples a mettre en
place et moins onéreuses que celles en ligne.

L'approche la plus populaire consiste a un changement de phase stationnaire entre
les deux dimensions. La complémentarité des modes RPLC et HILIC* est particuliére-
ment exploitée. Concernant la purification de molécules colorées naturelles, on peut
notamment citer le développement de méthodes prep-RPLC-HILIC pour la purification
d’anthocyanes et alcaloides de L. ruthenicum [Jin et al., 2015] ou de glycosides de flavo-
noides de Sphaerophysa salsula [Jiao et al., 2017], ainsi que dans d’autres plantes de la
meédecine traditionnelle chinoise [Zeng et al., 2012]. Malgré I'efficacité de la RPLC pour
la séparation d'une grande variété de composés, peu d'exemples de méthodes RPLC-
RPLC sont rencontrés. Cela peut notamment s'expliquer par la difficulté de trouver des
phases stationnaires suffisamment orthogonales. [Russo et al., 2015] proposent, par
exemple, une méthode de purification de flavonoides et limonoides en RPLC-RPLC en
utilisant des phases C18 et pentafluorophénylepropyle (PFPP). Une autre facon d'ex-
ploiter le couplage RPLC-RPLC est de travailler avec une phase stationnaire identique
etd'apporter I'orthogonalité entre les dimensions par un changement de phase mobile.

xi. Chromatographie d'interaction hydrophyle, variante de HPLC surtout utilisée pour la séparation
de petites molécules polaires, impliquant l'utilisation de phases stationnaires couramment utilisées en
NPLC et de phases mobiles utilisées en RPLC.
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On peut notamment citer le développement de quelques méthodes prep-RPLC-RPLC
avec un changement de pH de la phase mobile entre les deux dimensions pour la puri-
fication de composés bioactifs [Gilar et al., 2005b,Zhang et al., 2009, Zhang et al., 2014].
Considérant le caractére ionisable de la majorité des molécules colorées naturelles,
cette approche semble prometteuse a appliquer pour leur purification.

1.2 Techniques de caractérisation

Une fois les composés d'intérét séparés, on cherche a les caractériser avec comme
but ultime d'élucider leur structure moléculaire. Pour ce faire, nous avons eu a notre
disposition plusieurs techniques : les spectroscopies électroniques (absorption et fluo-
rescence UV-Vis), vibrationnelles (absorption infrarouge et diffusion Raman) et magné-
tiques (résonance magnétique nucléaire), ainsi que la spectrométrie de masse.

Selon les techniques, la caractérisation peut étre réalisée en ligne, c'est-a-dire avec
un détecteur directement couplé a la chromatographie en phase liquide (absorption
UV-Vis, spectrométrie de masse) ou bien hors-ligne, ou une purification préalable des
analytes est requise.

Les différentes techniques spectroscopiques reposent sur I'interaction rayonnement-
matiere, avec un échange d'énergie entre le composé étudié et 'onde incidente. Lors de
cette interaction, différents phénomenes peuvent avoir lieu : I'absorption, la réflexion,
la transmission, la diffusion et I'émission (Figure 2.6). lIs peuvent étre radiatifs ou non,
c'est-a-dire générer 'émission de photons ou pas. Dans le cas de phénomeénes radiatifs,
on distingue ceux élastiques de ceux inélastiques, selon que les photons émis soient
de méme énergie que les photons incidents ou d'énergie différente.

Les spectroscopies s'intéressent aux transitions électroniques résultants de ces phé-
nomenes, en s'appuyant sur la théorie quantique des énergies atomiques et molé-
culaires. Ces transitions peuvent se produire a différentes gammes d'énergie, distin-
guant les différentes techniques spectroscopiques. Par énergie décroissante, les spec-
troscopies électroniques dans I'UV-Vis mettent en jeu des transitions entre niveaux
énergétiques électroniques, les spectroscopies vibrationnelles, IR et Raman, des tran-
sitions entre niveaux énergétiques vibrationnels, et enfin les techniques magnétiques
des transitions entre niveaux magnétiques, décrits par la notion de spin.
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Figure 2.6 - Les différents phénoménes ayant lieu lors de l'interaction rayonnement-matiére :
absorption-réflexion-transmission (en bleu foncé), diffusion (en bleu clair) et émission (en
rouge).

v, fréquence du rayon incident; v,,,, fréquence du rayon d’émission de fluorescence;
vy, fréquence correspondant a I'énergie entre deux niveaux vibrationnels.

La spectrométrie de masse réside en la production d'ions, a partir des composeés
a analyser, et en la séparation de ces ions selon leur rapport masse sur charge. Il ne
s'agit pas d’'une technique spectroscopique a proprement dit, car elle n'est pas basée
sur une interaction entre la matiére et une onde électromagnétique. Elle est cependant

trés souvent associée a ces derniéres dans le cadre d'élucidation de structure, grace a
la complémentarité des informations qu’elles fournissent.

1.2.1 Spectroscopies électroniques

Absorption UV-Vis Laspectroscopie d'absorption UV-Vis repose sur I'absorption d'un
rayonnement lumineux par les molécules analysées. Cette absorption correspond a
des transitions électroniques entre état fondamental (S,) et états excités (S,, S, ...) dans

la structure moléculaire (Figure 2.7). Les transitions ont lieu si I'énergie du rayonnement
incident correspond a la différence d'énergies entre les deux états.
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Figure 2.7 - Schématisation des différentes transitions électroniques impliquées dans les
spectroscopies électroniques
v, fréquence du rayon incident; v,,,, fréquence du rayon d’émission de fluorescence;
vy, fréquence correspondant a I'énergie entre deux niveaux vibrationnels.
Adapté de [Barbillat et al., 1999, Merlin, 2002].

L'identification de composés par la spectroscopie d'absorption UV-Vis nécessite la
comparaison des spectres obtenus avec des spectres de référence (bases de données
spectrales de référence). Cette technique, utilisée seule, ne permet pas d'accéder di-
rectement aux structures moléculaires. De plus, elle est assez peu spécifique, de nom-
breux composés absorbent sur les mémes plages de longueurs d'onde; pour des com-
posés dont la structure est tres proche, il pourra s'avérer difficile de différencier leurs
spectres.

Dans la pratique, les analyses peuvent étre conduites avec des mesures en trans-
mission ou en réflexion.

En transmission, pour une longueur d'onde donnée (donc a énergie fixée), 'absor-
bance d'un échantillon est évaluée en calculant le ratio entre l'intensité du rayonnement
incident et I'intensité du rayon transmis a travers I'échantillon (la transmittance)*'. En
faisant varier la longueur d'onde, le spectre d’absorption est construit [Di Benedetto et
Breuil, 20071].

Pour enregistrer les spectres d'absorbance en transmission, on rencontre des dé-
tecteurs a balayage (variable wavelength detector, ou VWD) et a barrette de diodes (diode

xii. Absorbance (A) et transmittance (T) sont reliées par la relation A = —logT.
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array detector, DAD ou photodiode array (detector), PDA). Dans le cas du détecteur a ba-
layage, un monochromateur sélectionne une longueur d'onde dans le spectre de la
lampe avant (ou apres) le passage dans la cellule de détection. Le spectre est obtenu
en balayant la gamme spectrale longueur d'onde apres longueur d'onde. Dans un dé-
tecteur a barrette de diodes, I'entiéreté du spectre de la lampe passe a travers la cel-
lule de détection avant d’étre dirigée sur un réseau diffractant. Le faisceau diffracté est
envoyé sur une barrette linéaire de photodiodes mesurant l'intensité de chaque lon-
gueur d'onde. La résolution en longueur d'onde dépend de la plage du détecteur et
de la taille des diodes. Ce type de détecteur permet une mesure rapide des spectres
d’absorption [Taylor, 2015, Dolan, 2016, Wysocki et Dong, 2019].

Lors du couplage avec une méthode séparative, les deux types de détecteurs peuvent
étre utilisés. Pour le VWD, une ou plusieurs longueurs d'onde sont fixées en début
d’'analyse et I'absorbance mesurée a ces longueurs d'ondes dans la cellule de détec-
tion en sortie de colonne est tracée en fonction du temps. Pour le DAD, les chroma-
togrammes peuvent étre tracés a partir de I'absorbance de n'importe quelle longueur
d'onde, ou plage de longueurs d'onde, de la gamme spectrale du détecteur. Un spectre
d'absorption UV-Vis peut également étre extrait en chaque point du chromatogramme,
ce qui fait le grand avantage de ce type de détecteur par rapport au VWD.

Dans le cas d'analyse de mélanges complexes en chromatographie en phase liquide,
l'utilisation du DAD est vivement conseillée afin de pouvoir coupler les données de ré-
tention et les spectres d’'absorption pour l'identification des composés d'intérét. Pour
les colorants, I'entiereté de la gamme UV-Vis pourra étre exploitée [Nowik, 2013, Pauk
etal., 2014].

En réflexion, I'étude du rayonnement réfléchi par la surface d'un échantillon éclairé
par un rayonnement incident permet d'accéder aux caractéristiques d'absorption de
la substance analysée. Ce mode de détection présente une alternative pour lI'analyse
des matériaux solides opaques, pour lesquels les mesures en transmission ne peuvent
pas étre mises en ceuvre. Il est tout particulierement adapté aux applications dans le
domaine du patrimoine permettant des analyses in situ.

A partir des données obtenues en réflexion dans le domaine visible (380-780 nm),
il est possible d'obtenir des coordonnées colorimétriques permettant d'apprécier plus
aisément le rendu coloré associé aux caractéristiques spectrales de I'échantillon.

L'impression de couleur dépend des propriétés spectrales de l'objet observé mais
aussi de la source d'éclairage et de l'observateur. La Commission Internationale de
I'Eclairage (CIE) a ainsi défini des espaces colorimétriques permettant de prendre en
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compte desilluminants standards et les fonctions de réponses réponses des trois types
de cdnes de I'ceil humain, responsables de la vision des couleurs.

L'espace L*a*b* CIE 1976 est un espace dit « uniforme », adapté a la comparaison
des couleurs entre elles et dédié a la caractérisation des couleurs des surfaces ', Dans
ce systéeme, des différences de couleurs percues comme identiques par I'ceil humain
sont séparées par une méme distance. Les trois parametres du systeme en coordon-
nées cartésiennes sont la clarté L* (entre 0 et 100), la position chromatique sur un axe
vert-rouge a* (entre -100 et 100) et la position chromatique sur un axe bleu-jaune b*
(entre -100 et 100) (Figure 2.8) [Dupont et Steen, 20044, Dupont et Steen, 2004b].

Figure 2.8 - Représentation 3D de I'espace L*a*b* CIE 1976.

Pour comparer deux couleurs entre elles, la distance chromatique AE?, (ou AE(76))
entre deux points de coordonnées L*a*b* est calculée selon:

AE!, = \/(AL*) + (Aa*)? + (Ab*)> (2.8)

Emission de fluorescence UV-Vis Pour certaines molécules, suite & une excitation
par un rayonnement incident (lors du phénomene d’absorption par exemple), le re-
tour a I'état fondamental s'accompagne de I'émission d'un photon (émission radiative)
(Figure 2.7). On qualifie ce phénomeéne de fluorescence. L'énergie des photons émis
lors de la fluorescence est toujours plus faible que celle de la radiation excitatrice, car
une partie de I'énergie est perdue par conversion interne et relaxation vibrationnelle.
La longueur d’'onde du maximum d’émission de fluorescence est donc toujours supé-
rieure a la longueur d’'onde de I'excitatrice. Plus la longueur d’'onde du rayonnement

xiii. Alors que I'espace uniforme L*u*v* CIE 1976 est adapté a la caractérisation des lumiéres des éclai-
rages et des écrans.
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excitateur est proche de la longueur d'onde du maximum d’absorption, plus l'intensité
de la fluorescence est importante.

On construit un spectre d’émission de fluorescence en fixant la longueur d'onde
du rayonnement incident et en mesurant l'intensité du rayonnement émis a toutes les
longueurs d'ondes supérieures. On peut également obtenir des spectres d’excitation en
faisant varier les longueurs d'onde du rayonnement excitateur et en mesurant l'inten-
sité du rayonnement émis a une longueur d’'onde fixée. Ces deux types de spectres
peuvent étre regroupés dans des diagrammes tridimensionnels, avec les longueurs
d'onde d'émission en abscisses, celles d’excitations en ordonnées (ou inversement) et

lintensité de fluorescence détectées en tout point (4,,, 4,,) dans une 3¥™¢ dimension.

ex)

L'émission de fluorescence peut aussi étre exploitée dans des couplages a la chro-
matographie en phase liquide (HPLC-FLD). Les longueurs d'onde d’excitation et d'émis-
sion sont sélectionnées et l'intensité du rayonnement émis est mesurée en fonction
du temps dans la cellule de détection en sortie de colonne. Ce type de détecteur est
plus sélectif que celui par absorption UV-Vis. En effet, peu de molécules fluorescent et
fixer les longueurs d'ondes d’émission et d'excitation rendent la détection assez spéci-
fique [Degano et al., 2009, Nowik, 2013, Pauk et al., 2014].

1.2.2 Spectroscopies vibrationnelles

Les spectroscopies vibrationnelles mettent en jeu, comme les spectroscopies élec-
troniques, des transitions électroniques entre niveaux énergétiques, mais a des éner-
gies plus faibles, et donc des longueurs d’'onde plus grandes. Les transitions ont lieu
entre les niveaux énergétiques vibrationnels; elles correspondent a des modes de vi-
brations de la molécule. On distingue les vibrations d'élongation qui font intervenir des
variations de longueur de liaisons et les vibrations de déformation dans lesquelles les
angles formés par les liaisons varient. Les techniques d'absorption infrarouge et Ra-
man se distinguent par les modes de vibration observables, qui sont différents pour
ces deux techniques. Elles donnent ainsi des informations complémentaires [Barbillat
et al., 1999, Dalibart et Servant, 2000].
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Absorption infrarouge La spectroscopie infrarouge repose sur un phénomene d'ab-
sorption. Si la fréquence du rayonnement incident correspond a la fréquence entre
deux niveaux énergétiques vibrationnels v,, I'énergie peut étre absorbée par la ma-
tiere et l'interaction créée provoque la vibration de certaines liaisons (Figure 2.7). La
position des bandes d’absorption infrarouge permet d’identifier les modes de vibration
de la molécule analysée. Chaque groupement fonctionnel ayant des fréquences de vi-
bration caractéristiques, il est ainsi possible de prédire leur présence ou leur absence
dans la structure de la molécule. Des regles de sélection s'appuyant sur la symétrie des
molécules établissent que I'absorption du rayonnement infrarouge sera permise seule-
ment si le mouvement du mode induit une variation du moment dipolaire électrique
de la molécule.

Dansla pratique, les analyses peuvent étre conduites avec des mesures en transmis-
sion ou en réflexion. Les deux modes utilisés dans le cadre de cette these sont précisés
ci-apres.

En transmission, comme pour la spectroscopie d'absorption UV-Vis, un échantillon
estirradié par un rayonnement, dans le domaine de l'infrarouge cette fois-ci, et le rap-
port entre l'intensité du faisceau transmis et le faisceau incident permet de remonter
a l'absorbance. Un balayage en nombre d’onde permet la construction du spectre.

En réflexion totale atténuée (ATR, pour Attenuated total reflection), un cristal est
mis en contact avec |'échantillon. Ce cristal est éclairé par un faisceau infrarouge et
sa réflexion a l'interface échantillon-cristal génére une onde évanescente ¥V pénétrant
dans I'échantillon et donnant lieu a une absorption dudit faisceau pour les fréquences
correspondant aux modes de vibration de la substance analysée. Le faisceau atténué
est réfléchi jusqu'a I'extrémité du cristal menant au détecteur. Le spectre d'absorption
de I'échantillon est obtenu en faisant le rapport du signal enregistré pour le cristal au
contact de I'échantillon et celui du cristal seul [Dalibart et Servant, 2000].

Diffusion Raman La spectroscopie Raman exploite le phénomene de la diffusion. Si
I'énergie du rayonnement incident est trés supérieure aux énergies des états vibration-
nels, un phénoméne de diffusion a lieu : lors de I'excitation, la molécule transite dans
un état virtuel (état énergique élevé et de courte durée de vie) puis redescend sur un ni-
veau réel en émettant un photon. Dans la plupart des cas, le photon diffusé a la méme
fréquence que le photon incident (v, = v), cest la diffusion Rayleigh élastique. Mais
pour une faible proportion de photons, un changement de fréquence est observé : il
atteint soit un niveau vibrationnel supérieur, diffusion Raman élastique Stokes, soit in-
férieur, diffusion Raman inélastique anti-Stokes (Figure 2.7). Dans les deux cas, I'écart

xiv. Onde dont l'intensité diminue exponentiellement avec la distance de pénétration dans le matériau.
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de fréquence entre le photon incident et le photon diffusé correspond a une fréquence
de vibration de la molécule, v,.. Ainsi, la position des bandes de diffusion Raman per-
met d'identifier les modes de vibration de la molécule analysée. Les regles de sélection
des vibrations mettent en évidence que la diffusion Raman est observée uniquement
lorsque le mouvement de vibration entraine une variation de la polarisabilité molécu-
laire [Barbillat et al., 1999].

Dans la pratique, une source excitatrice monochromatique de longueur d'onde fixe
est focalisée sur I'échantillon. Il s'agit de lasers dont les longueurs d’'ondes les plus cou-
ramment utilisées actuellement sont 532 nm et 785 nm. La lumiére diffusée est col-
lectée et les nombre d'ondes des bandes Raman v, sont identifiés. Afin de mettre en
évidence les grandeurs ¥,,, caractéristiques de la molécule et indépendantes du choix
de la radiation excitatrice v, les spectres Raman sont tracés en nombre d'ondes relatif,

VD_V.

La spectroscopie Raman rencontre certaines limitations pour sa mise en ceuvre
pour I'analyse de composés organiques. Il arrive souvent que I'état virtuel transitoire
ait une énergie proche de celle d'un état électronique excité; lors du retour a l'état
fondamental, une émission de fluorescence peut avoir lieu en parallele de la diffusion
Raman. Cela se manifeste par des bandes intenses et trés larges masquant le spectre
Raman. La premiere solution pour I'éviter est de travailler avec des sources excitatrices
moins énergiques, comme celle d'un laser infrarouge a 1064 nm. La seconde solution
consiste a utiliser la spectroscopie Raman exaltée de surface SERS (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy). Le signal Raman est amplifié et la fluorescence atténuée via I'ad-
sorption des molécules a analyser a la surface d'un métal (sous forme de dépbt de
colloide ou film métallique) [Barbillat et al., 1999]. La quasi totalité des analyses de co-
lorants naturels est faite avec cette technique, plutét qu'avec la spectroscopie Raman
conventionnelle.

1.2.3 Spectroscopies magnétiques (ou de spin)

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) met en jeu des tran-
sitions énergétiques au niveau des noyaux atomiques. Les applications les plus cou-
rantes de la RMN en chimie organique concernent les noyaux 'H et '3C, ainsi que '°F,
29F et 3'P (tous de spin 1/2). Il convient d'associer deux modeles afin d’expliquer le
phénomene a l'origine de la RMN : le modéle énergétique (que I'on a développé jus-
gu'ici pour les autres techniques spectroscopiques) et le modéle vectoriel.

xv. Le prérequis pour qu'un atome soit observable en RMN est qu'il posséde un spin non nul.
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Chaque noyau est assimilé a un moment magnétique induit par sa charge en rota-
tion. En I'absence de champ magnétique externe, dans un échantillon macroscopique,
les moments des noyaux sont orientés de facon aléatoires et 'aimantation résultante
est donc statistiquement nulle. En présence d’'un champ magnétique externe B,, les
moments magnétiques vont s'orienter selon les lois de la mécanique quantique et dé-
crire un mouvement de précession autour de cet axe EO et avec une vitesse propor-
tionnelle a la fréquence v,. Pour un proton (noyau d’atome d’hydrogéne), deux orien-
tations des moments magnétiques sont possibles : un état dit parallele a et un état
anti-parallele g.

Au niveau énergétique, en I'absence de champ extérieur, toutes les orientations ont
la méme énergie. Sous l'effet d'un champ extérieur EO, deux niveaux d'énergie corres-
pondant aux deux orientations apparaissent. La différence d’énergie entre les deux
niveaux est proportionnelle au champ extérieur.

A I'état d'équilibre, la population a est plus grande que la population g et 'aiman-
tation résultante est ainsi paralléle au champ extérieur ﬁo (Figure 2.9a). Lorsque l'ai-
mantation est parallele a EO, elle n'est pas observable. Il faut donc la basculer pour étre
capable d'extraire les parametres d'intérét (intensité, fréquence liée a sa rotation).

0]

p 2220 p 2222
AE B \

vo [ \

(X.-J—J—,j—)— )";"‘JH‘ G_J_IJ_J_J_/)'_‘

(a) (b)

o ~F-F-F¥-d
(c)

Figure 2.9 - Principe de la spectroscopie RMN, adapté de [Akoka, 2022].
(a) A I'équilibre, population « plus importante que population g, aimantation résultante M
paralléle a EO (b) Sous une impulsion, absorption d’un photon permettant des transitions de
I'état « vers I'état # menant a I'égalisation des populations « et §, aimantation résultante M
perpendiculaire a EO (c) Lors du retour a I'équilibre, émission de photons, retour de
I'aimantation M 2 sa position initiale, en décrivant une rotation autour de EO .

Lorsqu’'un ensemble de noyaux a I'équilibre est irradié par un rayonnement d'éner-
gie égale a la différence d'énergie entre les deux niveaux, 'absorption des photons per-
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met le passage de quelques noyaux de I'état a a I'état g. Quand les populations des deux
niveaux sont égalisées, 'aimantation résultante est perpendiculaire a EO et tourne tou-
jours a vitesse proportionnelle a la fréquence v, (Figure 2.9b).

Leretour al'état d’équilibre (relaxation) s'accompagne d'émission de photons d’éner-
gie égale a la différence des deux niveaux (et donc de fréquence v,). Le nombre de
photons émis correspond au nombre de noyaux qui retournent de I'état g vers a. L'ai-
mantation retourne dans un mouvement de rotation a sa position d’équilibre, parallele
a B, (Figure 2.9¢).

L'expérience de RMN consiste ainsi en une période d'excitation*, puis une période
de détection du signal RMN. Pour la détection, une bobine est placée perpendiculai-
rement a I'axe EO. Suite a limpulsion et a la bascule perpendiculaire, la rotation de
I'aimantation résultante induit dans la bobine un courant de fréquence v, et dont I'am-
plitude initiale est proportionnelle a l'intensité de 'aimantation, et donc au nombre de
noyaux retournés de |'état g vers a. Le signal s'amortit durant la relaxation, jusqu’a étre
nul au retour a I'équilibre, 'aimantation étant redevenue parallele a EO.

Le modéle présenté jusqu’a maintenant considérait des noyaux isolés, or dans le cas
réel, le nuage électronique entourant le noyau ainsi que les autres noyaux de la molé-
cule impactent le champs réel que subissent les noyaux. Celui-ci est effectivement plus
faible que EO et les fréquences enregistrées lors de I'expérience RMN correspondent a
v, — Av. Le déplacement relatif Av de la raie de résonance enregistrée par rapport a
celle de résonance du proton isolé v, donne ainsi des informations sur 'environnement
du proton et donc la structure moléculaire de la molécule analysée [Akoka, 2022].

Si la spectroscopie RMN monodimensionnelle permet d'accéder au nombre et a la
nature des plus proches voisins via leur couplage spin-spin*'', elle ne permet qu’un ac-
ces limité aux couplages plus complexes entre les différents atomes de la molécule. La
RMN bidimensionnelle de corrélation est, quant a elle, dédiée a la détection simultanée
de tous ces couplages entre spins.

Les couplages observables sont de deux natures : les couplages scalaires (ou cou-
plages a travers les liaisons), ayant pour origine I'interaction entre deux spins nucléaires
transmise par les électrons de liaison, et les couplages dipolaires (ou couplages a tra-
vers l'espace), résultant de l'interaction entre deux spins nucléaires, analogue de I'in-
teraction classique entre deux moments magnétiques.

xvi. Par une impulsion radiofréquence, dont la fréquence est proche de la fréquence de résonance de
I'échantillon et dont la durée et 'amplitude sont calibrées de facon a basculer I'aimantation perpendicu-

lairement au champ B,
xvii. Interactions magnétiques entre les spins qui sont transmises par les électrons a travers les liaisons.
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Des expériences sont dédiées aux couplages entre noyaux de méme isotope, comme
"H-"H (corrélations homonucléaires) et d’'autres aux couplages de deux noyaux d'iso-
tope distinct, comme "H-"3C (corrélations hétéronucléaires).

Les différentes expériences de spectroscopie RMN 2D utilisées dans le cadre de ce
travail sont :

* Des spectres de corrélations homonucléaires :
« avec couplages scalaires : COSY (COrrelated SpectroscopY), couplages 'H-'H

+ avec couplages dipolaires : NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) et ROESY
(Rotating Frame Overhauser Effect SpectroscopY), couplages 'H-"H

+ Des spectres de corrélations hétéronucléaires, "H-">C avec couplages scalaires :

« HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) : corrélations entre paires d'atomes
séparés par une liaison chimique ())

* HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) : corrélations entre paires d'atomes
séparés par deux liaisons chimiques ou plus (%}, 3J).

1.2.4 Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse permet de caractériser les composés en mesurant le
rapport masse sur charge (m/z) de leurs ions et de leurs produits de fragmentation. Un
spectrométre de masse associe une source d’'ionisation, un analyseur et un détecteur.
La source d'ionisation forme des ions gazeux a partir des molécules a I'état liquide, so-
lide ou vaporisé. L'analyseur trie ces ions en fonction de la valeur de leur rapport masse
sur charge m/z et le détecteur convertit le signal de chaque ion trié par I'analyseur en
un courant électrique qui pourra étre traité par le systeme informatique.

On rencontre plusieurs types de sources d'ionisation (impact électronique, ionisa-
tion chimique a pression atmosphérique, ionisation par électro-nébulisation) et d'analy-
seurs (a temps de vol, filtres ioniques quadripolaires, piegeage d'ions) [Rondeau, 2017b,
Rondeau, 2017a]. Nous ne décrirons par la suite que les principes de ceux utilisés dans
le cadre de cette these.

Un échantillon peut-étre directement introduit dans la source d’'un spectrometre
de masse (infusion directe) ou avoir subi une séparation préalable (couplage avec la
chromatographie en phase liquide, dans notre cas). Dans le cas de couplage, on peut
faire le parallele avec la HPLC-DAD : un spectre de masse est obtenu en chaque point
du chromatogramme.
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Source d’ionisation Le mode d’ionisation le plus répandu pour les colorants est l'ioni-
sation par électro-nébulisation ESI (Electrospray ionisation). C'est une source qui permet
I'lonisation d'une large gamme d'analytes et qui est compatible avec une introduction
de I'échantillon par HPLC. Ce type d'ionisation repose sur la formation d'un brouillard de
gouttelettes contenant des ions solvatés dont l'ionisation a été initiée en solution [Ron-
deau, 2017b]. L'ionisation peut étre positive ou négative selon le type de composés
analysés. Pour une molécule M, les ions quasi-moléculaires produits correspondent
a [M+H]* ou [M+H]. Dans le cas des molécules colorées, [Witkowski et al., 2017] rap-
portent une utilisation préférentielle de l'ionisation négative pour les flavonoides (tous
sens confondus) et les anthraquinones; l'ionisation positive est adaptée pour les phé-
noxazones et les indigoides.

Analyseur de masse Les analyseurs peuvent étre différenciés selon leur résolution :
on distingue ceux a basse résolution (LR, Low-resolution) (filtres ioniques quadripolaires
dits quadripbles, pieges a ions) et ceux a haute résolution (HR, High-resolution) (a temps
de vol, Orbitrap, a résonance cyclotronique ionique (ICR)). L'utilisation d'analyseurs a
haute résolution est essentielle pour accéder a la masse exacte des molécules analy-
sées et par conséquent a une proposition de formule brute.

Dans le cadre de ce travail, trois types d'analyseurs ont été utilisés : un quadripéle
et un Orbitrap en couplage avec la HPLC et un analyseur ICR en infusion directe pour
I'analyse des molécules purifiées.

Les quadripdles sont des analyseurs constitués de quatre électrodes cylindriques
paralleles a lI'intérieur desquelles les ions transitent. Des tensions continues et un po-
tentiel radiofréquence sont appliquées aux électrodes. Si la valeur du rapport m/z de
I'lon est compatible avec les paramétres appliqués assurant la stabilité de la trajectoire
de lion dans le dispositif, alors les espéces sont dirigées vers le détecteur.

Les analyseurs de type Orbitrap sont des systemes de piégeage d'ions constitués
d’'une électrode externe contenant une électrode interne fusiforme; le champ électro-
statique généré met les ions en oscillation autour de cette derniére. La face interne
des électrodes externes est sensible au mouvement axial des ions, générant un cou-
rant correspondant aux fréquences d'oscillation. La fréquence est reliée au rapport m/z
grace au mouvement cohérent de chaque paquet d'ions de méme masse et le spectre
de masse peut étre construit.

Dans les analyseurs ICR, les ions sont tout d’abord piégés dans une cellule grace a
l'application d'un champ magnétique tres intense, paralléle a I'axe d'introduction des
ions : ils adoptent un mouvement circulaire uniforme dit cyclotronique et tous les ions
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de méme m/z ont la méme fréquence cyclotronique. Suit une phase d’excitation, ou un
champ électrique alternatif de fréquence égale a la fréquence cyclotronique d'ions d'un
rapport m/q donné est appliqué. Les ions correspondants sont accélérés et le rayon
de leur trajectoire est augmenté de facon a se rapprocher des plaques de détection
délimitant la cellule. Le passage des ions a proximité des plaques génére un courant
dont la fréquence est reliée au rapport m/z des ions. Un balayage en fréquence avec
la tension alternative appliquée permet de construire le spectre de masse [Rondeau,
2017a].

Spectrométrie de masse en tandem ou MS-MS Le principe de la spectrométrie de
masse en tandem consiste a sélectionner un ion présent dans la source d'ionisation se-
lon son rapport m/z, induire spécifiqguement sa fragmentation et enregistrer le spectre
de masse des ions produits.

Dans notre cas, la spectrométrie de masse en tandem (MS-MS) a été mise en ceuvre
sur deux types d'analyseurs : un quadripdle et un ICR.

Dans le cas de latechnologie quadripdle dite QqQ, le montage pour la MS-MS consiste
en l'assemblage de deux analyseurs quadripbles (Q1 et Q2) montés en ligne et sépareés
par une cellule de collision (). Le premier quadriplle sert a sélectionner union d'intérét
pour le transmettre a la cellule de collision. Le second quadripble permet la réalisation
du spectre de masse MS-MS des ions produits suite a la fragmentation. Dans la cellule
de collision, la dissociation de l'ion sélectionné est réalisée par collision avec un gaz
cible.

Dans une cellule ICR, I'étape de sélection de I'ion d'intérét est réalisée en appliquant
une tension alternative de forte amplitude et de longue durée pour les fréquences cy-
clonotriques des ions de m/z non désirés. Les rayons de leur trajectoire augmentent
jusqu’a entrer en collision avec les parois de la cellule, menant a leur neutralisation.
L'ion précurseur resté au centre de la cellule est ainsi isolé et sa dissociation par intro-
duction d'un gaz de collision est réalisée. La détection des ions fragments produits re-
pose sur le principe décrit dans le cas de la spectrométrie de masse simple par ICR [Ron-
deau, 2017al.
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2 Matériel et méthodes

2.1 Matériel

2.1.1 Matériel végétal

Les feuilles fraiches de Justicia spicigera ont été fournies par le Jardin botanique Val
Rahmeh de Menton (Figure 2.10a). Des rameaux ont été prélevés sur les arbustes et
ont été acheminés jusqu’au laboratoire par envois postaux.

Deés leur réception (entre 3 a 5 jours apres leur envoi), les feuilles ont été détachées
des branches et mises a sécher a température ambiante sur du papier absorbant (Fi-
gure 2.10b). Selon les conditions extérieures, la durée du séchage a varié de 2 a 6 jours.
Elles ont ensuite été conservées dans une enveloppe en papier kraft jusqu’a leur utili-
sation.

(a) Plants de Justicia spicigera au Jardin botanique Val (b) Feuilles de justicia spicigera avant séchage.
Rahmeh (Menton). ©Christophe Joulin

Figure 2.10 - Echantillons des feuilles de Justicia spicigera.

Au cours du projet, plusieurs lots de feuilles ont été recus et nommeés selon leur
date de réception : lot 2015, lot 03/2018, lot 04/2018, lot 11/2019, lot 11/2020.

Dans le Chapitre 3, le lot utilisé pour I'extraction est précisé pour chacune des expé-
riences . Pour le Chapitre 4, toutes les extractions ont été réalisées avec le lot 11/2019.
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2.1.2 Produits chimiques

L'ensemble des produits utilisés sont répertoriés dans le Tableau 2.1.

Tableau 2.1 - Produits utilisés

Nom Formule Fournisseur Qualité
Carlo Erba RS HPLC PLUS gradient
Acétonitrile CH;CN Biosolve HPLC super gradient
Sigma Aldrich HPLC Plus > 99,9 %
Acide chlorhydrique HCl Acros Organic 37 %
Carlo Erba 99 % (ACS pour analyses)
Acide formique HCOOH Biosolve HPLC-MS, 99 %
Sigma-Aldrich >98 %
Alun de potassium KAI(SO,), - 12H,0 | Sigma Aldrich 99,5 %
Amidon de mais - Prolabo -
Carbonate de sodium Na,CO4 Fluka 99 %
Diméthylformamide C;H,NO Prolabo HPLC grade
Diméthylsulfoxide C,HOS Prolabo HPLC grade
Diméthylsulfoxide deutéré C,D0S Eurisotop 99,96 % D
Ether méthylique de résorufine | C,3HyNO; Sigma Aldrich >98 %
Formiate d'ammonium HCOONH, Aldrich Chemie 97 %
Gomme arabique - Sigma-Aldrich -
Hydroxyde d'ammonium NH,OH Merck 25%
Hydroxyde de calcium Ca(OH), Prolabo 96 %
Hydroxyde de sodium NaOH VWR Chemicals 99 %
Kaempféritrine Cy7H3004, Cayman Chemical | >98 %
Méthanol CH;OH Carlo Erba RS HPLC PLUS gradient
Méthanol deutéré CD;0D Eurisotop 99,96 % D
Questiomycin A C,,HgN, 0, Biosynth >95%
Résorufine C,,H,05N Sigma Aldrich 95 %
Sulfate de calcium Ca,S0, - 2H,0 Prolabo -
Tétrahydrofurane C,HgO Rathburn -

Deux distributeurs d’eau ultra-pure type | ont été utilisés : le Direct Q3 (Millipore) et

le Purelab flex (Elga LabWater).
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2.2 Préparations des échantillons

2.2.1 Extraction du colorant

Pour les analyses en HPLC a I'échelle analytique, 20 mg de feuilles séchées, gros-
sierement émiettées a la main, ont été extraites avec 200 pL d’eau ultrapure pendant
5 min, a température ambiante. L'extrait a été filtré avec un filtre PTFE hydrophile de
0,20 um (Millipore, Burlington, MA, USA).

Pour toutes les autres manipulations, un ratio de 5 g de feuilles séchées pour 100
mL d'eau a été adopté. Les feuilles grossierement émiettées a la main ont été extraites
avec 50 mL d'eau ultrapure pendant 10 min, a température ambiante et sous agitation.
L'extrait a été filtré avec un filtre papier plissé (Comptoir des produits filtrants, n° 0 ou
1).

Pour les injections en chromatographie préparative, une seconde filtration avec un
filtre PTFE hydrophile de 0,45 pm (Millipore, Burlington, MA, USA) a été réalisée.

2.2.2 Préparation des gammes en pH

La valeur du pH des solutions a été ajusté par ajout goutte-a-goutte de solution
d'acide chlorhydrique (1 M) ou d’hydroxyde de sodium (1 M).

Le pH des solutions a été mesuré avec un pH-meétre Seven Easy équipé d'une élec-
trode Ag/AgCl LE438 (Mettler Toledo).

2.2.3 Préparation des dépots d’extrait aqueux coloré sur support

Un extrait coloré a été préparé selon le protocole d’extraction décrit ci-dessus (partie
2.2.1).

Cing dépdts successifs de 10 puL de solution ont été superposés sur une méme zone
de papier Whatman 1 (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK). Un dépdt de 10 pL de
solution a également été réalisé sur une lame de verre (de microscopie).

Aprés avoir laissé reposer la solution pendant 48 h, a température ambiante et a
I'abri de la lumiére, de nouveaux dépots sur papier et sur lame de verre ont été réalisés
selon le méme protocole.
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2.2.4 Préparation du colorant en poudre

Un extrait coloré a été préparé selon le protocole d’extraction décrit ci-dessus (partie
2.2.1).

Il a été transvasé dans un verre de montre et a été laissé évaporer jusqu'a siccité.
Le résidu solide obtenu a été réduit en poudre avec un pilon et un mortier en agate.
Cette préparation a été réalisée a partir d'un extrait de feuilles du lot 2015.

2.2.5 Préparation des peintures

Une solution de colle d'amidon de mais a été préparée a partir de 2,5 g d'amidon
de mais dans 50 mL d'eau chaude. Elle est laissée & refroidir avant utilisation. A titre
informatif, le pH mesuré de la solution est de 5,9.

Une solution de gomme arabique a été préparée a partir de 5 g de gomme dans
une fois son volume d’eau, préalablement portée a ébullition. Elle est laissée a refroidir
avant utilisation. A titre informatif, le pH mesuré de la solution est de 4,8.

La préparation pour la couche préparatoire du support au gypse consiste en un
mélange de 5 g de sulfate de calcium, 5 g de solution de colle de mais et 12,5 mL d’eau.
Du papier Whatman 1 est enduit au pinceau de cette préparation et laissé a sécher
avant son utilisation.

Les peintures ont été préparées par mélange du colorant en poudre obtenu par
évaporation de la solution colorée (partie 2.2.4) et d'un liant (colle d'amidon de mais ou
de gomme arabique). Des solutions a 60, 120 et 240 g/L ont été préparées, correspon-
dant respectivement a 6, 12 et 24 mg de poudre dans 100 pL de liant préalablement
préparé selon la description ci-dessus.

Elles ont été appliquées au pinceau sur du papier Whatman 1 brut ou préalablement
enduit d'une couche préparatoire au gypse.

2.2.6 Réextraction du colorant

Les dépbts de solution colorée sur papier ont été découpés en petits morceaux et
immergés dans un mélange méthanol-eau 1 : 1 pendant 20 min. La solution colorée
résultante a été filtrée avec un filtre PTFE hydrophile de 0,45 pm (Millipore, Burlington,
MA, USA).
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2.3 Chromatographie liquide a haute performance

2.3.1 Chromatographie analytique

La plupart des analyses*'" a été réalisée avec un chromatographe UltiMate 3000
équipé d'une pompe binaire HPG 3400 RS, d’'un passeur automatique WPS 3000 TRS,
d’'un four a colonne TCC 3000 SD et d'un détecteur a barrettes de diode DAD 3000 RS
(ThermoScientific). L'appareil est piloté par les logiciels Xcalibur et Chromoleon Xpress.

Certaines analyses ont ponctuellement été réalisées sur un chromatographe 1100
équipé d'un dégazeur G1322A, d'une pompe quaternaire G1311A, d'une pompe bi-
naire G1312A, d'un passeur automatique G1329A, d'un détecteur a barrettes de diode
G1315A, et d'un détecteur de fluorescence G1321A (Agilent). L'appareil est piloté par le
logiciel OpenLAB.

Le volume d'injection était de 5 pL.

Phases stationnaires Cing colonnes remplies de phase stationnaire C18 de dimen-
sion 125 x 2,1 mm avec un diametre de particules de 5 pm (Advion Interchim) ont été
utilisées. Leurs caractéristiques sont rassemblées dans le Tableau 2.2.

La porosité moyenne, ¢, des colonnes analytiques a été estimée a 0,62 par le fabri-
cant™”.

Tableau 2.2 - Spécifications des cinq phases stationnaires.
Abr. = abréviation.

Taille de | Surface spé- | Taux de car- . Gamme
Nom Abr. . End-capping

pore (A) | cifique (m?/g) | bone (%) de pH
puriFlash® C18-AQ AQ | 100 300 14 Mixed 2,0-7,5
Uptisphere® C18-NEC NEC | 120 320 16 Non 1,5-6,5
Uptisphere® Strategy™ C18-RP | RP | 100 425 16 Mixed 1,5-8,0
puriFlash® C18-XS XS |100 300 17 Multi-step 1,0-10,0
Uptisphere® Strategy™ C18-HQ | HQ | 100 425 19 Multi-step | 1,0-10,0

Une colonne de phase stationnaire C18 Aquasil de diamétre de particules de 3 ym

de dimension 100 x 2,1 mm et protégée par une pré-colonne de méme phase de 10 x
2,7 mm (Thermo) a également été utilisée.

xviii. Notamment I'ensemble des analyses du Chapitre 4.
xix. Etude statistique menée par Interchim parmi les phases stationnaires qu'ils produisent.
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Phases mobiles Le débit de la phase mobile a été fixé a 0,15 mL/min.

La phase mobile est un mélange hydro-organique constitué d'acétonitrile ou mé-
thanol et de solution aqueuse, HCOOH 0,1 % pH 3 ou HCOONH, 5 mM pH 8.

Les analyses ont été réalisées en mode gradient d’élution. Les conditions appliquées
sont systématiquement détaillées dans les légendes des chromatogrammes corres-
pondants.

Détection La majorité des analyses a été réalisée avec un détecteur a barrettes de
diode (DAD). La détection a été faite en mode total scan sur la plage de longueurs
d'onde de 200 a 750 nm**. Les chromatogrammes ont été ensuite extraits aux lon-
gueurs d'ondes ou plages de longueurs d'onde désirées.

Pour certaines analyses, deux détecteurs en série ont été utilisés : un DAD et un
spectrométre de masse (MS) ou un DAD et un détecteur de fluorescence (FLD). Pour
le FLD, la détection a été réalisée avec une longueur d’excitation de 500 nm et une
longueur d'onde d'émission de 600 nm. Pour la MS, les conditions de détection sont
détaillées dans la partie 2.4 dédiée.

2.3.2 Chromatographie préparative

La purification des composés colorés a été réalisée sur un chromatographe puri-
Flash® 5.050 piloté par le logiciel Intersoft® X "Genius" (Advion Interchim).

Le volume injecté était de 5 mL.

Phase stationnaire Une colonne préparative avec la phase stationnaire Uptisphere®
Strategy™ C18-HQ 10 um, de dimension 150 x 21,2 mm (Advion Interchim) a été utilisée.

La porosité moyenne, ¢, des colonnes préparatives a été estimée a 0,67 par le fabri-
cant™,

xx. Un chromatogramme en total scan somme I'ensemble des longueurs d'onde de la gamme spec-
trale.
xxi. Etude statistique menée par Interchim parmi les phases stationnaires qu'ils produisent.
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Phase mobile et gradient Le débit de la phase mobile a été fixé a 15 mL/min. Une
séparation bidimensionnelle hors-ligne a été réalisée. Les conditions d'élution sont dé-
taillées ci-dessous pour chacune des dimensions.

Premiére dimension: "D La phase mobile est constituée d'un mélange d’'une so-
lution aqueuse de formiate dammonium HCOONH, 5 mM pH 8 (A) et de méthanol (B).
Un gradient linéaire est appliqué. Son profil est le suivant : 25 % B du début a 2,13 min,
25-55% B de 2,132 16,53 min et 55 % B de 16,53 min a 28,53 min.

Seconde dimension : 2D La phase mobile est constituée d'un mélange d'une so-
lution aqueuse d'acide formique HCOOH 0,1 % pH 3 (A) et de méthanol (B). Un gradient
linéaire est également appliqué. Son profil est le suivant : 35 % B du début a 2,13 min,
35-55% B de 2,13a 11,73 min et 55 % B de 11,73 min a 23,73 min.

N.B. Les gradients présentés ci-dessus correspondent aux gradients théoriques cal-
culés lors du transfert depuis la méthode optimisée en analytique. lls permettent I'élu-
tion de I'ensemble des composés présents dans les chromatogrammes. En pratique,
lors de la purification en chromatographie préparative, dés que les composés d'intérét,
X1 et X2, éluaient, la proportion de méthanol a été augmentée manuellement jusqu’a
80 % afin de permettre d'accélérer la sortie des composés les plus retenus.

2.3.3 Volumes des systémes

Lors du transfert de méthode de I'échelle analytique a 'échelle préparative, la connais-
sance des volumes des systemes a été nécessaire.

Volume mort de lacolonne Levolume mortde lacolonne,V,, correspond au volume
de vide dans la colonne, c'est-a-dire qui n'est pas occupé par de la phase stationnaire.
Il est calculé en prenant en compte le volume interne du cylindre correspondant a la
colonne et de la porosité, ¢, selon la formule suivante :
2
Vo=7r-%c-L-£ (2.9)

avec d. le diameétre interne de la colonne et L sa longueur.

Le calcul donne pour la colonne analytique un V, de 0,3 mL et pour la colonne pré-
parative de 35,5 mL.
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Volume de délai (dwell volume) Le volume de délai (dwell volume), Vp, est défini
comme le volume entre le point de formation du gradient et la téte de la colonne (Figure

2.11).

Pumps Injector

¥ ) - =
Mixer

Controller

N High-Pressure Mixing

Figure 2.11 - Schématisation d'un systéme HPLC permettant de mettre en évidence en
surbrillance jaune le volume de délai.
Extrait de [Know, 2020].

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer le volume de délai. La méthode que
nous avons utilisée est la suivante :

La colonne est remplacée par un raccord a tres faible volume mort. Le solvant A de
la phase mobile est de 'acétonitrile et le solvant B, de I'acétonitrile avec 0,1 % d’acétone.
Le gradient commence par un palier de 2 min avec 0 % de B, puis a 2,01 min un saut
a 100 % de B est effectué et la proportion de 100 %B est maintenue pendant 9 min.
Aprés 9 min, un nouveau saut pour retourner a 0 % de B est programmé. La détection
est réalisée a 254 nm. Les absorbances obtenues a 0 % (A,,) et a 100 % B (A,,,,) sont
relevées. Le temps ou 50 % de la différence d'absorbance est atteinte est identifié. Le
temps de délai, t,, correspond a la différence entre ce temps et le début du saut. Pour
obtenir le volume de délai V;, on multiplie par le débit [Jablonski et al., 2009].
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< 254 nm < 2,28 min 254 nm
n
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0 5 10 15 0 5 10 15
Temps (min) Temps (min)
(a) Détermination du volume de délai pour le systéme (b) Détermination du volume de délai pour le systéme
analytique. Débit : 0,15 mL/min préparatif. Débit : 7,5 mL/min

Figure 2.12 - Détermination des volumes de délai.
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Les résultats obtenus sont présentés dans les Figures 2.12a, pour le systéme analy-
tique et 2.12b, pour le systeme préparatif. Dans le cas du systéme préparatif, la largeur
du pic d'injection ne permettant pas un retour a la ligne de base avant le saut a 100
% B, le calcul est effectué avec les données lors du saut pour le retour aux conditions
initiales, mais le principe reste le méme.

Des volumes de délais de 0,41 et 17,1 mL sont obtenus respectivement pour les
systemes analytique et préparatif.

Volume de décalage (Offset volume) Le volume de décalage (offset volume) corres-
pond a la somme des volumes mort de la colonne, V,, et de délai, V. Il représente ainsi
le décalage entre le point ou les éluants sont combinés dans le mélangeur de la pompe
pour obtenir une proportion donnée, et la détection des composés éluant a cette dite
proportion. Il est notamment utile quand on cherche a estimer la proportion effective
de solvant permettant I'élution d’'un pic dans le chromatogramme (notamment dans
I'élaboration de gradients ciblés, comme décrit dans la partie 2.3.5).

Il est estimé a 0,71 mL pour le systeme analytique et a 52,6 mL pour le systéme
préparatif.

2.4 Spectrométrie de masse

2.4.1 Spectrométrie de masse a basse résolution simple MS

Un spectrometre Orbitrap™ Exactive™ *' (ThermoScientific) équipé d’'une source
électrospray HESI Il a été utilisé, couplé a la HPLC. L'appareil est piloté avec les logiciels
Xcalibur et Exactive Tune. Les spectres de masse ont été enregistrés sur une gamme
de m/z de 100 a 1500.

L'ionisation électrospray a été réalisée en mode positif (ESI?). Les conditions sui-
vantes ont été appliquées : potentiel du capillaire (spray voltage) 3 500 V, température
du capillaire 275°C, débit du gaz de nébullisation (sheath gas) 15 unités arbitraires et dé-
bit du gaz de désolvatation (auxilary gas) 5 unités arbitraires. L'azote a été utilisé comme
gaz de nébullisation et de désolvatation.

xxii. Un probléme technique a empéché durant la période de cette thése l'utilisation de ce spectromeétre
a haute résolution.
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2.4.2 Spectrométrie de masse a basse résolution tandem MS-MS

Les analyses ont été réalisées en couplage a la HPLC ou en infusion directe.

Pour les analyses en infusion directe, les composés analysés ont été solubilisés dans
un mélange méthanol-eau 1 : 1 et les échantillons ont été introduits dans le spectro-
métre a un débit de 50 pL/min.

Un spectrometre triple quadripdle (QqQ) TSQ Quantum Ultra équipé d’'une source
source électrospray HESI Il a été utilisé. L'appareil est piloté avec les logiciels Xcalibur
et TSQ Tune.

L'ionisation électrospray a été réalisée en mode positif (ESI*). Les conditions sui-
vantes ont été appliquées : potentiel du capillaire (spray voltage) 4 000 V, température
du capillaire 275°C, pression du gaz de nébullisation (sheath gas) 15 unités arbitraires et
pression du gaz de désolvatation (auxilary gas) 5 unités arbitraires. L'azote a été utilisé
comme gaz de nébullisation et de désolvatation.

Des énergies de collision de 10 a 40 eV ont été appliquées avec de 'argon comme
gaz de collision.

2.4.3 Spectrométrie de masse a haute résolution - FT-ICR-MS

Les composés analysés ont été solubilisés dans un mélange méthanol-eau 1 :1. lIs
ont été introduits dans le spectromeétre avec un débit de 120 pL/h.

Les spectres de masse a haute résolution ont été enregistrés sur un spectrometre
de masse a résonance cyclotronique ionique a transformée de Fourrier (FT-ICR-MS) 7T
APEX-Qe hybride équipé d'une source électrospray ESI Apollo Il (Bruker, Billerica, MA,
USA) en infusion directe. La gamme de masse scannée est de 100 a 1000 Da. Pour
chaque spectre, 20 scans ont été accumulés.

Les analyses ont été menées en ionisations positive (ESI*) et négative (ESI'). En ESIY,
les conditions suivantes ont été appliquées : potentiel du capillaire (spray voltage) 4 500
V, débit du gaz de nébullisation (nebulizer gas) 4,5 L/s et pression du gaz de séchage (dry
gas) 1.2 bar.

La calibration a été réalisée avec une solution de trifluoroacétate de sodium (TFANa)
a pH 3,5.
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2.5 Spectroscopies d’absorption et de fluorescence UV-Vis

2.5.1 Spectroscopie d’absorption UV-Vis en transmission

Les analyses ont été réalisées dans des cuves en quartz Suprasil™ QS-100 de 2 ou
10 mm (Hellma). Une cuve remplie d’eau ultra-pure a été utilisée comme référence.

Deux spectrophometres d’absorption en transmission ont été utilisés.

Le premier est un spectrophotométre Cary 5000 (Agilent) permettant des mesures
dans le domaine UV, visible et proche infrarouge (200-1000 nm). Il possede deux sources
lumineuses : une lampe tungstene-halogene et une lampe a arc au deutérium. Les dé-
tecteurs sont un PMT R928 dans la gamme UV-Vis et PdS pour le proche IR avec des
résolutions spectrales inférieures au nm. Il est piloté par le logiciel Cary WinUV.

Le second est un spectrophometre Duetta (Horiba) permettant la mesure combinée
de l'absorption et de la fluorescence. Pour I'absorption, la source lumineuse est une
lampe a arc au xénon (75 W) et le détecteur est une photodiode de silicium, permettant
I'acquisition des spectres entre 250 et 1000 nm, avec une résolution spatiale de + 1 nm.
Il est piloté par le logicel EZSpec.

2.5.2 Spectroscopie d'absorption UV-Vis en réflexion diffuse (par fibre optique)

Pour les mesures en réflexion, un spectrophotometre FieldSpec4 Hi-Res (ASD) a été
utilisé dans le domaine proche UV, visible et infrarouge (350-1000 nm). Le capteur est
une barrette de photodiodes avec une résolution spectrale de 3 nm.

L'échantillon a analyser est éclairé par une source halogéne, positionnée perpen-
diculairement a sa surface (0°C). Le signal réfléchi est collecté par une fibre optique a
45°C. Deux lasers en croix, de faible intensité, sont alignés avec le point de focalisa-
tion de la fibre de collecte, permettant un réglage précis et répétable de la distance de
travail. La taille du point de mesure est d'environ 5 mm de diamétre.

A chaque acquisition, 50 spectres sont accumulés avec un temps d'intégration de
8,5 ms chacun.
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Afin de calibrer l'intensité mesurée (I), l'intensité réfléchie par un blanc de réfé-
rence " (B) et du bruit noir*" (N) ont été mesurées. La valeur finale du facteur de ré-
flexion R convertie par le logiciel d’acquisition (Indico Pro) pour chaque longueur d'onde
est la suivante :

I-N
B-N
La valeur du facteur de réflexion ainsi obtenue est comprise entre 0 et 1 et indépen-

R = (2.10)

dante des conditions d'éclairage et des caractéristiques du capteur.

Les données obtenues a partir des spectres de réflexion ont été converties en co-
ordonnées colorimétriques dans l'espace de couleurs L*a*b* CIE 1976 avec un illumi-
nant D65 et un angle d'observation de 2°*, Les écarts de couleurs ont été évalués par
le calcul de la distance chromatique AE(76), d'aprés I'équation (2.8). Les coordonnées
rouge-vert-bleu (RVB) ont également été calculées "' afin de pouvoir représenter un
rendu visuel des points de coordonnées L*a*b* par des patchs de couleur associés.

2.5.3 Spectroscopie de fluorescence

Les analyses des solutions ont été réalisées dans des cuves en quartz Suprasil™
QS-100 de 2 ou 10 mm (Hellma).

Deux spectrofluorimétres ont été utilisées.

Le premier est un spectrofluorimetre Cary Eclipse Fluorescence (Agilent). Il a été uti-
lisé pour la mesure de la fluorescence de solutions et d'échantillons solides. La source
est une lampe flash au xénon (80 Hz) permettant une excitation sur la gamme 200-900
nm. Le détecteur est un tube photomultiplicateur R928 permettant une détection sur
la gamme 200-900 nm.

Le second est le spectrophometre Duetta (Horiba), précédemment décrit, et per-
mettant la mesure combinée de I'absorption et la fluorescence. Il a été utilisé pour la
mesure de la fluorescence de solutions. La source lumineuse est une lampe a arc au
xénon (75 W) permettant une excitation de 250 a 1000 nm. Le détecteur est un capteur
photographique CCD/Spectrograph permettant une détection sur la gamme 250-1100
nm. Il permet d'appliquer une correction du signal de fluorescence pour prendre en
compte l'auto-absorption (effet de filtre interne).

xxiii. Constitué d'une plaque de Spectralon® (Labsphere) réfléchissant 100 % de la lumiéere pour toutes
les longueurs d'onde.

xxiv. Généré par le capteur lorsque la fibre de collection est obstruée.

xxv. Grace a un calculateur développé en interne au laboratoire.

xxvi. Avec le méme calculateur.
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2.6 Spectroscopies vibrationnelles

2.6.1 Spectroscopie d’'absorption infrarouge

En transmission, les spectres d'absorption infrarouge ont été obtenus avec un spec-
trophotometre FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific) équipé d'un microscope infra-
rouge Nicolet Continuum XL (Thermo Electron Corporation) avec un détecteur tellu-
rure de mercure-cadmium (MCTA). Les mesures ont été réalisées via I'objectif x32. Les
spectres ont été enregistrés sur une gamme entre 500 et 4000 cm™', avec une résolution
de 4 cm™'. Pour chaque spectre, 200 scans ont été accumulés.

En réflexion totale atténuée, les mesures d’absorption infrarouge ont été faites avec
un spectrophotometre FT-IR Nicolet iS5 (Thermo Scientific) équipé d'un module ATRiD7
avec un détecteur sulfate de triglycine deutéré (DTGS). Les spectres ont été enregistrés
sur une gamme entre 600 et 4000 cm™’, avec une résolution de 4 cm™. Pour chaque
spectre, 512 scans ont été accumulés.

Ces deux appareils sont pilotés par le logiciel OMNIC (Thermo Scientific).

2.6.2 Spectroscopie de diffusion Raman

Les spectres de diffusion Raman ont été enregistrés avec un spectrometre inVia (Re-
nishaw) équipé d'un microscope confocal et de deux lasers Nd :YAG (532 et 785 nm). Les
mesures ont été réalisées via l'objectif x50 (Leica). Les spectres ont été enregistrés entre
400 et 1800 cm™', avec une résolution de 2 cm™. Selon les échantillons, les paramétres
suivants ont été adaptés : puissance du laser entre 0,1 et 1 %, temps d’exposition de 3
a 60 s, nombre d'accumulations entre 1 et 20.

Le logiciel d'acquisition associé a cet équipement est le logiciel WIRE 3.3 (Renishaw).
La ligne de base des spectres a été soustraite automatiquement avec le logiciel OMNIC.

2.7 Spectroscopie RMN

Les composés purifiés ont été solubilisés dans du DMSO-d, et du CD;0D. Des tubes
RMN en verre Select Series™ 3 mm (Norell, Morganto, NC, USA) ont été utilisés.

Les spectres RMN 1D "H et 2D COSY, NOESY, ROESY, HSQC et HMBC ont été enre-
gistrés a 298 K avec un spectrometre AVANCE Il HD 600 MHz (Bruker, Wissembourg,
France) équipé d'une sonde cryogénique TCl 5 mm (Z-gradient) triple résonance ('H-
13C.15N),

L'acquisition et le traitement des spectres a été réalisé avec le logiciel TopSpin.
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2.8 Vieillissements artificiels a la lumiéere

2.8.1 Enceinte de vieillissement

L'enceinte de vieillissement Xenotest ALPHA+ (Atlas) a été utilisée. Les échantillons
ont été placés sur des supports en rotation autour d'une lampe xénon équipée un filtre
simulant le spectre solaire derriére une vitre de 3 mm d'épaisseur (simulation de condi-
tions intérieures). L'irradiance a été fixée a 50 W/m? dans la gamme 300-400 nm. Les
valeurs des parametres liés aux conditions dans la chambre de vieillissement sont les
suivantes : une température de I'étalon noir ' (BST, Black-standard temperature) de 40
+ 5°C, une température de chambre (CHT, Chamber temperature) de 25+ 5°C et une
humidité relative de 50 + 5 %. Les échantillons ont été exposés en continu a la lumiere
durant 26 h.

2.8.2 Micro-décolorimétrie (MFT)

Les expériences de micro-décolorimétrie ont été réalisées avec une lampe xénon (75
W) équipée d'un filtre UV et d'un filtre de densité neutre de 0,09. L'échantillon est éclairé
via une fibre optique de 600 pm de diameétre, au bout de laquelle une série de lentilles
est disposée afin de concentrer le faisceau de lumiere sur zone de diametre inférieure
a 0,5 mm de diamétre. Comme pour les mesures en réflexion diffuse, la collection du
signal se fait avec une géométrie de 0°/45°. Le spectrophotométre FieldSpec4 Hi-Res
(ASD) piloté par le logiciel Indico Pro a été utilisé pour la détection.

2.9 Photographies sous UV

Pour les photographies prises sous éclairage UV, une source lumineuse Crime-lite®

2 UV (Foster + Freeman) avec une longueur d'onde 4., de 365 nm a été utilisée. Le

max
temps de pose était de 20 s.

xxvii. Permet de contréler la température superficielle des éprouvettes. Etant donné qu'il n‘est pas pra-
tique de surveiller individuellement la température de chaque éprouvette, la température est mesurée
sur un capteur thermique a surface noire exposé de la méme fagon que les éprouvettes.
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Comme évoqué précédemment, 'hypothétique identification du colorant extrait de
Justicia spicigera dans des peintures brunes du Codex Borbonicus par des techniques
spectroscopiques in situ a motivé son étude approfondie en laboratoire. Les différentes
expériences entreprises ont pour objectif final de relier la composition moléculaire du
colorant a sa signature spectrale. In fine, on cherchera a caractériser les molécules co-
lorantes présentes dans l'extrait et a comparer leurs propriétés spectrales a celles de
I'extrait total afin de pouvoir interpréter la signature spectrale enregistrée sur le ma-
nuscrit.

Ce chapitre vise a enrichir les connaissances concernant l'extraction, les réponses
spectrales et la composition du colorant extrait des feuilles de jJusticia spicigera ainsi
que sa préparation en tant que peinture.

Dans un premier temps, le choix des conditions d'extraction du colorant est pré-
senté et discuté.

Par la suite, les caractéristiques spectrales telles que I'absorption, 'émission de fluo-
rescence UV-Vis et la diffusion Raman obtenues pour le colorant bleu-violet extrait et
de ses dépdts sur support solide sont détaillées. Ces signatures spectrales sont notam-
ment comparées a celles obtenues pour les peintures du Codex Borbonicus. Une étude
préliminaire de la composition moléculaire par chromatographie en phase liquide est
exposée, avec notamment pour but de repérer les principaux composés colorés.

L'extrait coloré s'étant révélé instable, son évolution au cours du temps a ensuite
été considérée. Les résultats du suivi des propriétés spectrales et de la composition
moléculaire au cours du temps sont présentés.

Nous nous sommes ensuite intéressés au mode de préparation du colorant en tant
que peinture. Pour rappel, aucune source historique ne mentionne une telle prépara-
tion et les couches picturales du Codex Borbonicus dans lesquelles a été suspecté Justicia
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spicigera sont brunes. Dans nos expériences, nous avons donc cherché a évaluer dans
quelle mesure il était possible de reproduire I'apparence et la signature spectrale des
peintures du manuscrit a partir du colorant bleu-violet extrait des feuilles de Justicia
spicigera.

Pour conclure ce chapitre, une étude de vieillissement artificiel a la lumiéere a été
menée afin d'estimer la sensibilité du colorant a la lumiére. Nous souhaitions notam-
ment évaluer la stabilité des signaux spectraux caractéristiques de Justicia spicigera face
a unvieillissement afin d'estimer les possibilités d'identification de ce colorant dans des
objets historiques dégradés.

N.B. La caractérisation spectrale de I'extrait aqueux de Justicia spicigera et I'étude
préliminaire de sa composition, détaillées dans ce chapitre (partie 2), ont fait I'objet
d’'une publication dans The Analyst [Arberet et al., 2021].
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1. Extraction du colorant

1 Extraction du colorant

Commengons par nous intéresser aux conditions d'extraction du colorant a partir
de la matiére premiére végétale : les feuilles de jJusticia spicigera'. L'extraction solide-
liquide consiste en la mise en contact de la matiére végétale et d'un fluide afin d’en
extraire des composés d'intérét, dans notre cas les molécules colorantes. Lors de I'ex-
traction, plusieurs parametres influent sur les caractéristiques de I'extrait obtenu (cou-
leur, signature spectrale, composition). lls sont reliés a la matiére premiere végétale et
a sa préparation, aux propriétés du solvant et aux modalités du procédé d'extraction
lui-méme [Handa et al., 2008].

La matiére premiere végétale est 'un des parametres les plus importants, mais c'est
également le plus difficile a maitriser. De fait, pour une méme espece de plante, la te-
neur des différents constituants peut dépendre des conditions climatiques, de l'origine
géographique, des pratiques de culture, etc. Il faut également prendre en compte les
étapes de traitement du végétal (lavage, séchage, tri, découpe, broyage) ayant lieu en
amont de l'extraction [Brenac, 2014].

Le choix du solvant joue un rdle important dans I'extrait final obtenu, les composés
extraits dépendant de leur affinité avec le solvant extracteur [Azmir et al., 2013,Zhang
et al., 2018].

Les parametres propres au procédé comme la durée d'extraction, la température,
la pression, l'agitation, etc. influencent également la teneur en composés d'intérét des
extraits obtenus [Zhang et al., 2018].

Notre but étant de caractériser le colorant extrait de Justicia spicigera tel qu'il aurait
pu étre obtenu pour la préparation des peintures du Codex Borbonicus au 16°™ siécle,
nous nous limiterons a des conditions d'extraction cohérentes avec des pratiques que
nous pouvons imaginer étre appliquées a cette époque . Par ailleurs, comme nous le
détaillerons un peu plus loin, le colorant est trés facilement et rapidement obtenu lors
d’'une extraction par simple macération dans de I'eau, a température ambiante. Nous
n'avons donc pas particulierement cherché a optimiser son extraction. Nous avons ce-
pendant consciencieusement fixé certains des parametres pour limiter les variations
de l'extrait résultant. Les conditions d’extraction retenues sont présentées ci-dessous.

i. Fournies par le Jardin botanique Val Rahmeh de Menton.

i. Nous ne disposons que de peu d'informations historiques sur l'extraction et la préparation du
colorant par les Aztéques au 16°™¢ siécle, mais nous pouvons supposer que les pratiques léguées de
génération en génération et encore utilisées par les populations locales d’Amérique Centrale sont de
bons indicateurs (Chapitre 1, partie 3.2.3).
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Concernant le matériel végétal, nous ne pouvons évidemment pas garantir qu'il
soit strictement identique a celui rencontré dans la vallée de Mexico-Tenochtitlan au
168Me siecle. Mais comme nous allons le voir, malgré les potentielles variations dues au
climat ou a l'origine géographique, les feuilles de Justicia spicigera fournies par le Jardin
botanique Val Rahmeh de Menton contiennent bien les composés responsables des
signaux spectraux enregistrés dans les peintures du Codex Borbonicus.

Des feuilles fraiches de Justicia spicigera sont a priori plutot utilisées pour la produc-
tion du colorant au vu de la proximité entre les lieux d'approvisionnement en matériel
végétal et les lieux de fabrication des objets (Chapitre 1, partie 3.2.3). Toutefois, nous
avons fait le choix de travailler avec des feuilles séchées. En effet, dans la mesure ou
le matériel végétal n'était pas disponible a proximité des laboratoires d'étude, travailler
avec des feuilles fraiches s'est révélé rapidement assez contraignant. La conservation
des feuilles fraiches dans le temps était assez limitée (de I'ordre d’'une semaine) et cela
auraitimpliqué des envois de feuilles plus fréquents, augmentant la potentielle variabi-
lité due a la saison de prélévement, aux conditions extérieures, etc'". Ainsi, nous avons
cherché un mode de stockage pratique a mettre ceuvre et pour lequel les propriétés
de I'extrait en résultant (composition et réponse spectrale) étaient comparables a celles
des feuilles fraiches. Le potentiel du séchage et de la congélation a été évalué dans des
expériences préliminaires (Annexe D). Nous avons pu mettre en évidence que, contrai-
rement a la congélation, le procédé de séchage ne semble affecter nila composition de
I'extrait de Justicia spicigera (Figure D.3) ni les propriétés spectrales (émission de fluo-
rescence et Raman, Figures D.4 et D.5) ayant permis son identification dans le Codex
Borbonicus'" . Dés leur réception au laboratoire, nous avons donc procédé au séchage
des feuilles fraiches avant leur stockage et leur future utilisation.

Les feuilles séchées ont été grossierement effritées a la main afin d'augmenter la
surface de contact lors de la macération. Elles n‘ont toutefois pas été réduites jusqu’a
I'état de poudre afin de faciliter I'étape ultérieure de filtration (risque de bouchage des
filtres).

iii. Ces propos sont illustrés en Annexe D (Figures D.1 et D.2), ol nous avons pu constater une diffé-
rence dans la composition des extraits de différents lots de feuilles aprés séchage. Cela n'a toutefois pas
fait I'objet d'une étude plus approfondie.

iv. Ou tout du moins, pas si les feuilles sont mises a sécher alors qu'elles sont encore bien fraiches et
en bon état. En effet, nous avons pu remarquer que lorsque l'opération de séchage est réalisée alors que
I'état des feuilles a déja commencé a se dégrader, il n'est ensuite pas possible d’extraire le beau colorant
violet, des extraits bruns sont plutét obtenus.
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Concernant le solvant d’extraction, dans I'histoire de I'extraction végétale, les pre-
miers procédés s'appuyaient sur des extractions aqueuses, essentiellement ou des fer-
mentations alcooliques’ [Handa et al., 2008]. Nous avons fait le choix de nous focali-
ser sur une extraction a I'eau. Cela est cohérent avec les pratiques locales reportées
pour l'extraction du colorant de justicia spicigera (Chapitre 1, partie 3.2.3). Méme si des
procédés de fermentation sont également ponctuellement cités, nous avons décidé de
réaliser I'extraction dans les conditions les plus simples possibles et de ne pas ajouter
ce parametre supplémentaire.

Par ailleurs, des tests rapides d'extraction avec des solvants organiques ont montré
que l'eau restait le meilleur solvant pour extraire le colorant de Justicia spicigera (Annexe
D : Figures D.8a et D.8b).

Les principaux modes d'extraction végétale compatibles avec des pratiques anciennes
sontla macération, I'infusion, la décoction et la percolation. Pour la macération, I'extrac-
tion est réalisée en laissant en contact le matériel végétal et le solvant a température
ambiante. Dans le procédé d'infusion, le solvant bouillant est versé sur les plantes, puis
le mélange est laissé a refroidir pour un temps donné. Lors d'une décoction, le mélange
constitué du solvant et des plantes sont portés a ébullition. La percolation consiste a
faire passer le solvant extracteur a travers le matériel végétal. La solution obtenue a
I'issu de ces procédés (solvant + composés d'intérét) constitue I'extrait. Il est ensuite
isolé de la matiére premiére végétale par filtration, centrifugation ou décantation.

Dans les procédés de teinture a partir du colorant de Justicia spicigera reportés dans
le Chapitre 1 (partie 3.2.3), nous identifions principalement des extractions par macé-
ration ou décoction. Nous avons fait le choix du procédé le plus simple : la macération,
ne faisant pas intervenir de chauffage du mélange. En effet, nous avons pu remarquer
gu'en chauffant le mélange, I'évaporation de la solution entrainait la formation d'un pré-
cipité. C'est pourquoi, pour limiter ce phénomeéne complexifiant I'extrait obtenu, nous
avons préféré une extraction a température ambiante. Nous noterons qu'il n’est pas
exclu que latempérature ambiante a laquelle nous avons été amenés a travailler differe
de celle rencontrée en Amérique Centrale au 16°™ siécle; nous estimons cependant
que cet écart a une influence négligeable.

Enfin, la durée de l'extraction a été établie. Selon les procédés de teinture décrits
dans le Chapitre 1 (partie 3.2.3), les temps de macération sont assez variables, pouvant
aller de 30 min a plusieurs jours. Dans la plupart des exemples, ils ne sont pas mention-
nés précisément et sont probablement adaptés au cas par cas par l'artisan, qui connait
amplement le matériel végétal avec lequel il travaille. Une étude préliminaire nous a

v. Processus biochimique par lequel des sucres des plantes sont transformés en alcool dans un milieu
liquide et en I'absence d'oxygeéne.
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permis d'estimer que le temps de macération avait peu d'influence sur la composition
et la concentration de I'extrait (Annexe D : Figures D.6 et D.7). Ainsi, pour des raisons
pratiques, nous avons travaillé avec des temps de macération plutdt courts de 5 a 10
min.

Le colorant a donc été extrait des feuilles séchées et effritées de Justicia spicigera
par macération dans de I'eau pour une durée de 5 a 10 min, a température ambiante,.

Au début de l'extraction, la solution se teinte en rose-rouge (Figure 3.1a) puis vire
au violet au fur et a mesure (Figure 3.1b). Apres sa filtration, permettant de retirer les
feuilles, I'extrait obtenu présente une teinte violette vive, avec des reflets rouges (Fi-
gure 3.1¢). Comme le mentionnait [Thomas, 1866], nous observons que la coloration
de la solution varie du bleu-violet au rouge, selon I'angle d'observation par rapport a
I'orientation d’'une source lumineuse. Cela pourrait s'expliquer par limpression d'une
certaine fluorescence de la solution obtenue.

Figure 3.1 - Extraction du colorant des feuilles de justicia spicigera.
a) Apparition d'une teinte rosée lors de la mise en contact des feuilles et de I'eau,
b) Développement du violet intense et c) Extrait apreés filtration. ©Eline Jourdan.

La partie suivante concerne l'analyse plus détaillée de I'extrait coloré ainsi obtenu.
Les propriétés spectrales de la solution et une premiére évaluation de sa composition
chimique ont été étudiées.
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2 Caractérisation de I'extrait aqueux

L'extrait aqueux coloré violet obtenu par macération des feuilles de Justicia spicigera
a été étudié par spectroscopie d'absorption et de fluorescence UV-Vis.

Le colorant de Justicia spicigera ayant été reporté comme sensible aux variations
de pH du milieu [Thomas, 1866, Parkin, 1905] (Chapitre 1, partie 3.3.1), les réponses
spectrales ont été enregistrées pour différentes conditions de pH. Ces premieres ex-
périences ont eu pour but premier de comprendre le comportement global de la so-
lution. Elles ont également permis de choisir les paramétres pour les analyses de la
composition chimique par chromatographie en phase liquide (pH de la phase mobile,
longueur d'onde de détection). Une premiére évaluation de la composition moléculaire
de I'extrait a ainsi été menée. Les principaux composés colorés ont été identifiés et leurs
propriétés (rétention, absorption UV-Vis, spectre de masse) ont été comparées a celles
de familles de colorants connus.

En parallele, I'extrait coloré a été déposé sur support solide afin de pouvoir com-
parer ses propriétés d'absorption, d'émission de fluorescence et de diffusion Raman
a celles enregistrées pour les peintures brunes du Codex Borbonicus dans lesquelles a
été identifié Justicia spicigera.

2.1 Absorption et émission de fluorescence UV-Vis

L'extrait aqueux coloré de Justicia spicigera obtenu dans les conditions décrites pré-
cédemment (partie 1) a tout d'abord été analysé par spectroscopie d'absorption et
d’émission de fluorescence UV-Vis. Les analyses ont été menées pour l'extrait coloré
en solution, mais aussi déposé sur support solide.

2.1.1 Extrait en solution

Les spectres d'absorption de I'extrait aqueux ont été enregistrés pour différentes
valeurs de pH et sont présentés dans la Figure 3.2.

L'extrait brut, d'une valeur de pH d’environ 8, présente une coloration violette et un
maximum d'absorption dans le visible détecté a environ 590 nm. Quand le pH est aug-
menté jusqu'a 10, 'absorbance augmente légerement, mais aucun changement dans
la forme du spectre n'est observé. Dans des conditions de pH inférieur a 6, I'extrait
présente une coloration orange, avec un décalage du maximum d'absorption autour
de 490 nm. L'équilibre entre les deux formes du colorant semble avoir lieu a un pH
proche de 6, pour lequel les deux maxima d’absorption sont enregistrés résultant en
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une coloration rouge. Ces résultats sont cohérents avec ceux déja publiés pour I'extrait
de Justicia spicigera par [Ushida et al., 2005, Espinosa-Morales et al., 2012].
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Figure 3.2 - Spectres d’absorption Vis pour I'extrait aqueux de feuilles de J. spicigera, a
différentes valeurs du pH. Lot de feuilles : 03/2018.
Encart : Photographie des solutions de la gamme de pH.

Ces données montrent également qu'il est a priori possible d'écarter le fait que les
colorants principaux de l'extrait de Justicia spicigera soient des anthocyanes, contrai-
rement a ce qui a été suggéré par plusieurs auteurs [Casanova-Gonzalez et al., 2012,
Espinosa-Morales et al., 2012]. En effet, pour cette famille de colorants, dont la couleur
est également dépendant des conditions de pH, les couleurs et les propriétés d'absorp-
tion associées sont différentes de celles obtenues pour I'extrait de justicia spicigera.
Pour des pH inférieurs a 3, un extrait de couleur rouge (4,,,, autour de 520 nm) est
attendu avec la prédominance du cation flavylium. Pour des valeurs de pH supérieures
a 4, les formes neutres et anioniques menant a des colorations bleue-violettes sont in-
stables et ne sont pas observées; elles sont hydratées en hémicétal incolore puis en
chalcones, jaunes pales [Castafieda-Ovando et al., 2009, Houghton et al., 2021].

Par contre, comme mentionné par [Thomas, 1866] (Chapitre 1, partie 3.3.1), le com-
portement en absorption de l'extrait de Justicia spicigera en fonction du pH du milieu
est proche de celui observé pour des colorants de la famille des phénoxazones (la tein-
ture de tournesol ou l'orseille V). Ils présentent en solution une coloration orange-rouge

vi. Appellation vernaculaire ambigué en francais, orseille désigne quelques especes de lichens dont
on extrait le mélange colorant, mais aussi le nom du mélange colorant lui méme (composé d’hydroxy-
et d'amino-orcéines).
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dans des conditions acides (4,,,, autour de 500 nm) qui vire au bleu-violet pour des pH

max
supérieurs a 7 (4,,,, autour de 575 nm avec un épaulement vers 540 nm) [Beecken et al.,

2003, Clementi et al., 2006, Aceto et al., 20171].

Par ailleurs, les pics d'absorption minoritaires enregistrés autour de 440 et 680 nm,
indépendamment de la valeur de pH peuvent étre attribués a 'absorption de la chloro-
phylle [Alves et al., 2018]. Méme si les chlorophylles sont plutét hydrophobes, elles ont
pu étre extraites avec le colorant principal. La présence de flavonoides, reporté dans
I'extrait de Justicia spicigera par [Dominguez et al., 1990, Euler et Alam, 1982, Esquivel-
Gutierrez et al., 2013, Ortiz-Andrade et al., 2012], peut expliquer l'intense absorption
enregistrée pour les longueurs d'ondes inférieures a 450 nm [Jurasekova et al., 2006, Su-
rowiec et al., 2008].

La fluorescence de I'extrait aqueux brut (pH 8) de Justicia spicigera a également été
enregistrée. En solution, I'extrait présente un maximum d'émission de fluorescence
centré a 620 nm avec un épaulement a 675-685 nm (Figure 3.3).
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Figure 3.3 - Spectre d’émission de fluorescence de I'extrait aqueux brut de J. spicigera.
Lot de feuilles : 03/2018. 4., 365 nm.
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2.1.2 Dépot sur support

Afin de permettre une comparaison avec les profils spectraux obtenus sur le Codex
Borbonicus, la solution aqueuse colorée brute (pH 8) a été déposée sur un support pa-
pier. Le papier Whatman 1 a été choisi, car il présente 'avantage d'étre neutre et de ne
pas contenir d'additifs particuliers, limitant ainsi son influence sur la coloration obtenue
lors du dépat.

Le dépOt obtenu présente une coloration violette vive (Figure 3.4a). Son apparence
est bien différente des couches brunes obtenues dans le Codex Borbonicus, ce qui sug-
gere une préparation particuliére du colorant pour son utilisation en tant que peinture.
Cet aspect sera traité dans une partie ultérieure (partie 4). Les propriétés spectrales
(spectres de réflexion, d'émission de fluorescence et Raman) ont toutefois été enregis-
trées pour I'échantillon violet, afin de les relier a celles obtenues pour I'extrait liquide.

—

i
*

(-0

(a) Sous éclairage visible (b) Sous éclairage UV
(Crime-lite® 2 UV A,,,, 365 nm)

Figure 3.4 - Photographie du dépdt brut (pH 8) sur papier Whatman 1 de la solution de J. spicigera.

Premierement, le spectre de réflexion dans le visible a été enregistré et est présenté
en Figure 3.5a. Une bande d'absorption est détectée a 599 nm, avec un épaulement a
565 nm. Cela correspond a ce qui a été observé en solution (Figure 3.2), avec un léger
décalage du maximum d'une dizaine de nm. Comme nous pouvions nous y attendre
au vu de l'apparence du dépbt coloré, le spectre de réflexion differe grandement de
celui qui a été obtenu sur les peintures brunes du Codex Borbonicus (Chapitre 1, Figure
1.19a).
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Figure 3.5 - Spectres de réflexion et d’émission de fluorescence de I'extrait aqueux de J. spicigera
brut (pH 8) déposé sur papier Whatman 1.

Conformément a ce que I'on a pu observer en solution, nous avons pu constater une
similarité entre les spectres de réflexion de I'extrait de Justicia spicigera et de l'orseille.
Pour cette derniére, deux bandes d'absorption sont détectées : la premiere autour de
545-550 nm et la seconde dans la gamme 585-595 nm [Aceto et al., 2017].

Eclairé sous UV, I'extrait déposé sur papier présente une intense fluorescence rouge
(Figure 3.4Db). Le spectre d'’émission de fluorescence a été enregistré pour une longueur
d’onde excitatrice A,, de 250 nm (Figure 3.5b). Le maximum d'émission est centré au-
tour de 632 nm, avec un épaulement vers 690 nm. Ces données sont cohérentes avec
les propriétés d'émission de I'extrait en solution. Le décalage du maximum entre I'ex-
trait en solution et le dépot sur support a été également observé pour d'autres colo-
rants, et pourrait s'expliquer par l'interaction avec le support [Miliani et al., 1998]. Le
maximum d'émission de I'extrait déposé sur papier est en adéquation avec celui enre-
gistré pour les couches brunes du Codex Borbonicus aux alentours de 630 nm (Chapitre
1, Figure 1.19b).

Ainsi, méme si la couleur apparente du dépdt de la solution sur papier est différente
de celle des peintures du Codex Borbonicus, les fluorophores détectés dans celles-ci
semblent étre présents dans l'extrait coloré. Cette observation est toutefois a nuancer
car l'intensité d'émission de fluorescence semble bien plus importante pour le dépot
de solution (Figure 3.5b) que pour les peintures du manuscrit (Figure 1.19b)"". Nous ne

vii. Il est difficile de faire une comparaison parfaite de l'intensité car deux appareillages différents ont
été utilisés et I'intensité n'a pas été calibrée, mais le rapport signal/bruit bien plus important dans le cas
des peintures suggeére cela.
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Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

pouvons pas savoir si cette différence d'intensité est due a la présence de deux fluoro-
phores distincts ou au mode de préparation des peintures, qui atténuerait la fluores-
cence (par exemple par auto-absorption [Pottier et al., 2018]).

A nouveau, cette propriété de I'extrait de Justicia spicigera permet de le rapprocher
de l'orseille, pour laquelle une émission de fluorescence centrée autour de 630 nm (4.,
350 nm) est aussi détectée sur support (textile ou peintures) [Clementi et al., 2009].

2.2 Diffusion Raman

Dans l'optique de continuer la comparaison des propriétés spectrales de I'extrait
coloré de Justicia spicigera déposé sur support et des peintures du Codex Borbonicus, le
signal Raman de I'extrait est enregistré.

Pour permettre une mesure en spectroscopie Raman de l'extrait liquide, celui-ci est
déposé sur une lamelle de verre et analysé aprés séchage. Ces mesures ont été réali-
sées sur du verre plutdét que sur le papier Whatman, car la couche colorante était trop
peu couvrante pour masquer la contribution du papier sous-jacent, empéchant d'ob-
tenir un spectre Raman exploitable. Le spectre Raman obtenu est présenté en Figure

3.6.
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Figure 3.6 - Spectre Raman de I'extrait aqueux de J. spicigera déposé sur une lame de verre.
Laser 532 nm. Soustraction de la ligne de base.
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2. Caractérisation de I'extrait aqueux

Les principales bandes sont détectées a 578, 726, 824, 1174, 1336, 1420, 1496 et
1640 cm™'. Le profil spectral correspond a celui enregistré pour les peintures brunes
de la partie Il du Codex Borbonicus (Chapitre 1, Figure 1.20).

Contrairement a I'hypothése formulée par [Casanova-Gonzalez et al., 2012], il est
peu probable que les flavonoides présents dans l'extrait, comme le kaempférol et ses
glycosides, soient responsables de la signature Raman enregistrée. De fait, la comparai-
son de spectres Raman obtenus pour I'extrait de Justicia spicigera et pour une référence
de kaempféritrine (kaempférol-3,7-dirhamnose) a montré de grandes divergences des
signaux (Annexe F, Figure F.1).

La corrélation entre les signaux Raman et d’émission de fluorescence de l'extrait de
feuilles de jJusticia spicigera et des peintures brunes de la partie Il du Codex Borbonicus
a mis en évidence que les composés responsables de la signature spectrale détectée
in situ sont bien présents dans les extraits colorés de la plante. L'origine moléculaire de
ces signaux est maintenant a étudier.

2.3 Composition de I'extrait

Nous nous sommes intéressés a la composition de I'extrait aqueux afin de révéler
les composés responsables de sa coloration et d'évaluer leur potentielle contribution
aux signaux spectroscopiques enregistrés sur les peintures brunes du Codex Borboni-
cus.

Pour ce faire, des analyses de I'extrait en HPLC-DAD-MS ont été menées"'". Comme
montré précédemment, I'extrait coloré est sensible aux variations de pH et I'équilibre
apparent des deux formes se trouve aux alentours d'un pH de 6 (Figure 3.2, partie 2.1).
Les expériences ont été conduites a deux valeurs distinctes de pH de phase mobile (pH
3 et pH 8) * pour examiner la composition du colorant dans ses deux formes. Les chro-
matogrammes obtenus pour une détection en total scan (200-750 nm) ou uniquement
dans le visible (400-750 nm) sont représentés dans les Figures 3.7 et 3.8, pour les deux
valeurs de pH.

viii. Ces expériences préliminaires en HPLC n‘ont pas fait I'objet d'optimisation de méthode. Elles ont été
réalisées avec des gradients génériques définis dans I'’Annexe E, s'appuyant sur des conditions couram-
ment utilisées pour l'analyse des colorants (cf Chapitre 2, partie 1.1.3). Dans la suite du travail (Chapitre
4), 'optimisation des conditions chromatographiques (phase stationnaire, phase mobile et programma-
tion de gradient) sera par contre traitée dans l'objectif de développer d'une méthode de purification des
composeés colorés.

ix. Valeurs de pH de la phase aqueuse de la phase mobile, avant son mélange avec la phase organique
lors de la programmation en gradient d'élution
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Figure 3.7 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux de Justicia spicigera a pH 3.
Détection DAD : a) DAD Total scan 200-750 nm et b) Visible 400-750 nm.
Phase stationnaire : puriFlash® C18-XS. Phase mobile: A- HCOOH 0,1 % pH 3/ B - MeOH.
Gradient : 5-80 % B de 0 a 30 min.
Composés identifiés: X :A1; @:A2; ®:X1;A:F1;@:F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1)
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Figure 3.8 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux de Justicia spicigera a pH 8.
Détection DAD : a) DAD Total scan 200-750 nm et b) Visible 400-750 nm.
Phase stationnaire : puriFlash® C18-XS. Phase mobile : A- HCOONH, 5 mM pH 8 / B - MeOH.
Gradient : 5-80 % B de 0 a 30 min.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1;@®:F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1)
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2. Caractérisation de I'extrait aqueux

Les analyses chromatographiques de I'extrait ont révélé une composition complexe
- comme nous pouvions nous y attendre pour un extrait de produit naturel - avec plu-
sieurs composés absorbant dans 'UV et le visible (Figures 3.7a et 3.8a). Sept composés
ont notamment été repérés et leurs caractéristiques sont rassemblées dans le Tableau
3.1.
Tableau 3.1 - Composés présents dans I'extrait aqueux de Justicia spicigera.
Phase stationnaire : puriFlash® C18-XS.

Phase mobile : A- HCOOH 0,1 % pH 3 ou HCOONH, 5 mM pH 8/ B - MeOH.
Gradient : 5-80 % B de 0 & 30 min. En MS2, CE 10 eV.

tz (min) B Amax (NM) [M+H]* | lons fragments
Composé
pH3 pHS8 pH3 pH 8 (m/z) (m/z)

* | 9,88 10,03 A1 :Justiciamide 251, 299 315 297
A2 . Acide 4-amino-3-
hydroxy-N-(2-hydroxy-

® 1669 |2 ydroxy-N-(2-hydroxy 254,302 | 2 286 | 268
4,5-diméthoxyphényl)-4-
oxobutanoique

¢ | 19,9 15,92 X1 239, 492 251, 587 404 386, 259
F1 : kaempférol 3-arabinose-

A | 22,34 22,72 266, 350 565 433, 287
7-rhamnose?

® | 2394 24,39 F2 : Kaempféritrine 266, 344 579 433, 287

H | 2473 19,85 X2 233,492 236, 596 259 -
F3 : Kaempférol-3-(3-acétyl-

+ | 26,80 27,22 266, 347 621 433, 247
rhamnose)-7-rhamnose

Cing de ces composés absorbent principalement dans I'UV. Méme <'ils ne font pas
I'objet de ce travail de caractérisation des composés responsables de la coloration vio-
lette de I'extrait, nous détaillons ici leurs caractéristiques et leur éventuelle identifica-
tion, car nous avons été souvent amenés a NouUs en servir comme COMPOSES reperes
au cours de nos expériences.

Trois glycosides de flavonols (F1, F2 et F3) ont notamment été identifiés avec une ab-
sorption caractéristique a 345 nm. La kampféritrine (kaempférol-3,7-dirhamnose, F2)
dont la présence dans l'extrait de J. spicigera a été précédemment mise en évidence
par [Dominguez et al., 1990, Euler et Alam, 1982, Ortiz-Andrade et al., 2012], a été iden-
tifiée avec un temps de rétention d'environ 24 min, des maxima d'absorption de 266 et
344 nm, indépendants du pH (spectre en Annexe F, Figure F.2) et un ion pseudo molé-
culaire [M+H]" a m/z 579. Les ions de fragmentation détectés pour m/z 433 (579-146)
et 287 (433-146) correspondent a la perte successives de deux unités de rhamnose.
Le kaempférol-3-(3'-acétyl-rhamnose)-7-rhamnose (F3), décrit par [Pérez-Vasquez et al.,
2022], a été détecté pour un temps de rétention d'environ 27 min, des maxima d'ab-
sorption de 266 et 347 nm (spectre en Annexe F, Figure F.2) et un ion pseudo molé-
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culaire [M+H]* a m/z 621. Les ions de fragmentation a m/z 433 (621-188) et 287 (433-
146) correspondent aux pertes d'acétyl-rhamnose et de rhamnose. Un autre composé
(F1) avec des maxima d'absorption caractéristiques de la famille des flavonoides a été
identifié a un temps de rétention d'environ 22,5 min (spectre en Annexe F, Figure F.2)
et un ion pseudo moléculaire [M+H]" de m/z 565. Les ions fragments détectés a m/z
433 (565-132) et 287 (433-146) suggerent un dérivé de kaempférol (ou isomere de la
formule C,sH,,0¢) avec des pertes d'unités de O-pentose (comme l'arabinose) et de O-
déoxyhexose (comme le rhamonose) [Kachlicki et al., 2016]. Le kaempférol 3-arabinose-
7-rhamnose pourrait, par exemple, correspondre a ce dérive.

Deux dérivés du 2-amino-4,5-diméthoxyphénol, précédemment isolés d’extraits de
J. spicigera par [Ismail et al., 1998, Lorenz et al., 1999], ont également été identifiés dans
nos analyses. La justiciamide (4-hydroxy-N-(2-hydroxy-4,5-diméthoxyphényl)-L-glutamine,
A1) a été détectée pour un temps de rétention d’environ 10 min, des maxima d'absorp-
tion a 251 et 299 nm (spectre en Annexe F, Figure F.3) et un ion pseudo moléculaire
[M+H]* a m/z 315. Un ion fragment a été enregistré pour un m/z de 297 (315-18) cor-
respondant a une perte d'H,O, peu spécifique mais cohérente avec la présence d'un
acide carboxylique [Levsen et al., 2007]. L'acide 4-amino-3-hydroxy-N-(2-hydroxy-4,5-
diméthoxyphényl)-4-oxobutanoique (A2) a été identifié avec un temps de rétention de
16,69 min pour une phase mobile de pH 3*, des maxima d'absorption a 254 nm et 302
nm (spectre en Annexe F, Figure F.3) et un ion pseudo moléculaire a m/z 286. Un ion
fragment a m/z 268 (286-18) a été détecté et correspond a une perte d'eau, comme
pour le composé A1.

Concernant les composés présentant une importante absorption relative dans la
gamme du visible (400-750 nm) et donc responsables de la coloration de I'extrait, deux
composeés principaux ont été repérés. Le premier, que I'on nommera, dans toute la
suite de ce mémoire X1, a un ion pseudo moléculaire [M+H]* a m/z 404 et |le second,
X2, & m/z 259. A pH 3, ils ont respectivement des temps de rétention de 19,96 et 24,73
min et des maxima d'absorption a 230-240 et 492 nm. La forme caractéristique de leur
spectre d'absorption a permis de les distinguer aisément (Figure 3.9a). En augmentant
le pH de la phase mobile a 8, la rétention de ces deux composés diminue (temps de
rétention respectifs de 15,92 et 19,85 min). En RPLC, la diminution de la rétention lors
d’'une augmentation de pH est caractéristique de composés acides, ionisés aux pH les
plus élevés et donc moins retenus que leurs formes neutres a bas pH [Dolan, 2017].
Les propriétés d'absorption des composés X1 et X2 sont aussi sensibles a la variation
de pH: lors de 'augmentation du pH, le maximum d’absorption dans le visible se décale

x. Nous n'avons pas réussi a identifier ce composé dans les conditions d’élution a pH 8.
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2. Caractérisation de I'extrait aqueux

vers des longueurs d'onde plus grandes (déplacement bathochrome de 492 a 587 nm
pour X1 et de 492 a 596 nm pour X2) (Figure 3.9b). La variation de leur absorption en
fonction du pH explique ainsila variation observée pour I'extrait total (Figure 3.2, partie
2.1).
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Figure 3.9 - Spectre d’absorption UV-Vis (DAD) des composés X1 et X2.
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Les composés X1 et X2 sont ainsi a priori responsables de la coloration de I'extrait.
Leur rétention, leurs spectres d'absorption UV-Vis ou leur fragmentation en spectromé-
trie de masse a basse résolution n‘ont pas permis d'identifier précisément les structures
de ces deux composeés. Seul le rapprochement avec les composés de la famille des phé-
noxazones, comme précédemment mentionné lors de I'exploitation des spectres d'ab-
sorption et de fluorescence obtenues pour I'extrait total (partie 2.1), a été suggéré par
ces données.

Il s'agira de vérifier cette hypothése et délucider la structure moléculaire de ces
deux composés. Cela sera traité par la suite : le Chapitre 4 est dédié au développement
d’'une méthode de purification de ces deux composés cibles et le Chapitre 5 détaille les
analyses approfondies menées par spectroscopie RMN et par spectrométrie de masse
a haute résolution en infusion directe afin d'en proposer une structure. De méme, I'éva-
luation de leur contribution aux signaux d’émission de fluorescence et Raman détectés
pour les peintures brunes du Codex Borbonicus sera abordée.

Bilan intermédiaire Le colorant violet extrait des feuilles de Justicia spicigera se ca-
ractérise par un maximum d'absorption centré a 590 nm et un maximum d'émission
de fluorescence a 620 nm. Des maxima comparables sont obtenus pour les dépdts de
cette solution colorée sur un support papier.

L'extrait coloré de Justicia spicigera génére bien les mémes signaux caractéristiques
d’émission de fluorescence et Raman que ceux des peintures brunes du Codex Borbo-
nicus. Cependant, I'origine moléculaire de ces signaux reste inconnue.

Les analyses chromatographiques ont permis d'identifier deux composeés, X1 et X2,
responsables de la coloration bleue-violette de I'extrait. Leur structure moléculaire n'est
cependant pas connue et leur contribution a la signature spectrale caractéristique de
I'extrait (émission de fluorescence et Raman) reste a évaluer.
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3 Suivi de I'évolution de I'extrait aqueux

Lors de la préparation de l'extrait, nous avons pu constater que la solution colorée
filtrée évoluait, a commencer par sa coloration. Nous avons alors cherché a mettre en
évidence l'influence de cette évolution sur les réponses spectrales et la composition
moléculaire.

Des photographies de l'extrait liquide filtré a différents temps de repos apreés le dé-
but de I'extraction ™ sont présentées dans la Figure 3.10. Comme décrit précédemment
et comme nous pouvons le voir sur ces photographies, peu de temps apres le début
de I'extraction, la solution a une coloration violette avec des reflets rouges. Au cours
du temps, ces reflets s'estompent pour laisser place a une solution tirant sur le bleu-
violet*".

approx.vol.

2h50
Figure 3.10 - Evolution de I'extrait au cours d'un temps de repos.

N.B. Le niveau de la solution n’est pas constant en raison de prélévements successifs entre les
photos.

Nous avons ensuite naturellement cherché a mettre en évidence I'effet de cette évo-
lution sur la signature spectrale du colorant ainsi que sur sa composition moléculaire.

xi. Temps séparant le début de I'extraction et I'observation, avec une filtration de la solution apres 5
a 10 min de macération.

xii. L'épaisseur du contenant ne permet de discerner tres clairement ces changements sur photogra-
phies; ces différences sont sur ces représentations surtout visibles en surface
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3.1 Influence sur I'absorption et la fluorescence de I'extrait

Les spectres d'absorption de I'extrait coloré en solution pour différents temps de
repos ont été enregistrés dans la gamme visible et sont tracés dans la Figure 3.11.
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Figure 3.11 - Spectre d'absorption de I'extrait aqueux de J. spicigera a différents temps de repos :
1h,7h24 het48h.
Lot de feuilles : 11/2020.

Pour un temps proche du début de I'extraction (1 h), deux maxima centrés a 555
nm et 588 nm ont été enregistrés. Au cours du repos de la solution, nous observons un
élargissement de la bande d'absorption avec un maxima centré autour de 565 nm, 48
h apres le début de I'extraction.

Nous avons ensuite cherché a évaluer 'influence du repos de la solution sur I'appa-
rence colorée et les propriétés spectrales d'un dépdt sur papier d'une telle solution.

Nous avons choisi de ne pas multiplier les dépbts a différents temps de repos et
de nous concentrer uniquement sur le dépdt d'une solution avec un temps de repos
assez avancé de 48 h. Comme précédemment dans le cas de la solution fraiche ¥ dans
la partie 2.1.2, la solution a été déposée sur du papier Whatman 1 pour enregistrer les
spectres de réflexion et d'émission de fluorescence.

xiii. Par solution fraiche, nous faisons référence a des solutions ayant subi des temps de repos courts,
de quelques minutes a quelques heures, a I'échelle du temps des manipulations (comme cela était le cas
dans la partie 2). En opposition a des solutions avec des temps de repos plus conséquents (de I'ordre
d’'une a plusieurs journées).
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(Crime-lite® 2 UV A,,,, 365 nm)

Figure 3.12 - Photographie du dépdt sur papier Whatman 1 d’'une solution de J. spicigera ayant
reposé 48 h apreés le début de I'extraction.

Le dépot présente une coloration violette foncée (Figure 3.12a) et dans son spectre
de réflexion est détectée une large bande d'absorption centrée autour de 596 nm (Fi-
gure 3.13a). Nous observons donc un comportement similaire a celui observé en so-
lution avec la disparition de I'épaulement a 565 nm et un élargissement de la bande
principale lorsque la solution subit un temps de repos long.
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Figure 3.13 - Spectres de réflexion et d'émission de fluorescence de dépdts sur papier Whatman
1 d’extrait aqueux de J. spicigera frais, repos d’environ 1 h (vert clair) et avec un temps de repos
de 48 h (vert foncé).

Sous éclairage UV, le dépdt présente une faible fluorescence rouge-rose (Figure
3.12b). Son spectre d'’émission de fluorescence est enregistré et tracé dans la Figure
3.13b. Nous observons une émission de fluorescence fortement atténuée par rapport
au dépdt d'extrait frais (probablement par auto-absorption). Un léger décalage du maxi-
mum d'émission de 630 nm a 626 nm a été constaté.
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3.2 Influence sur le signal Raman

Un extrait ayant reposé 48 h a été déposé sur lame de verre pour enregistrer son
spectre Raman. Il est comparé a celui obtenu dans le cas d'une solution fraiche (repos

d’environ 1 h) dans la Figure 3.14.
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Figure 3.14 - Spectre Raman sur lame de verre de I'extrait aqueux de J. spicigera frais, repos
d’environ 1 h (vert clair) et déposé 48 h de repos (vert foncé).
Laser 532 nm. Soustraction de la lighe de base.

Quel que soit le temps de repos, les signatures spectrales sont identiques. Nous
notons cependant un meilleur rapport signal/bruit pour le dépét correspondant a une
solution ayant un temps de repos plus long.

Nous avons ainsi mis en évidence que lorsque la solution filtrée est laissée au repos
une variation de la couleur, que ce soit a I'état liquide ou déposé sur support papier,
est observée. Elle saccompagne d'un élargissement du maximum d’absorption et d'une
atténuation de I'émission de fluorescence. La signature Raman ne subit quant a elle pas
de variation notable, si ce n'est une meilleure définition des bandes dans le cas d'une
solution ayant subi un temps de repos plus long.

Nous allons donc maintenant nous intéresser a I'évolution de la composition molé-
culaire de l'extrait pour comprendre l'origine de ces variations spectrales.
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3. Suivi de I'évolution de I'extrait aqueux

3.3 Influence sur la composition moléculaire

Un extrait aqueux a été préparé. Apreés sa filtration, il a été stocké dans le passeur
de la chaine HPLC et analysé a différents temps de repos (de 10 min a 6 jours) afin de
mettre en évidence I'évolution de la composition moléculaire, et particulierement celle
des molécules colorantes. Les chromatogrammes obtenus pour une détection dans le
visible (400-750 nm) sont présentés dans la Figure 3.15.
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Figure 3.15 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux pour des temps de repos distincts :
a) 10 min, b) 5 h, c¢) 8 h et d) 6 jours.

Phase stationnaire : Strategy™ C18-HQ. Phase mobile: A-H,0 0,1 % HCOOH /B - MeCN.

Gradient : 5-50 % B de 0 & 30 min puis 50 % B de 30 a 40 min. Détection : DAD 400-750 nm.

Nous observons une évolution des proportions relatives des composés X1 et X2
selon le temps de repos. Si le composé X1 est majoritaire pour un temps de repos
proche du début de I'extraction (10 min, Figure 3.15a), sa concentration est plus faible
pour un temps de repos de 8 h (Figure 3.15b). Elle diminue encore apres 8 h (Figure
3.15¢), jusqu’a ce que son pic ne soit plus détectable apres 6 jours de repos (Figure
3.15d). Quant au composé X2, sa concentration maximale semble étre atteinte pour
des temps de repos intermédiaires (ici 5h, Figure 3.15b) puis décroit, comme celle de
X1, jusqu’a ce que son pic ne soit plus détecté (Figure 3.15d).

Un suivi plus précis de I'évolution de la concentration des composés X1 et X2 a été
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mené pour 13 temps de repos distincts entre 10 min et 12 heures (Annexe G, Figure
G.2). La décroissance de X1 a été mise en évidence, et ce, dés le début du temps de
repos. Cela suggere que sa formation au moment de I'extraction est tres rapide, mais
qu'il présente une grande instabilité dans la solution colorée. Quant a la concentration
du composé X2, elle augmente du début du temps de repos jusqu’a un temps com-
pris entre 100 et 400 min (selon les expériences) ou elle atteint son maximum, avant
de diminuer, comme celle de X1 jusqu’'a des valeurs tres faibles. Il semblerait que la
diminution de la concentration en X1 se fasse au profit de celle en X2.

Par ailleurs, pour un temps de repos long, 'absorbance des autres composés détec-
tés est relativement faible (Figure 3.15d). Nous pouvons tout de méme repérer les plus
intenses d’entre eux : deux composés avec un ion pseudo-moléculaire [M+H]* a m/z
358 et des maxima d'absorption centrés a 497 nm a pH 3 et a 605 nm a pH 8 (spectres
en Annexe F, Figure F.4) ou encore deux composeés avec un ion pseudo-moléculaire
[M+H]* 359 et des maximas d'absorption centrés a 449 nm a pH 3 (non identifiés pour
pH 8) (spectres en Annexe F, Figure F.5).

Plusieurs autres composés mineurs dont les propriétés d'absorption semblent éga-
lement dépendre du pH ont également été détectés avec des maximas d'absorption
entre 450 nm et 550 a pH 3 et entre 590 et 640 nm a pH 8" (exemples de spectres en
Annexe F, Figure F.6). Ces composés contribuent ainsi a la coloration de I'extrait total
pour des temps de repos longs.

Par ailleurs, aucune évolution notable des autres composés de I'extrait, tels que les
flavonols, n'a été observée (Annexe G, Figure G.1).

Ainsi, I'évolution de la couleur de I'extrait tout comme celle des propriétés d'absorp-
tion et d'émission de fluorescence UV-Vis discutées précédemment semblent étre prin-
cipalement liées a la variation de la concentration des composés colorés principaux, X1
et X2, au cours du temps.

Les reflets rouges observés dans la solution a des temps de repos courts et dispa-
raissant au fur et a mesure sont donc certainement donnés par le composé X1, dont la
concentration diminue au cours du temps de repos. De méme, l'intense fluorescence
mesurée pour un dépdt de solution fraiche s'atténuant grandement pour la solution
déposée aprés 48 h est vraisemblablement générée par le composé X1. En effet, nous
avons pu montrer grace a des analyses en HPLC-FLD (4., =500 nm et 4., =600 nm) que
le composé X1 présente une émission de fluorescence dans ces conditions, contraire-
ment au composé X2 dont le pic n'est pas détecté (Annexe H, Figure H.1).

xiv. La faible intensité de ces composés n'a cependant pas permis de détecter leurs ions pseudo-
moléculaires; il n'a donc pas été possible d'attribuer les spectres d'absorption a pH 3 et pH 8 aux com-
posés correspondants.

112



3. Suivi de I'évolution de I'extrait aqueux

De plus, a des temps de repos trés avancés, la présence de plusieurs composeés
minoritaires absorbant tous a des longueurs d'onde légérement différents peut expli-
quer I'élargissement de la bande d'absorption UV-Vis de I'extrait total constatée dans
la partie 3.1 (Figure 3.11).

Dans l'objectif de caractériser les molécules colorantes de I'extrait de Justicia spici-
gera, nous avons fait le choix de nous concentrer sur I'élucidation des structures des
composés X1 et X2, méme s'ils ne sont pas les seuls a contribuer a sa coloration et ce
pour plusieurs raisons.

Tout d'abord, ces composés sont a priori présents des les premiers instants de I'ex-
traction . lls semblent ainsi étre les précurseurs des autres composeés colorés détectés
ensuite pour des temps de repos plus longs. Si cette hypothese s'avere vraie, connaitre
leur structure devrait donner acces a la famille moléculaire a laquelle appartient I'en-
semble de ces composeés.

Par ailleurs, s'ajoutent des raisons pratiques qui auront leur importance lors de
I'étape de purification. lls présentent a priori des concentrations dans I'extrait plus im-
portantes que les autres composés*, ce qui assurera leur isolement en plus grande
quantité comme le requierent certaines des analyses structurales envisagées. De plus,
la concentration de X1 et X2 étant maximisée pour des temps de repos relativement
proches du début de I'extraction, il ne sera pas nécessaire d'envisager la préparation
d'extrait longtemps en amont de 'analyse ou de la purification. Pour finir, nous avons
pu constater que la présence des composés minoritaires était peu reproductible d'un
extrait a I'autre (données non présentées), alors que nous sommes en mesure d'iden-
tifier facilement les composés X1 et X2 dans nimporte quel extrait.

La solution colorée s'étant révélée instable dans le temps, nous nous sommes in-
terrogés sur la stabilité des dépdts colorés sur papier.

xv. Méme si les temps incompressibles de macération et de filtration de I'extrait avant son analyse ne
nous ont pas permis d'obtenir de chromatogramme avant 10 min.

xvi. En faisant I'hypothése que les composés colorés de I'extrait ont des structures proches, leurs co-
efficients d’extinction molaire sont alors comparables et il est possible de comparer leurs absorptions
pour estimer leurs concentrations relatives.
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3.4 Evolution de I'extrait déposé sur papier

En premier lieu, nous avons évalué sil'évolution de la composition moléculaire consta-
tée en solution avait aussi lieu lorsque le colorant était déposé sur un support.

Pour ce faire, une méthode de réextraction du colorant pour permettre son ana-
lyse en HPLC a été développée et optimisée (détails en Annexe |). Les couches colorées
sont découpées en petits morceaux, immergées dans un mélange méthanol-eau 50/50
pendant 20 min puis la solution colorée résultant est filtrée avant son analyse chroma-
tographique.

Un dépdt sur papier Whatman de solution fraiche de justicia spicigera a été préparé
(selon le méme protocole qu’en partie 2.1.2). Aprés 2 h de séchage du dépét a I'abri de
la lumiere, le colorant a été extrait des couches selon la méthode décrite au-dessus,
puis analysé en HPLC. Le chromatogramme obtenu est tracé dans la Figure 3.16a.
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Figure 3.16 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux déposé sur papier et réextrait avec mélange
MeOH/H,0 aprés a) 2 h de séchage et b) 13 jours de séchage.
Phase stationnaire : Strategy™ C18-HQ. Phase mobile:A-H, 0,1 % HCOOH / B - MeOH.
Gradient : 5-80 % B de 0 a 30 min puis 80 % B de 30 a 40 min. Détection : DAD 400-750 nm.

Conformément a ce qui est attendu pour une solution fraiche, le composé X1 est
majoritaire dans le chromatogramme avec une détection dans le visible. Le composé
X2 est également présent, en faible quantité.

On a pu noter que l'absorbance du colorant réextrait du dépot sur papier était net-
tement inférieure a celle de I'extrait aqueux décrit dans les parties précédentes (com-
paraison de chromatogrammes non présentée). Cela est une conséquence directe du
protocole de réextraction qui induit d'une part, une dilution du colorant et d'autre part,
une certaine perte de matiére, non réextraite du support papier. Il est cependant tou-
jours possible d'identifier les deux composés colorés sans difficulté.
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3. Suivi de I'évolution de I'extrait aqueux

Ce dépobt a ensuite été stocké a l'abri de la lumiére pour une durée de 13 jours. Le co-
lorant a été réextrait a I'issu de la période de stockage et analysé en HPLC (Figure 3.16b).
Nous retrouvons un chromatogramme tres semblable a celui obtenu avant la période
de stockage : le composé X1 est détecté comme composé majoritaire. Or, d'aprés la
partie 3.3, nous savons qu’en solution, la concentration de X1 diminue rapidement et
qu'apres 12 h, nous ne le détectons plus dans I'extrait. L'évolution de la composition
n'a donc pas eu lieu pour le colorant déposé sur un support papier.

Nous pouvons ainsi déduire que le dépot sur papier bloque I'évolution de I'ex-
trait coloré. Il n'est donc pas improbable que, malgré les 400 ans du Codex Borbonicus,
ce soit les composés colorés X1 et X2 qui génerent les signatures spectrales enregistrés
sur les peintures brunes de la partie Il. Cependant, comme nous l'avons constaté pré-
cédemment dans la partie 2, sans préparation supplémentaire de I'extrait coloré frais,
riche en X1 et en X2, il semble difficile de s'approcher d'une apparence de peintures,
comme celles présentes dans le manuscrit. Nous traiterons ces questions de prépara-
tion du colorant dans la partie suivante (partie 4).

Bilan intermédiaire Nous avons ainsi pu mettre en évidence une variation de la
composition de I'extrait en fonction du temps de repos de la solution. Les compo-
sés X1 et X2 contribuent majoritairement a la coloration de I'extrait pour des temps
de repos proches du début de I'extraction. Plusieurs composés, plus difficilement iden-
tifiables car ayant des absorbances bien moins importantes, semblent responsables
de la coloration pour des temps de repos plus longs. Malgré la contribution de ces
composeés minoritaires a la coloration finale de I'extrait, nos efforts de caractérisation
moléculaire de I'extrait coloré de Justicia spicigera sont restés toutefois centrés sur les
composés X1 et X2, car ils sont probablement les précurseurs de tous les autres com-
posés formeés lors du repos de la solution.

Pour I'étape de purification de ces deux composés colorés cibles (Chapitre 4), nous
avons pris en compte que pour maximiser leurs concentrations respectives, il était per-
tinent de travailler avec des solutions fraiches, pour un temps de repos le plus court
possible pour l'isolement du composé X1 et avec des solutions ayant reposé quelques
heures (approximativement entre 3 et 6 heures) pour celles du composé X2.

Desvariations de propriétés spectrales ont été observées et sont les conséquences
directes de I'évolution de la composition moléculaire de I'extrait. En effet, si 'absorp-
tion des solutions fraiches se caractérise par deux bandes d'absorption proches, at-
tribuables aux deux composés colorés X1 et X2, le signal des solutions aux temps de
repos longs est quant a lui dominé par une large bande d'absorption, témoignant de la
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multiplicité des composés se formant dans I'extrait au cours du temps et absorbant a
des maxima distincts dans le visible.

Par ailleurs, 'atténuation de I'émission de fluorescence pour les solutions ayant subi
des temps de repos avancés s'explique par la disparition du composé X1, principal res-
ponsable de cette fluorescence. Le composé X2 ainsi que les autres composés mino-
ritaires semblent présenter une fluorescence moindre, contribuant toutefois au signal
global résiduel détecté.

Enfin, la signature spectrale de diffusion Raman ne semble pas particulierement af-
fectée par I'évolution de la solution : les mémes bandes sont détectées quel que soit le
temps de repos de la solution. On note toutefois une meilleure définition des bandes
(rapport signal/bruit supérieur) pour les temps de repos les plus longs, laissant suppo-
ser que le X1 aune moindre réponse en spectroscopie Raman que les autres composés.

Pour finir, nous avons pu constater que lorsque le colorant est déposé sur un sup-
port papier, les propriétés spectrales et la composition moléculaire ne sont plus su-
jettes a variation. L'état solide stoppe ainsi son évolution.

Maintenant que nous avons acquis une meilleure connaissance du colorant extrait
des feuilles de Justicia spicigera en solution, nous pouvons nous intéresser aux carac-
téristiques du colorant en tant que peinture, a commencer par les modalités de sa
préparation.
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4. Préparation du colorant pour une application en peinture

4 Préparationducolorant pour une application en pein-
ture

Dans les parties précédentes, nous avons réalisé des dépdts du colorant sur sup-
port papier. S'ils présentaient les signatures spectrales caractéristiques des peintures
du Codex Borbonicus (émission de fluorescence et signal Raman), leur apparence était
quant a elle plutdt éloignée de celle des couches picturales brunes du manuscrit. Des
dépots violets, peu couvrants ont été obtenus alors que les peintures du Codex Borbo-
nicus sont d'un brun sombre (Figure 3.17).
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(a) Extrait frais (b) Extrait aprés un repos de 48 h (c) Détail de la page 30 du Codex
Borbonicus. ©Assemblée Nationale

Figure 3.17 - Photographies de dépots de la solution de J. spicigera sur papier Whatman 1 et des
peintures brunes du Codex Borbonicus.

Dans cette partie, nous avons ainsi testé différents modes de préparation du colo-
rant afin de se rapprocher d'un rendu (couleur et texture) proche de celui des couches
picturales du Codex Borbonicus. Nous avons également cherché a vérifier si les signa-
tures spectrales des échantillons obtenus quel que soit le mode de préparation étaient
en adéquation avec celles enregistrées sur le manuscrit.

4.1 Elaboration d’'un colorant en poudre

Auvu de l'instabilité du colorant en solution, il nous a semblé raisonnable d'imaginer
que les artistes aient cherché a travailler avec un matériau moins changeant pour at-
teindre une certaine reproductibilité dans les couches de peintures produites. De plus,
si l'utilisation de l'extrait coloré liquide est fréquent dans le domaine de la teinture, il
ne semble que peu adapté au domaine de la peinture ou I'obtention de couches cou-
vrantes est souvent recherchée ", Travailler avec le colorant transformé sous forme
de poudre serait notamment une solution permettant de répondre a ces deux aspects.

xvii. A l'exception de l'aquarelle ou de glacis en peinture a I'huile.

117



Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

Lors des différents tests d'extraction préalablement menés, nous avons remarqué
'apparition d'un précipité lors du repos de la solution colorée a l'air libre, quand la
solution commence a s'évaporer (légerement visible au centre du dépdt dans Figure
3.17b). Nous avons ainsi cherché a évaporer totalement I'extrait pour travailler avec le
résidu solide formé. [Thomas, 1866] mentionne également un protocole, dont on s'est
inspiré, pour obtenir la matiére colorante séche extraite des feuilles de Justicia spicigera,
par évaporation de la solution colorée (Chapitre 1, partie subsubsec :observations).

La solution aqueuse colorée est déposée dans un verre de montre et laissée a éva-
porer a l'air libre jusqu’a siccité (Figure 3.18a). Le résidu solide sec est réduit en poudre;
une poudre foncée est ainsi obtenue (Figure 3.18b).

Sem——

(a) Evaporation de I'extrait aqueux coloré pour I'obtention d’'une poudre. (b) Poudre obtenu a I'issue de
I'évaporation et du broyage.

Figure 3.18 - Elaboration d’un colorant en poudre a partir de I'extrait de Justicia spicigera.

Selon la quantité de solution a évaporer, la température de la piéce ou la surface de
contact exposée a l'air, le temps nécessaire a I'obtention de cette poudre était variable
(estimé de plusieurs heures a 2 jours *"), Compte tenu de I'évolution de la composition
de la solution lors d'un temps de repos (d'apres la partie 3.3), nous nous attendions a ce
que la poudre corresponde a une composition moléculaire d'un état d'évolution assez
avancé. Dans cette partie, les propriétés spectrales et la composition de la poudre ob-
tenue ont donc plutét été comparées avec celles de solutions et de dépdts de solution
ayant subi des temps de repos assez longs.

La poudre obtenue est soluble dans I'eau**. Sa dissolution aboutit a I'obtention
d’'une solution violette, dont le maximum d’'absorption est centré a 585 nm, avec un
épaulement autour de 555 nm, conformément a ce que I'on trouvait pour I'extrait aqueux
obtenu a partir des feuilles de justicia spicigera (Figure 3.19). La dépendance au pH de

xviii. Le temps d'évaporation aurait pu étre accéléré par chauffage, mais nous avons préféré ne pas
rajouter ce parametre supplémentaire.

xix. Il ne s'agit donc pas d’'un pigment, d’aprés les définitions présentées dans le Chapitre 1 partie 1.1,
d’'ou notre choix de I'appellation « poudre colorante ».
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la solution obtenue a partir de la poudre est également similaire a celle observée pour
les extraits obtenus a partir de feuilles (spectres non présentés).
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Figure 3.19 - Spectres d’absorption Vis de la poudre remise en solution (en gris) et d'un extrait
obtenu a partir de feuilles de J. spicigera et ayant subi un temps de repos de 7 h (en vert).

Le spectre Raman enregistré pour la poudre colorée obtenue présente également
une signature identique a celle de I'extrait liquide de feuilles déposé sur support (Figure
3.20).
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Figure 3.20 - Spectres Raman du colorant en poudre (en gris) et d'un extrait déposé sur verre
aprés un repos de 48 h (en vert).
Laser 532 nm. Soustraction de la ligne de base.
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La solution obtenue par dissolution de la poudre a également été analysée par
HPLC. Le chromatogramme obtenu est présenté en Figure 3.21.

35

§

=

]

(& ]

c

©

-]

S

(=]

_g N o AALA o
< L T T T T 1

5 10 15 20 25 30
Temps (min)

Figure 3.21 - Chromatogramme de la poudre colorante en solution.
Phase stationnaire : Aquasil C18. Phase mobile: A- H,0 HCOOH 0,1 % / B - MeCN HCOOH 0,1 %.
Gradient : 5% de B de 0 a 1 min; 5-60 % B de 1 a 41 min. Débit : 0,3 mL/min. Détection 485 nm.

Plusieurs composés colorés ont été détectés pour des temps de rétention compris
entre 20 et 25 min. Comme pour les extraits ayant subi des temps de repos longs (pré-
cédemment détaillé dans la partie 3.3), ils présentent de tres faibles absorptions et
pour cette raison, il n'a pas été possible de les rapprocher des composés préalablement
identifiés dans les extraits via la comparaison de leur spectre d'absorption. Il est ainsi
difficile d'évaluer si la composition moléculaire de I'extrait est exactement conservée
lors du procédé de séchage jusqu’a I'obtention d'une poudre. Les résultats ne sont tou-
tefois pas incompatibles avec la présence de potentiels composés communs dans les
deux extraits (poudre en solution et extrait de feuilles a des temps de repos avancés).
En outre, les composés X1 et X2 ne semblent pas présents dans la composition de la
poudre, ce qui est cohérent avec le procédé d'évaporation de I'extrait durant plusieurs
heures pour obtenir la poudre seche.

Comme mentionné dans le Chapitre 1, une autre technique courante pour transfor-
mer des colorants liquides en poudre consiste en la préparation de pigments laqués :
le colorant organique est précipité sur une charge inorganique, afin de le rendre inso-
luble. Des tests de préparation de pigments laqués sur aluminium a partir de I'extrait
coloré de feuilles de Justicia spicigera ont été réalisés. Nous avons fait varier le pH ini-
tial de la solution colorée et la nature du composé alcalin ajouté (Na,CO5 ou Ca(OH),).
Quelles que soient les conditions de préparation testées, la dispersion des poudres ob-
tenues dans un liant et leur application en couches picturales ont mené a I'obtention
de nuances roses-violettes, proches de la coloration de I'extrait en solution (Annexe
J, Figure J.1). Nous avons décidé de ne pas poursuivre cette piste, nous semblant peu
prometteuse vu I'apparence des couches trop éloignées de celles du Codex Borbonicus.
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Nous nous sommes ainsi plutét concentrés sur la préparation de couches picturales
a partir du colorant en poudre résultant de I'évaporation de I'extrait de Justicia spicigera.
La couleur de cette derniere semblait plus propice a I'obtention de peintures brunes
comme dans le manuscrit. L'influence de différents supports d'application et liants sur
'apparence et la signature spectrale est examinée dans la partie suivante.

4.2 Préparation de couches picturales

La présente partie est dédiée a la préparation de couches picturales a partir du
colorant en poudre obtenu par séchage de I'extrait coloré de jJusticia spicigera.

En peinture, pour appliquer une couche colorée, la matiere colorante est mélangée
a un liant. Il permet notamment la fixation de la poudre colorée (pigment ou colorant)
au support. La concentration de la matiére colorante dans le liant permet d'ajuster la
texture et la saturation en couleur des peintures obtenues.

Aucune analyse matérielle de codices mésoaméricains n'a permis d'identifier la na-
ture des liants rencontrés dans ces manuscrits. Les sources historiques décrivent le
tzauhtli, une colle organique extraite de pseudo-bulbes d'orchidées (Epidendrum pas-
toris ou Bletia campanulata, le plus souvent) pouvant étre également mélangée a des
grains et tiges de mais broyés. Il est utilisé comme adhésif pour le papier ou dans
les peintures a tempera [Gonzalez Tirado, 2006]. Les auteurs du 16°™ siécle ne men-
tionnent a priori pas son utilisation dans les codices, mais selon [Torres Montes, 2000]
cette colle serait mélangée au gypse pour produire la couche préparatoire de base
des codices. Des analyses menées en chromatographie en phase gazeuse sur des ex-
traits de mucilage ™ d'orchidées ont mis en évidence la présence de monosaccharides
(fructose, glucose) et du disaccharide associé (saccharose) pour ce qui est des sucres
libres; I'nydrolyse totale des polysaccharides du mucilage a révélé la présence de ga-
lactose [Pena et al., 1995].

Sans plus d'information a notre disposition, nous avons fait le choix d'utiliser deux
liants courants, de source végétale et riches en polysaccharides : la gomme arabique ™
et la colle végétale d'amidon de mais*, pour y mélanger le colorant en poudre et réa-
liser des couches picturales.

xX. Substance [végétale] qui se gonfle au contact de I'eau sans s'y dissoudre mais en formant une
matiéere visqueuse [noa, a]. Mucilage désigne aussi la préparation élaborée a partir du mucilage ou de la
dissolution d'une gomme végétale dans de l'eau.

xxi. Exsudat de séve durcie provenant d'arbres de la famille des acacias. Mélange complexe de poly-
saccharides (riches en galactose et arabinose) et de protéines.

xxii. Dispersion d’amidon de mais dans de I'eau. L'amidon est un polysaccharide complexe composé
d'unités de glucose
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Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

Par ailleurs, comme mentionné dans la partie 2.2 du Chapitre 1, les analyses menées
sur le Codex Borbonicus ont mis en évidence que le support fibreux du manuscrit était
enduit d'une couche préparatoire de gypse. Afin d'évaluer l'influence de cette couche
préparatoire, nous avons réalisé des échantillons modeles de peintures sur des papiers
avec ou sans couche préparatoire a base de gypse.

Le colorant en poudre a été mélangé aux deux liants choisis, la gomme arabique et
la colle de mais, pour trois concentrations différentes : 60, 120 et 240 g/L. Les matiéres
colorées ainsi obtenues ont été appliquées au pinceau sur du papier Whatman 1 seul
ou préalablement enduit d'une couche préparatoire de gypse (Figures 3.22).
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(a) Dans la gomme arabique sur papier seul (b) Dans la gomme arabique sur papier préparé avec une
couche de gypse
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(c) Dans la colle de mais sur papier seul (d) Dans la colle de mais sur papier préparé avec une couche

de gypse

Figure 3.22 - Photographies des échantillons préparés a partir du colorant de J. spicigera en
poudre dispersé dans les liants pour des concentrations de 60, 120 et 240 g/L.

Les couches picturales obtenues présentent des colorations brunes, plus ou moins
saturées selon leur concentration. Seule une tres légere influence du liant sur le rendu
coloré des peintures est perceptible. L'apparence globale de ces peintures modeles,
surtout pour les plus concentrées, est bien plus proche de celles du Codex Borboni-
cus que tous les essais obtenus précédemment (dépdts de solution coloré, pigments
laqués).
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4. Préparation du colorant pour une application en peinture

Nous avons donc évalué si les peintures ainsi obtenues présentaient des caracté-
ristiques spectrales (absorption, fluorescence et diffusion Raman) similaires a celles du

manuscrit.

Tout d'abord, les spectres de réflexion des couches picturales produites ont été en-
registrés (Figure 3.23) comparés avec le spectre des peintures brunes de la seconde

partie du Codex Borbonicus.
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Figure 3.23 - Spectres de réflexion pour les échantillons préparés a partir du colorant de J.
spicigera en poudre et peintures brunes du Codex Borbonicus partie Il.
Traits continus pour papier seul; pointillés pour papier préparé avec une couche de gypse.

Pour comparaison, spectres des liants déposés sur papier sans colorant.
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Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

L'ensemble des échantillons présente une forme de spectre similaire, ayant comme
seule principale différence le niveau d’absorbance : plus important pour les échan-
tillons les plus concentrés et plus faible pour les moins concentrés. Nous pouvons éga-
lement noter que les spectres mesurés pour les échantillons les plus concentrés se
rapprochent de la signature spectrale des couches brunes du Codex Borbonicus. Une
concentration supérieure en poudre colorée devrait permettre une meilleure adéqua-
tion.

Afin de rendre compte de facon quantitative des différences de couleurs entre les
couches produites et les peintures du Codex Borbonicus, les coordonnées colorimé-
triques dans l'espace CIE L*a*b* ont été extraites a partir des données des spectres
de réflexion. Elles sont représentées et comparées a celles des peintures brunes du
manuscrit dans la Figure 3.24.
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(a) Coordonnées a*b* (b) Coordonnées L*a*

Figure 3.24 - Coordonnées L*a*b* des échantillons préparés a partir du colorant deJ. spicigera en
poudre dans de la gomme arabique et de la colle de mais sur papier sans couche préparatoire.
Pour comparaison, papier Whatman 1 sans peinture, gomme arabique et colle de mais déposées
sur papier sans colorant, substrat fibreux et peintures brunes de la partie Il du Codex Borbonicus.

Dans le diagramme a*b* (Figure 3.24a), les points correspondants aux peintures
brunes fabriquées sont relativement proches indépendamment du liant utilisé et de la
concentration en poudre. Nous notons également que les points associés aux coordon-
nées des peintures brunes du Codex Borbonicus se différencient de ceux des reproduc-
tions modeles par des contributions rouge et bleu tres légérement supérieures. Cela
suggere que la préparation mise en ceuvre pour I'obtention des peintures du manuscrit
permet d'un peu mieux conserver la teinte violette initiale du colorant (possiblement
associée a la présence des composés X1 et X2).
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4. Préparation du colorant pour une application en peinture

Dans le diagramme L*a*, les échantillons se répartissent selon leur concentration :
les moins concentrés donnant des nuances plus claires et les plus concentrés les plus
foncées. Comme déja mentionné pour les spectres de réflexion, les peintures brunes
du Codex Borbonicus sont plus foncées que les couches modeles produites les plus
concentrées. Il aurait ainsi été intéressant de tester des concentrations supérieures
a 240 g/L pour tenter d'atteindre des saturations similaires a celles des couches pictu-
rales du manuscrit.

Ces différences de coloration peuvent étre appréciées dans les rendus RVB corres-
pondant a ces mesures colorimétriques (Figure 3.25). Pour chaque échantillon, trois
points de mesure des coordonnées L*a*b* ont été réalisés. Sur la Figure 3.25, chaque
carré associé a un échantillon est ainsi constitué de trois bandes horizontales corres-
pondant a la simulation de la couleur de chaque réplicat, permettant de représenter les
éventuelles inhomogénéités de la couche de peinture. A titre indicatif, la simulation des
couleurs apparentes du papier Whatman 1 et des liants sans colorant y sont également

présentés.

60g/L 120g/L 240g/L Codex Il 120 g/L 240 g/L Codex Il

(a) Dans de la gomme arabique sur papier seul (b) Dans de la gomme arabique sur papier préparé avec
une couche de gypse

120 g/L 240 g/L Codex I 120 g/L | 240 g/L Codex Il

(c) Dans de la colle de mais sur papier seul (d) Dans de la colle de mai's sur papier préparé avec une
couche de gypse

Substrat Codex

Whatman Gomme| Colle

(e) Papier Whatman 1, liants sans poudre colorante et substrat fibreux du Codex Borbonicus

Figure 3.25 - Rendus RVB correspondant aux coordonnées colorimétriques L*a*b* mesurées
pour les échantillons préparés a partir du colorant de J. spicigera en poudre.
Pour chaque échantillon, la mesure a été faite en triplicat et les carrés sont découpés en trois
bandes horizontales correspondant a chacune des mesures.
Pour comparaison, substrat fibreux et peintures brunes du Codex Borbonicus partie Il.
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Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

Les spectres d'émission de fluorescence des échantillons modéles produits ont été
également enregistrés (Figure 3.26).
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Figure 3.26 - Spectres d’émission de fluorescence pour les échantillons préparés a partir du
colorant de J. spicigera en poudre. i., 250 nm.
Traits continus pour papier seul; pointillés pour papier préparé avec une couche de gypse.
Pour comparaison, spectres des liants déposés sur papier sans colorant.

Nous retrouvons I'émission de fluorescence caractéristique de l'extrait de Justicia
spicigera centrée autour de 625 nm. On peut noter que les intensités d'émission sont
relativement faibles. Il n'est malheureusement pas possible de comparer leur niveau
a celui de I'émission des peintures du Codex Borbonicus, car deux dispositifs de me-
sure distincts ont été utilisés et que l'intensité n'a pas été calibrée. Nous observons que
I'augmentation de la concentration entraine en une atténuation de l'intensité du signal,
résultant probablement de I'absorption de I'émission par la couche colorée.

Comme dans le cas des dépbts de solution sur papier Whatman avec des temps
de repos longs (décrits dans la partie 3.1), la fluorescence enregistrée n'est a priori pas
générée par les composés X1 et X2 absents de I'extrait, mais probablement par des
composés minoritaires dérives.
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4. Préparation du colorant pour une application en peinture

Les spectres Raman des couches picturales obtenus ont également été enregistrés.
Atitre d'exemple, le signal obtenu pour les peintures les plus concentrées dans la colle
de mais est présenté en Figure 3.27.
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Figure 3.27 - Spectres Raman du colorant de J. spicigera en poudre, des échantillons de peinture
préparés a partir de la poudre dans de la colle de mais a 240 g/L et des peintures brunes du
Codex Borbonicus partie Il.

Laser 532 nm. Soustraction de la lighe de base.

Malgré une importante fluorescence due a la présence des liants, nous retrouvons
pour les peintures fabriquées en laboratoire, les bandes Raman caractéristiques de la
poudre colorante de Justicia spicigera. Le rapport signal/bruit est assez bas mais com-
parable a celui du signal enregistré pour les couches brunes du Codex Borbonicus.

Bilan intermédiaire Nous avons donc ainsi montré qu'il était possible d'obtenir des
couches de peintures brunes a partir de la poudre colorante résultant de I'évaporation
de l'extrait coloré des feuilles de justicia spicigera. La transformation du colorant sous
forme de poudre a permis de faciliter son utilisation pour I'obtention de peinture. En
effet, de cette facon, il était possible de stocker le colorant sans craindre son évolution
au cours du temps, contrairement a I'extrait liquide. De plus, en modifiant la concen-
tration du colorant en poudre dans le liant dans lequel elle est dispersée, 'apparence
des peintures résultantes était facilement modifiable.

Si les peintures obtenues avec cette poudre colorante présentent les signatures
spectrales caractéristiques (émission de fluorescence et signal Raman) enregistrées
dans les peintures du Codex Borbonicus, leur apparence n'est toutefois pas exactement
identique, notamment au niveau de la teinte obtenue. Elle apparait comme légérement
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Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

plus violette dans le cas des peintures du Codex Borbonicus, d'aprés les coordonnées
a*b*. 1l est a ce stade difficile de connaitre 'origine précise de cette différence. Cela peut
évidemment provenir du protocole de préparation du colorant en poudre ne permet-
tant pas de suffisamment conserver la coloration violette initiale de I'extrait (associée
a I'éventuelle présence des composés X1 et X2), mais aussi du liant utilisé ou encore de
la contribution du support sous-jacent.

Pour conclure ce chapitre et faire le lien avec les problématiques de conservation
des matériaux du patrimoine, nous nous sommes intéressés a la sensibilité a la lumiere
du colorant de justicia spicigera, notamment dans le cas des couches de peintures pro-
duites. La sensibilité a la lumiéere ayant été évaluée in situ pour les peintures brunes
du Codex Borbonicus, cela a fait 'objet d'un dernier point de comparaison entre les pro-
priétés des peintures produites en laboratoire et celle du manuscrit pour évaluer la
cohérence du protocole de fabrication que nous avons adopté.

5 Vieillissement artificiel a la lumiere

Dans cette partie, nous avons ainsi cherché a mettre en évidence I'éventuelle in-
fluence d'un vieillissement a la lumiére sur 'apparence, la signature spectrale et la com-
position moléculaire des couches picturales préparées a base du colorant extrait de
Justicia spicigera. Le but a été notamment d'évaluer les possibilités d'identification du
colorant dans des objets historiques dégradés.

Dans un premier temps, l'influence du vieillissement a la lumiéere a été étudiée sur
les dépdts de solutions aqueuses fraiches. Méme si ces couches colorées ne présentent
pas I'apparence des peintures du Codex Borbonicus, elles présentent I'avantage d'avoir
une composition moléculaire bien connue a laquelle nous pouvons relier, en partie,
les signatures spectrales associées. Nous les avons donc considérées comme point de
départ de cette étude de vieillissement.

Par la suite, la stabilité face a un vieillissement a la lumiere des couches picturales
produites a partir du colorant en poudre a également été évaluée.
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5. Vieillissement artificiel a la lumiere

5.1 Vieillissement des dépdts d’extrait aqueux

Des dépdts de solution colorée fraiche sur papier Whatman 1, tels que décrits pré-
cédemment (partie 2.1.2) ont été exposés a un vieillissement artificiel a la lumiére dans
des conditions de température et d'humidité régulées pendant 26 h. L'évolution des
dépbts en fonction du temps de vieillissement est présentée dans le suivi photogra-
phique de la Figure 3.28, sous éclairage visible et sous UV. Nous pouvons constater la
perte de la coloration violette du dépdt, associée a une diminution de la fluorescence
rouge.

&’h-o eCH-a B4 cH-3 lecH-4 \QCI"Q

(a) Sous éclairage visible

(b) Sous éclairage UV
(Crime-lite® 2 UV A,,, 365 nm)

Figure 3.28 - Evolution de I'extrait aqueux frais de J. spicigera déposé sur support papier.
De gauche a droite : sans vieillissement, 1 h,2h,3 h,55h et 26 h.

Les spectres de réflexion et d'émission de fluorescence associés aux différents points
de vieillissement sont tracés dans la Figure 3.29. Nous observons une diminution de
I'intensité de la bande d'absorbance centrée autour de 599 nm ainsi qu'une diminution
de l'intensité de la bande d'émission de fluorescence centrée a 632 nm, en adéquation
avec les observations visuelles.
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Figure 3.29 - Spectres de réflexion et d’émission de fluorescence de I'extrait aqueux frais de J.
spicigera déposé sur papier au cours du vieillissement.

Nous avons ensuite examiné les possibilités de relier ces modifications spectrales a
des variations de la composition moléculaire.

La composition des dépdts exposés au vieillissement a la lumiére a donc été étu-
diée par HPLC. Le colorant des dép6éts vieillis pendant 1 h et 24 h a été réextrait du
support avec un mélange méthanol-eau 50/50, selon le protocole mentionné précé-
demment ', Les profils chromatographiques correspondants aux extraits des dépots
vieillis sont comparés a celui d'un extrait d'un dépdt de référence n'ayant pas subi le
vieillissement (Figures 3.30 et 3.31, respectivement pour une détection dans le visible
et en total scan).

Pour I'échantillon ayant subi un vieillissement de 1 h, aucune différence notable
n'est observée dans sa composition par rapport au dépdt de référence, que ce soit pour
les composés colorés (Figure 3.30) ou les autres composés (Figure 3.31). Dans le cas du
dépot vieilli 26 h, nous constatons la quasi compléete disparition des composés respon-
sables de la coloration (essentiellement X1) et une diminution de la concentration des
autres composés comme les flavonols (F1, F2 et F3). Nous notons 'apparition, avec une
faible absorption, d'un composé détecté pour un temps de rétention de 22,5 min avec
des maximas d'absorption a 266 et 368 nm (spectre en Annexe F, Figure F.7). Aucune
apparition flagrante de produits de dégradation associé la perte de la coloration n'est
observée dans les chromatogrammes obtenus par détection DAD ou MS.

xxiii. Et dont I'optimisation est détaillée en Annexe |
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Figure 3.30 - Chromatogrammes du colorant réextrait du papier.
a) Sans vieillissement b) 1 h de vieillissement et c) 26 h de vieillissement.
Phase stationnaire : Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile:A-H, 0,1 % HCOOH / B- MeCN 0,1 % HCOOH.

Gradient : 5-50 % B de 0 a 30 min puis 50 % B de 30 a 40 min. Détection DAD 400-750 nm.
Composés identifiés: x : A1; @:A2; ®:X1;A:F1;@:F2; H:X2;¥+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1)
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Figure 3.31 - Chromatogrammes du colorant réextrait du papier.
a) Sans vieillissement b) 1 h de vieillissement et c) 26 h de vieillissement.
Phase stationnaire : Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile:A-H, 0,1 % HCOOH / B- MeCN 0,1 % HCOOH.
Gradient : 5-50 % B de 0 a 30 min puis 50 % B de 30 a 40 min. Détection DAD 200-750 nm.
Composés identifiés: x :A1; @:A2; ®:X1;A:F1;@:F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1)

131



Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

Il est a noter que les concentrations récupérées suite a I'extraction des dépots vieillis
artificiellement étaient particulierement faibles et que cela n'est pas favorable a la dé-
tection de produits de dégradation pouvant étre présents a I'état de traces ou présen-
tant des faibles absorptions dans le domaine UV-Vis.

Ces analyses de suivi de la composition chimique du colorant suite a un vieillisse-
ment a la lumiere ne nous ont pas permis de comprendre la transformation molécu-
laire associée a la décoloration et a la perte de fluorescence des échantillons. Elles mé-
riteraient d'étre approfondies notamment en modifiant les méthodes d’extraction des
dépots et de séparation en HPLC. En effet, celles mises en ceuvre ont été initialement
optimisées pour I'extraction et I'analyse de composés colorés. Elles sont probablement
peu adaptées a leurs produits de dégradation. Cela n'a cependant pas pu étre traité
dans le cadre de ce travail.

Enfin, pour conclure ce chapitre, 'évaluation de la stabilité des couches de peintures
fabriquées a partir du colorant de Justicia spicigera en poudre est présentée dans la
partie suivante.

5.2 Vieillissement des couches picturales

Dans cette partie, I'influence du vieillissement artificiel a la lumiére sur 'apparence
et la signature spectrale des couches picturales a été examiné.

L'impact du vieillissement a la lumiére sur les couches picturales fabriquées en la-
boratoire n'a été évalué que sur les peintures les plus concentrées (240 g/L) en raison
de leur ressemblance aux peintures brunes du manuscrit (comme détaillé dans la par-
tie 4.2). Les échantillons ont subi un vieillissement artificiel a la lumiére jusqu’'a 26 h, en
conditions de température et d’humidité régulées. Le suivi photographique au cours
du vieillissement est présenté en Figure 3.32 pour les différentes couches de peinture.
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Figure 3.32 - Photo des échantillons a 240 g/L au cours du vieillissement a la lumiére.
De haut en bas : Référence non vieillie, vieillissement 6 h et 24 h.

Peu de différences sont visibles a I'ceil nu sur le suivi photographique. Pour une
évaluation plus fine des différences de couleurs, les rendus RGB obtenus a partir des
coordonnées colorimétriques L*a*b* sont présentés dans la Figure 3.33. Comme pré-
cédemment, trois points de mesure de ces coordonnées ont été réalisés sur un méme
échantillon, permettant de constater d'éventuelles inhomogénéités des échantillons.
Certaines sont notamment visibles par exemple pour I'échantillon dans la gomme sur
papier non préparé avec un vieillissement de 24 h (Figure 3.33a) ou pour celui dans la
colle sur papier préparé vieilli 6 h (Figure 3.33d).
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Chapitre 3. Etude de I'extrait de Justicia spicigera

La décoloration a été évaluée en calculant les écarts chromatiques A E(76) moyens
entre les échantillons vieillis et I'échantillon référence non vieilli. Ils sont indiqués sur la
Figure 3.33. Les valeurs obtenues sont relativement faibles et cohérentes avec I'absence
de variation flagrante de coloration des échantillons (Figure 3.32). La préparation du
colorant sous forme de peinture a donc permis d'améliorer sa résistance a la lumiére,
par rapportace que nous avons pu observer pour les dépots de solution colorée fraiche

(partie 5.1).

Référence

6h

24 h

(a) Gomme arabique sur papier seul (b) Gomme arabique sur papier
préparé avec une couche de gypse.

Référence

6h

24 h

(c) Colle de mais sur papier seul (d) Colle de mai's sur papier préparé
avec une couche de gypse.

Figure 3.33 - Simuation du rendu couleur RGB pour les échantillons a 240 g/L au cours du
vieillissement.
De haut en bas : référence non vieillie, vieillissement 6 h et vieillissement 24 h.
Pour chaque échantillon, la mesure a été faite en triplicat; les carrés sont découpés en trois
bandes horizontales correspondant a chacune des mesures. Valeurs de A E(76) moyens.

Nous avons ensuite suivi les variations des caractéristiques spectrales (absorption
et fluorescence) des peintures sous l'effet du vieillissement a la lumiére.

Tout d'abord, aucune différence significative n'a été observée entre les caractéris-
tiques des spectres de réflexion des échantillons vieillis et des échantillons de référence
non vieillis (Figure 3.34). Cela était assez prévisible au vu de I'absence de variation dans
la couleur des couches, décrite au-dessus.
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Figure 3.34 - Spectres de réflectance pour les échantillons préparés a partir du colorant de J.
spicigera en poudre dans les liants (240 g/L) au cours du vieillissement a la lumiére:6 het 24 h
de vieillissement.

Traits continus pour papier seul; pointillés pour papier préparé avec une couche de gypse.

Enfin, les spectres d’émission de fluorescence des échantillons de peintures au cours
du vieillissement sont présentés en Figure 3.35.
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Figure 3.35 - Spectres d’émission de fluorescence (1., =250 nm) pour les échantillons préparés a
partir du colorant de J. spicigera en poudre a 240 g/L dans les liants au cours du vieillissement a
la lumiére : 6 h et 24 h de vieillissement.

Traits continus pour papier seul; pointillés pour papier préparé avec une couche de gypse.

Le maximum d’émission centré a 625 nm est détecté pour tous les échantillons.
Nous notons toutefois son atténuation considérable pour les échantillons ayant subi
un vieillissement de 24 h, suggérant l'instabilité des fluorophores face a une exposition
lumineuse prolongée.

Une émission de fluorescence étant détectée pour les peintures brunes du Codex
Borbonicus, nous pouvons supposer que les couches du Codex Borbonicus n'ont pas subi
de dommages liés a une exposition prolongée a la lumiére. On ne peut pas non plus
exclure que le mode de préparation des peintures soit différent de celui mis en ceuvre
dans cette thése et qu'il permette une meilleure stabilité des fluorophores.

Pour rappel, les différences d'intensité de fluorescence entre les échantillons mo-
déles et les peintures du Codex Borbonicus sont difficilement comparables car elles ont
été réalisées avec des dispositifs distincts et n‘'ont pas été calibrées.

Il serait pertinent de pouvoir relier la diminution de la fluorescence a une évolution
moléculaire. Cependant au vu de la complexité de la composition moléculaire associée
a la poudre (précédemment discutée dans la partie 4.1) et des faiblesses de notre pro-
tocole de réextraction du colorant apres son application sur un support, nous avons
jugé prématuré de réaliser les analyses chromatographiques associées au vieillisse-
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5. Vieillissement artificiel a la lumiere

ment des couches de peintures. Cette diminution de la fluorescence demeure une piste
trés intéressante a creuser : elle pourrait s'avérer étre un indicateur spécifique d'un état
dégradé du colorant dans les matériaux du patrimoine.

Pour une meilleure compréhension des phénomeénes associés a 'exposition a la
lumiére de ces peintures, il serait également intéressant de réaliser des vieillissements
sur des temps plus longs, jusqu’a une décoloration marquée.

Hors du contexte du laboratoire, la sensibilité a la lumiére des objets historiques
peut étre évaluée in situ grace a des expériences en micro-décolorimétrie (MFT, micro-
fading test).

Une source de lumiére trés intense est concentrée sur une zone de diametre res-
treint et le suivi de la décoloration du matériau étudié, induite par la source lumi-
neuse est mesuré en temps réel grace a la mesure des spectres de réflexion au cours
du temps. Les spectres mesurés sont convertis en coordonnées colorimétriques CIE
L*a*b* et les écarts chromatiques AE(76) entre la mesure initiale et la mesure a chaque
instant permet de suivre le changement de couleur. Cette technique est particuliere-
ment adaptée aux objets historiques, car la valeur du AE pouvant étre suivie en temps
réel, il suffit d'arréter I'expérience avant que le changement de couleur ne soit percep-
tible, pour conserver l'intégrité visuelle de I'objet étudié.

Une échelle de référence, I'échelle des laines bleues, est utilisée pour évaluer la sen-
sibilité a la lumiere d'un échantillon ou objet inconnu. Elle est constituée de 8 laines
teintes, plus ou moins sensibles a la lumiere*", La décoloration AE de I'échantillon
étudié est comparée a celle de chacune des laines dans les mémes conditions d’ex-
position a la lumiére. L'échantillon est ainsi positionné dans une gamme relative de
sensibilité a la lumiére : trés sensible pour des décolorations plus importantes que la
laine bleue 1, sensible pour des décolorations comprises entre celles de la laine bleue
1 et 2, modérément sensible pour des décolorations comprises entre la laine bleue 2
et 3 et enfin, peu sensible pour des décolorations moins importantes que celles de la
laine bleue 3 [del Hoyo-Meléndez et Mecklenburg, 2012].

Des résultats quant a la résistance des peintures brunes du Codex Borbonicus ont
été obtenus en appliquant cette méthodologie lors de la thése Fabien Pottier [Pottier,
2017].

Ainsi, pour finir et compléter les analyses menées sur les peintures fabriquées en la-
boratoire a partir du colorant de Justicia spicigera en poudre, nous avons donc examiné
leur stabilité avec le méme dispositif de micro-décolorimétrie. Les résultats obtenus
ont pu directement étre comparés a ceux obtenus pour les peintures du manuscrit.

xxiv. La laine bleue 1 ou LB1 est la plus sensible et la laine bleue 8 ou LB8, la plus résistante.
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Les courbes de décoloration obtenues en micro-décolorimétrie pour les peintures
du Codex Borbonicus et les couches picturales les plus concentrées produites a partir
du colorant en poudre sont présentées en Figure 3.36.
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(a) Décoloration des couches brunes de la partie Il du (b) Décoloration des échantillons préparés a partir du
Codex Borbonicus. colorant en poudre.

Traits continus pour gomme arabique comme liant;
pointillés pour colle de mais.

Figure 3.36 - Décoloration des couches brunes du Codex Borbonicus et des échantillons préparés
a partir du colorant de Justicia spicigera en poudre a 240 g/L dans les liants, comparées aux
standards LB1, LB2 et LB3..

Une décoloration similaire, comprise entre les laines bleues 2 et 3*, est observée
pour les peintures brunes du Codex Borbonicus et les reproductions de couches pictu-
rales a partir du colorant de Justicia spicigera en poudre, témoignant de leur sensibilité
modérée a la lumiere.

Mé&me si rien ne peut nous garantir que le procédé que nous avons mis en ceuvre
est identique a celui employé lors de la réalisation du Codex Borbonicus, le mélange de
la poudre colorée résultant de I'évaporation de I'extrait de feuilles de Justicia spicigera a
un liant (gomme arabique ou colle végétale de mais), nous a permis de reproduire des
couches picturales présentant une apparence, une signature spectrale et une sensibi-
lité a la lumiere comparables a celles des peintures brunes rencontrées dans le manus-
crit.

xxv. Les différences constatées entre les courbes des laines bleues des deux expériences peuvent s'ex-
pliquer par des variations de puissance de la lampe utilisée.
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6 Bilan du chapitre

L'extrait coloré obtenu par macération des feuilles de Justicia spicigera dans de I'eau
a température ambiante se caractérise par une coloration violette, associée a un maxi-
mum d'absorption centré a 590 nm. Comme de nombreux colorants, il est sensible aux
variations de pH. Pour des valeurs de pH inférieures a 6, I'extrait vire au orange, avec un
décalage du maximum d'absorption autour de 490 nm. Ce comportement suggere le
caractere ionisable des composés responsables de la coloration de I'extrait. La solution
colorée présente aussi une fluorescence intrinseque dont le maximum d'émission est
détecté autour de 620 nm.

Lorsque I'extrait coloré est déposé sur un support papier, des maxima d’absorption
et d'émission de fluorescence comparables a ceux en solution sont observés (respecti-
vement a 600 nm et 630 nm). Les maxima subissent toutefois un léger décalage d'une
dizaine de nm vers des longueurs d'ondes supérieures par rapport aux valeurs obte-
nues en solution, causé par une possible interaction avec le support ou par I'agrégation
des molécules a I'état solide.

Les propriétés d'absorption et d'émission de fluorescence du colorant extrait de
Justicia spicigera présentent des similarités avec celles de l'orseille, un colorant violet
extrait des lichens et riche en molécules de la famille des phénoxazones.

Les signaux d'émission de fluorescence et Raman enregistrés pour I'extrait obtenu
a partir des feuilles de Justicia spicigera coincident avec ceux détectés pour les peintures
brunes du Codex Borbonicus. Néanmoins, 'apparence des dépots du colorant sur papier
sans préparation supplémentaire ne s'apparente en rien a celle des peintures brunes
du Codex Borbonicus : une coloration violette et trés peu couvrante est obtenue.

L'analyse chromatographique de l'extrait coloré a mis en évidence la présence de
plusieurs composés absorbant dans la gamme du visible et dont les maximas d’absorp-
tion, sensibles a la variation de pH de la phase mobile, correspondent a ceux de I'extrait
total. Deux d'entre eux, X1 et X2, semblent contribuer de maniere prépondérante a la
coloration de I'extrait. L'exploitation de leurs rétentions en HPLC, leurs spectres d'ab-
sorption ou leurs données de fragmentation en spectrométrie de masse n'a pas permis
d'identifier précisément leur structure. Ainsi, afin de permettre leur analyse structurale
approfondie, notamment par spectroscopie RMN et spectrométrie de masse a haute
résolution en infusion directe, leur purification a été envisagée. Une fois isolés, I'évalua-
tion de la contribution de ces composés colorés a la signature spectrale caractéristique
de l'extrait de Justicia spicigera (émission de fluorescence et Raman) sera également
considérée.
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L'extrait coloré s'est également révélé instable en solution. Sa coloration (et donc
ses caractéristiques d'absorption) ainsi que sa composition moléculaire évoluent lors
que la solution filtrée est laissée au repos. Les composés colorés X1 et X2 ne sont no-
tamment présents en concentration significative qu'a des temps de repos assez courts
(approximativement inférieurs a 24 h et variables selon les lots). La composition de
I'extrait finit par se stabiliser au bout de quelques jours, avec des teneurs tres faibles,
voire nulles, en ces deux molécules. Si plusieurs composés absorbant dans le visible
ont été détectés pour des temps de repos plus avances, leurs faibles concentrations
et la non-reproductibilité de leur présence selon les extraits analysés n'a pas permis
d’'envisager leur purification et leur collecte en quantité suffisante pour leur analyse
structurale approfondie.

Toujours est-il que quel que soit le temps de repos de la solution, les signaux d'émis-
sion de fluorescence et Raman ayant permis l'identification de Justicia spicigera dans les
peintures brunes du manuscrit ont été détectés. Il est également intéressant de noter
gu’'une fois déposé sur support papier (et non exposé a la lumiére), la composition du
colorant n'évolue plus. Le dépbt permet ainsi de figer un état de I'évolution de I'extrait.

Enfin, des échantillons modéles de couches picturales ont été élaborés par mélange
de la poudre colorée résultant de I'évaporation jusqu'a siccité d'un extrait aqueux de
Justicia spicigera dans un liant végétal (gomme arabique ou colle d'amidon de mais) et
par application sur du papier Whatman recouvert ou non d'une couche préparatoire
de gypse. L'apparence des peintures les plus concentrées se sont révélées proches,
en couleur et en termes de pouvoir couvrant, de celles des couches brunes de la par-
tie Il du Codex Borbonicus dans lesquelles a été identifié le colorant extrait de Justicia
spicigera. L'émission de fluorescence centrée autour de 630 nm et la signature spec-
trale Raman caractéristiques ont été détectées quel que soit le mode de préparation
ou l'état de vieillissement des couches picturales, dans la limite des conditions testées.
La sensibilité a la lumiére des peintures produites, évaluée par micro-décolorimétrie,
est également comparable a celles du manuscrit.

Les signatures spectrales du colorant de Justicia spicigera dans les différents états
testés dans ce chapitre sont résumées dans le Tableau 3.2.
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Tableau 3.2 - Bilan des caractéristiques spectrales du colorant dans les différents états testés.
w = faible (weak, br = large (broad), sh = épaulement (shoulder), NA = non applicable

o i Absorption | Emission
Origine Etat Bandes Raman (cm™)
max. (nm) | max.(nm)
) . 577, 850 w, 1173 br, 1338,
Codex Borbonicus Peintures 350-630 630
1422, 1495, 1638
) . Solution 555, 588 620 NA
Extrait frais
o ) 578, 726, 824, 1174, 1336,
Dépobt sur papier | 565 sh, 599 | 632
1420, 1496, 1640
. Solution 565 NA NA
Extrait 48 h
f A ) 457, 546, 578, 726, 1174,
Dépdbt sur papier | 596 626
1203, 1420, 1446, 1496, 1640
546, 578, 726, 824, 1174,
Solution aqueuse | 555 sh, 585 | NA 1203, 1336, 1420, 1446, 1496,
Colorant en poudre
1640
) 400-600 550, 576, 726, 1154, 1332,
Peintures ) 625
(variable) 1420, 1508, 1641
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Purification des molécules colorées

Comme mentionné dans le Chapitre 3, deux composés sont principalement respon-
sable de la coloration de I'extrait de Justicia spicigera. Les techniques de caractérisation
couplées a la HPLC n‘ayant pas permis leur identification, leur purification a été envi-
sagée afin de réaliser leur élucidation structurale par spectroscopies RMN et vibration-
nelles ainsi que par spectrométrie de masse a haute-résolution en infusion directe.

Ce chapitre décrit l'optimisation d'une méthode de purification de ces composés
colorés d'intérét par chromatographie liquide préparative.

Dans un premier temps, la méthode de séparation a été développée et optimisée a
I'échelle analytique. Les performances de plusieurs phases stationnaires et phases mo-
biles (modificateur organique et conditions de pH) ont été examinées pour une sépara-
tion monodimensionnelle. Afin d'augmenter la pureté des futures fractions collectées,
la mise en place d'une séparation bidimensionnelle a ensuite été envisagée. Le choix
des dimensions de séparation s'est appuyé sur une évaluation couplée de 'orthogona-
lité et de la résolution des deux dimensions. Apreés avoir défini les phases stationnaires
et phase mobile de chaque dimension, les gradients d’élution ont été optimisés.

La méthode bidimensionnelle ainsi développée a été transférée vers le systeme pré-
paratif. La mise en ceuvre de cette méthode a permis d'isoler avec succes les composés
colorés X1 et X2.

N.B. Le développement et I'optimisation de la méthode de purification par chroma-
tographie préparative détaillés dans ce chapitre a fait 'objet d'une publication métho-
dologique dans Journal of Separation Science [Arberet et al., 2023].
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1. Principe et stratégie de développement

1 Principe et stratégie de développement

Le développement d'une méthode de purification en chromatographie préparative
comporte plusieurs étapes : définir les objectifs de la séparation, développer la sépa-
ration a I'échelle analytique et transférer la méthode a I'échelle préparative pour col-
lecter les fractions désirées. Des étapes ultérieures que sont la vérification de la pureté
des fractions collectées en les injectant dans le systeme analytique, éventuellement la
combinaison de fractions entre elles et des traitements finaux (évaporation de solvant,
cristallisation...) ont ensuite lieu. La finalité est 'obtention des produits purs en quantité
maximale [McDonald et Bidlingmeyer, 19871].

La premiére étape est la définition des objectifs de la séparation. A cette étape, afin
de définir des objectifs appropriés, il convient tout d'abord de s'interroger sur la nature
de I'échantillon : est-ce que la composition est connue ou inconnue? quelle est la com-
plexité de I'échantillon en termes de nombre de composés présents? est-ce que les dif-
férents constituants de I'échantillon ont des propriétés proches? quelle est la concen-
tration des composés cibles dans I'échantillon? etc. Les considérations pratiques sont
également a prendre en compte : quelle quantité est-il nécessaire de purifier? quelle
est la valeur de I'échantillon a purifier? a quelle fréquence la méthode de purification
aura l'occasion d'étre mise en ceuvre? y a-t-il des risques au niveau de la sécurité a
travailler avec I'échantillon ou la méthode de séparation? Apres avoir répondu a ces
diverses questions, nous devons étre en mesure d'établir une feuille de route fixant
le degré de pureté et la quantité des composés désirés ainsi que le temps et le colt
dédiés a la réalisation de la purification'.

Le développement de la séparation est d'abord réalisé a I'échelle analytique. Le sys-
téeme de séparation est choisi de maniere a avoir la plus grande résolution entre les
pics. D'aprés I'équation de Purnell décrite dans le Chapitre 2 (Equation 2.7), la résolu-
tion dépend de la sélectivité (a), de la rétention (k) et de l'efficacité du systeme (N). Le
choix de la nature de phase stationnaire et de la phase mobile doit donc permettre
de maximiser ces parametres. Il faut également s'assurer de la solubilité de I'échan-
tillon dans I'éluant choisi. Enfin, des contraintes économiques liées a la disponibilité
et au colt des phases stationnaires et des solvants, ainsi que la sécurité (inflammabi-
lité, toxicité des solvants) ne sont pas a négliger, d'autant plus quand un transfert vers
I'échelle préparative est prévu.

Le changement d'échelle de I'analytique a la préparative est ensuite effectué pour la
production des composés isolés. Certaines regles sont a respecter afin de garantir un

i. Dans notre cas, le Chapitre 3 nous a permis de répondre a ces différentes questions.
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bon transfert. Idéalement, il ne doit pas y avoir de différence entre la nature de la phase
stationnaire (silice et greffages) des colonnes analytiques et préparatives utilisées (a
I'exception éventuelle de la taille des particules ™). Il est donc primordial de choisir, dés
le début, des phases stationnaires disponibles en colonnes préparatives. De plus, la
géométrie de la colonne a également son importance. Il est plus facile de réaliser une
mise a I'échelle en ne changeant que le diametre de la colonne, plutdt que la longueur.
Le débit de phase mobile est sélectionné en fonction de la nouvelle géométrie. Dans
le cas de séparation en mode gradient d’élution, pour tenir compte des différences de
débit et de volume de délai du systéme ', la pente du gradient, le temps de gradient et
le palier isocratique en début de gradient doivent également étre adaptés.

Les fractions sont ensuite collectées pendant la séparation préparative a propre-
ment dit. Cela nécessite souvent plusieurs répétitions de la séparation afin d'atteindre
la quantité de produits isolés désirée. Différentes fractions peuvent étre rassemblées
ensemble selon les besoins. La phase mobile résiduelle est ensuite évaporée (évapo-
ration sous vide, lyophilisation ...) afin d'obtenir les produits purifiés. La pureté des
composés cibles est vérifiée en les injectant dans le systeme analytique aprés les avoir
resolubilisés dans un solvant adapté.

2 Développement et optimisation en chromatographie
analytique

Cette partie a pour but de décrire les différents choix qui ont été faits a I'échelle
analytique pour arriver a la méthode finale avant sa transposition vers le systeme pré-
paratif. Le choix des phases stationnaires et des phases mobiles ainsi que I'optimisation
des gradients d’élution y sont décrits. Nous détaillons également les raisons qui nous
ont conduit a développer une méthode bidimensionnelle.

ii. La taille des particules est souvent supérieure pour les phases de colonnes préparatives.
iii. Dwell volume, volume représentant le décalage entre le point ou les éluants sont combinés au ni-
veau de la pompe et la téte de colonne. Il est dépendant du chromatographe utilisé.
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2.1 Mise en place des systémes séparatifs

Tout d’abord, dans cette premiere partie, les parameétres de la méthode a optimiser
ainsi que les options parmi lesquelles nous avons fait notre choix sont présentés.

2.1.1 Sélection de phases stationnaires

Un premier parametre a optimiser est la phase stationnaire sur laquelle la sépara-
tion est réalisée.

Les phases stationnaires considérées pour la mise au point de la méthode de sépa-
ration ont été choisies de facon a permettre un transfert direct vers la chromatographie
préparative. Le choix des phases testées a ainsi été dicté par leur disponibilité en co-
lonne pour la chromatographie préparative.

Cing phases stationnaires C18" (Tableau 4.1) ont été sélectionnées pour les diffé-
rences dans leurs caractéristiques pouvant influencer la qualité de séparation [Boch
et al., 2019]. Compte tenu du fait que toutes les phases choisies comportent le méme
type de greffage (C18), le mécanisme global de rétention devrait étre similaire et seules
de petites différences de rétention et de sélectivité sont attendues.

Nous sommes conscient-es qu'il aurait été intéressant de pouvoir intégrer a notre
comparaison d'autres types de greffons (aromatiques, fluorés, etc.) qui auraient peut-
étre pu apporter d'autres sélectivités.

Toutes les colonnes que nous avons testées possedent la méme géométrie (125 x
2,17 mm) et une phase stationnaire de méme taille de particules (5 um). Les autres carac-
téristiques (taille de pores, surface spécifique, taux de carbone, etc.) sont présentées
dans le Tableau 4.1.

Tableau 4.1 - Spécifications des cinq phases stationnaires.
Abr. = abréviation.

Taille de | Surface spé- | Taux de car- . Gamme
Nom Abr. . End-capping

pore (A) | cifique (m?/g) | bone (%) de pH
puriFlash® C18-AQ AQ | 100 300 14 Mixed 2,0-7,5
Uptisphere® C18-NEC NEC | 120 320 16 Non 1,5-6,5
Uptisphere® Strategy™ C18-RP | RP | 100 425 16 Mixed 1,5-8,0
puriFlash® C18-XS XS 1100 300 17 Multi-step | 1,0-10,0
Uptisphere® Strategy™ C18-HQ | HQ | 100 425 19 Multi-step | 1,0-10,0

iv. Les phases stationnaires C18 sontles phases les couramment utilisées en RPLC, et particulierement

pour I'analyse des colorants hydrosolubles (Chapitre 2, partie 1.1.3).
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2.1.2 Sélection de phases mobiles

Le choix du systeme d'élution (modificateur organique et conditions de pH) est éga-
lement examiné.

Des systémes binaires hydro-organiques, particulierement adaptés a I'analyse des
composés hydrosolubles ont été considérés comme phase mobile. Les modificateurs
organiques les plus couramment employés en chromatographie liquide a polarité de
phases inversée ont été choisis : le méthanol et I'acétonitrile. Comme mentionné précé-
demment (Chapitre 2, partie 1.1.3), ils présentent tous deux une faible longueur d'onde
de coupure UV, une faible viscosité et une force d'élution comparable [Snyder et al.,
1997]. De plus, des sélectivités complémentaires sont attendues en raison des inter-
actions spécifiques avec les analytes : des liaisons hydrogenes dans le méthanol, par-
ticulierement adapté pour les composés hydroxylés ou carboxylés et des interactions
dipbles-dipbles dans 'acétonitrile dans le cas de liaisons polarisables.

Comme mentionné précédemment dans le Chapitre 3 (partie 2.3), les composés
d'intérét colorés X1 et X2 présentent un caractére ionisable : ce sont a priori des acides.
Leur rétention dépendant donc du pH de la phase mobile, nous avons pris ce para-
meétre en compte pour obtenir des différences de sélectivité entre les systemes testés.
L'équilibre apparent des deux formes du colorant se trouvant aux alentours d'un pH
de 6 (Figure 3.2 dans le Chapitre 3), des phases mobiles avec des phases aqueuses a
pH 3V et pH 8" ont été choisies .

Les quatre systémes d'élution testés sont donc les suivants : des mélanges acétoni-
trile/eau et des mélanges méthanol/eau dans des conditions de pH 3 (avec HCOOH 0,1
%) ou de pH 8 (avec HCOONH, 5 mM).

Afin de simplifier les manipulations lors de cette phase d'optimisation de la mé-
thode, nous avons fait le choix de ne pas ajouter I'additif (HCOOH ou HCOONH,) dans la
phase organique mais uniquement dans la phase aqueuse. En effet, peu de différences
ont été obtenues par rapport aux séparations réalisées avec I'additif présent dans les
deux composantes de la phase mobile, aqueuse et organique (Annexe 3, Figure E.3). De
cette fagon, les quatre voies du mélangeur de la pompe étaient reliées aux bouteilles
suivantes : pur méthanol, pur acétonitrile, solution aqueuse d’acide formique (a 0,1 %)
et solution aqueuse de formiate d'ammonium (5 mM). Il était ainsi possible d’'obtenir di-

v. pH 3 associé a l'utilisation de l'acide formique a 0,1 % comme phase aqueuse, dans des conditions
classiques pour 'analyse des colorants [Nowik, 2013, Pauk et al., 2014].
vi. Pour garantir I'ionisation totale des espéces, valeur du pH d'équilibre + 2 [Dolan, 2017].
vii. Valeurs de pH de la phase aqueuse de la phase mobile, avant son mélange avec la phase organique
lors de la programmation en gradient d'élution.
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rectement les quatre systémes d'élution a I'étude sans manipulations supplémentaires
de préparation de phase mobile ou de changement de bouteilles d’éluant.

Par ailleurs, dans la suite du texte, pour alléger 'écriture, les systemes MeCN/H,O
HCOOH 0,1 % pH 3 et MeCN/H,0 HCOONH, 5 mM sont raccourcis en MeCN pH 3 et
MeCN pH 8, respectivement. Il en est de méme pour les systemes dans le méthanol,
MeOH pH 3 et MeOH pH 8.

2.1.3 Les systémes de séparation associés

Compte tenu des gammes de stabilité de pH pour chacune des phases station-
naires (indiquées dans le Tableau 4.1) et de la séparation insatisfaisante obtenue avec
la phase XS dans MeCN pH 8", quinze systémes de séparations ' possibles, combinant
les phases mobiles et stationnaires sélectionnées, ont été testés et sont indiqués dans
le Tableau 4.2.

Tableau 4.2 - Les quinze combinaisons phase stationnaire - phase mobile compatibles.

AQ | NEC | RP | XS | HQ
MeOHpH3 | vV v (V|
MeOH pH 8 A4
MeCNpH3 | v A A I A
MeCN pH 8 v v

L'extrait aqueux de J. spicigera a été analysé en duplicat (préparation de deux échan-
tillons indépendants) dans les systémes de séparation ainsi définis. Pour I'ensemble
des analyses visant a comparer ces systemes de séparation (parties 2.2 et 2.3), des gra-
dients d’élution génériques (scouting gradients) ont été utilisés* : de 5 a 50 % de MeCN
en 30 min ou de 5 a 80 % de MeOH en 30 min, avec un débit de phase mobile de 0,15
mL/min. L'optimisation des gradients fait 'objet d'une partie ultérieure (partie 2.3.5),
une fois que phase stationnaire et phase mobile ont été choisies.

Les performances des quinze systemes vis-a-vis de la séparation des composés co-
lorés, X1 et X2, de I'extrait de Justicia spicigera sont comparées dans la partie suivante.

viii. Sans pour autant que nous arrivions a y trouver une explication.
ix. Nous entendons par systéme de séparation I'association d'une phase stationnaire et d'un systéme
d'élution.
x. ldentiques a ceux déja utilisés dans le Chapitre 3 et définis grace grace aux tests préliminaires
décrit dans I'Annexe E.
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2.2 Séparation monodimensionnelle

Les parameétres a optimiser étant a présent fixés, cette partie s'attache a la com-
paraison des performances obtenues pour les quinze systémes de séparation a notre
disposition.

2.2.1 Comparaison des phases stationnaires dans les différents systémes d'élu-
tion

L'extrait aqueux de J. spicigera a été injecté dans les quinze systemes de séparation
et les chromatogrammes obtenus ont été comparés.

Pour une méme phase mobile, peu de différences entre les phases stationnaires ont
été observées. Ceci était attendu au vu de la grande similarité de la chimie de toutes
les phases stationnaires testées. Nous remarquons notamment des gammes de réten-
tion trés proches et un ordre d'élution des composés repérés identique. Toutefois, la
sélectivité change Iégérement pour certains composés.

A titre d'exemple, les chromatogrammes obtenus pour I'ensemble des phases sta-
tionnaires dans le systéme d'élution MeOH pH 3 sont présentés dans la Figure 4.1. Les
mémes observations (gammes de rétention similaires et méme ordre d'élution) sont
faites pour la série de phases stationnaires testées dans les trois autres systemes d'élu-
tion : MeOH pH 8, MeCN pH 3 et MeCN pH 8 (Annexe K, Figures K.2, K.1 et K.3).
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Figure 4.1 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux de J. spicigera pour les cinq phases
stationnaires a I'étude.
Phase stationnaire : (a) puriFlash® C18-AQ (b) Uptisphere® C18-NEC (c) Uptisphere® Strategy™
C18-RP (d) puriFlash® C18-XS et (e) Uptisphere® Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile : HCOOH 0,1 % pH 3 / MeOH. Gradient : 5-80 % MeOH de 0 a 30 min.
Détection : DAD 200-750 nm total scan.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1; @ :F2; B:X2;4:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)

2.2.2 Evaluation de la résolution des systémes 1D

Afin de comparer quantitativement les quinze systemes de séparation, nous nous
sommes intéressés aux performances des dits systemes en termes de résolution. Contrai-
rement a une approche classique en chromatographie analytique ou l'on chercherait
a bien séparer la totalité des composés présents dans I'échantillon afin de les iden-
tifier et/ou de les quantifier, dans notre cas, la séparation se concentre uniquement
sur deux composés cibles, dans I'objectif de leur purification. Ainsi, nous nous sommes
particulierement intéressés a la résolution entre chaque composé d'intérét, X1 et X2,
et ses impuretés avoisinantes respectives, éluant juste avant et juste apres (exemple
en Figure 4.2). Ces résolutions doivent étre suffisamment grandes afin permettre la
collecte en chromatographie préparative sans compromettre la pureté des fractions
récupérées.
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Figure 4.2 - Exemple d'identification des composés éluant juste avant et juste apreés les
composés d'intérét.
Chromatogrammes de I'extrait aqueux de J. spicigera. Phase stationnaire : puriFlash® C18-XS.
Phase mobile : HCOOH 0.1 % pH 3 / MeOH. Gradient : 5-80 % MeOH de 0 a 30 min.
Détection : DAD 200-750 nm total scan.

A partir de I'équation générique de calcul de résolution (Equation (2.3) dans le Cha-
pitre 2), les résolutions R,,,,(X;) et R, (X,) ont été calculées selon :

apreés

tr(X;) — tg(avant)

Rauant(Xi) = O’ 59 - (41)
5moy.
et (aprés) — 1p(X,)
t — R
Rapre‘s(Xi) =0,59- RAOPTES R (42)
5moy.
avec

tr(X;), le temps de rétention du composé d'intérét (X1 ou X2),

tg(avant) ou tx(aprés), le temps de rétention du composé éluant juste avant ou juste
apres le composé d'intérét

eto
gramme.

noy 1@ Moyenne des largeurs a mi-hauteur des pics majoritaires du chromato-
N.B. La moyenne des largeurs a mi-hauteur des pics majoritaires du chromato-
gramme, 6,,,, a €té utilisée dans le calcul plutét que la moyenne des largeurs a mi-

hauteur du composé d'intérét X; et de ses impuretés, avant ou apres, car dans la plupart
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2. Développement et optimisation en chromatographie analytique

des cas, les hauteurs des pics étaient trés faibles et estimer leur largeur s'avéraitimpos-
sible. Sachant qu’en mode gradient, si les composés ne présentent pas d'interactions
secondaires avec les phases mobile et stationnaire, la largeur des pics est identique
dans tout le chromatogramme [Dolan, 20133, Dolan, 2013b], considérer la moyenne
des largeurs des pics majoritaires s'est avéré étre un bon estimateur de la largeur indi-
viduelle de chaque pic.

Ainsi, pour chaque systéme de séparation, quatre valeurs de résolution ont été ob-
tenues: Ravant(Xl)' R (Xl)' Ravant(XZ) et Raprés(XZ)’
Nous avons ensuite appliqué un principe courant en optimisation de méthodes, ré-

aprés

sumé en «le meilleur du moins bon ». Il consiste a identifier les meilleures solutions
comme celles qui permettent de maximiser le paramétre critique de la méthode. Dans
notre cas, pour chaque systéeme, la moins bonne des quatre valeurs de résolution calcu-
lées va limiter les performances de séparation du dit systeme. Elle a donc été identifiée

comme valeur de résolution limitante et a été notée R,;,. Chaque systéme monodimen-

lim®
sionnel testé s'est donc retrouvé caractérisé par sa moins bonne résolution. Plus cette
valeur critique sera grande, meilleur sera le systeme.

Les valeurs des résolutions limitantes R,;, obtenues pour chaque systéme sont pré-

lim

sentées dans la Figure 4.3.
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Figure 4.3 - Résolutions R;;,, obtenues pour les différentes phases stationnaires dans chaque
systéme d'élution.

Nous pouvons remarquer que les systémes permettant d'obtenir les meilleures R,,,,
sont ceux dans le MeOH pH 3. Cependant, quel que soit le systeme d'élution, aucune
phase stationnaire ne permet d'atteindre une résolution optimale de 1,5,

Par conséquent, en mode monodimensionnel, aucune combinaison phase station-
naire - phase mobile testée dans cette étude ne permet d'obtenir une séparation sa-
tisfaisante entre les composés d'intérét et leurs impuretés avoisinantes. Dans l'optique

xi. Résolution minimale permettant un retour a la ligne de base entre deux pics.
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de la purification des composés cibles, X1 et X2, en chromatographie préparative, ceci
est trés problématique. Afin de ne pas compromettre la pureté des fractions collectées,
une séparation bidimensionnelle a donc été envisagée.

La partie suivante détaille ainsi le raisonnement conduit pour choisir les deux di-
mensions de séparation.

2.3 Séparation bidimensionnelle hors-ligne

A l'échelle préparative, les modes « coupe & cceur » (heart cutting) simple ou multiple
sont les plus répandus : seules les fractions contenant les composés a purifier sont
collectées dans la 'D puis injectées dans la 2D pour augmenter leur pureté. Ces modes
d'échantillonnage sont tout a fait adaptés a des approches de séparation hors-ligne,
plus simples a mettre en place et moins onéreuses que celles en ligne.

Comme décrit dans le chapitre 2 (partie 1.1.4), une séparation bidimensionnelle
peut résider en un changement de phase stationnaire, un changement de phase mobile
ou les deux. Les trois possibilités ont été considérées pour trouver l'option permettant
d'obtenir le meilleur potentiel de purification des composés d'intérét.

Les quinze systemes de séparation monodimensionnels a disposition ont été asso-
ciés par deux pour former 105" systémes bidimensionnels prédictifs. Les cas avec le
méme systéme de séparation dans les deux dimensions ont été exclus ', car ils ne pro-
duisent aucun changement de sélectivité. L'ordre des dimensions n'a pas d'importance,
les performances entre deux dimensions ont été évaluées en absolu*". La détermina-
tion de I'ordre des dimensions est traitée dans une partie ultérieure lorsque notre choix
d’'un systeme bidimensionnel sera défini (partie 2.3.4).

Notre choix du systéme bidimensionnel optimal s'est basé sur une approche cou-
plée orthogonalité/résolution dans le but de garantir la séparation entre les composés
d'intérét et leurs impuretés avoisinantes.

xii. Combinaison de 2 parmi 15 = (%) = 105.

xiii. Par exemple : XS dans MeOH pH 3 dans une dimension associée a XS dans MeOH pH 3 dans une
seconde dimension.

xiv. Par exemple : HQ MeOH pH 3 - HQ MeOH pH 8 équivaut a HQ MeOH pH 8 - HQ MeOH pH 3.
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2.3.1 Evaluation de I'orthogonalité des systémes 2D

En premier lieu, nous avons cherché a mettre en évidence les combinaisons de di-
mensions de séparation permettant de maximiser 'orthogonalité.

Descripteurs d’orthogonalité La notion d'orthogonalité se rapporte a la répartition
des pics dans I'espace de séparation bidimensionnel. La surface occupée dépend gran-
dement de la différence de sélectivité entre les deux dimensions : plus la sélectivité est
différente, plus la probabilité que les composés se répartissent dans un grand espace
de séparation est élevée. En théorie, 'orthogonalité est définie comme I'absence de
corrélation statistique entre les données de rétention de chaque dimension [Wu et al.,
2012]. Dans les faits, il a été montré qu'il est impossible de trouver deux systémes stric-
tement orthogonaux [Guiochon et al., 2008] et on parle ainsi plutét de degré d'ortho-
gonalité.

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer le degré d'orthogonalité d'un systeme bi-
dimensionnel. Les plus courantes sont les suivantes " :

+ Des méthodes dites mathématiques s'appuyant sur des grandeurs statistiques :

*+ Les régressions linéaires des données de rétention, ou le degré d'orthogonalité
peut étre exprimé par le coefficient de corrélation, r?. Plus la valeur de r? est faible,
meilleure est I'orthogonalité [Gilar et al., 2005b].

+ Laméthode topologique des distances entre voisins les plus proches (Nearest Neigh-
bour Distance ou NND), dans laquelle sont calculées les moyennes arithmétique et
harmonique des distances entre les points voisins les plus proches dans l'espace
de séparation bidimensionnel. Ces moyennes mesurent respectivement la répar-
tition et le degré de regroupements locaux des pics dans lI'espace. [Nowik et al.,
2013a, Nowik et al., 2013b].

+ Des méthodes chimiométriques, permettant de sélectionner le systeme le plus or-
thogonal parmi un large panel de systemes possibles [Van Gyseghem et al., 2003,
Van Gyseghem et al., 2004,Van Gyseghem et al., 2005]. L'utilisation de ces méthodes
nécessitent une expertise certaine en chimiométrie.

+ Des méthodes géométriques consistant a évaluer I'espace occupé par des pics dans
les diagrammes de rétention bidimensionnels :

* La méthode de la similarité informationnelle ", qui s'appuie sur la détermination
de la quantité de similarité de l'information contenue dans les deux dimensions
[Slonecker et al., 1996].

xv. D'autres exemples sont cités dans [Bos et al., 2020].
xvi. Adaptée de la théorie de I'information (ou entropie de Shannon).
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* La méthode de l'angle de répartition des pics, pour laquelle un vecteur est asso-
cié a chaque jeu de données de rétention et utilisé pour calculer des matrices de
corrélation correspondant aux combinaisons bidimensionnelles. Ces matrices per-
mettent d'accéder a un angle de répartition des pics et I'orthogonalité est évaluée
par 'étendue de la surface définie par cet angle [Liu et al., 1995].

+ La méthode des « bin box » et ses adaptations, qui sépare I'espace de séparation bi-
dimensionnel en plusieurs cases de largeur fixe et relie 'orthogonalité aux nombres
de cases contenant les pics [Gilar et al., 2005a, Schure, 2011].

* Laméthode de I'enveloppe convexe (convex hull), ou 'orthogonalité est évaluée par
le rapport de 'espace de séparation utilisé, mesuré par I'enveloppe convexe ™' et
de l'espace total de séparation. Cette enveloppe est déterminée par la méthode de
triangulation de Delaunay " [Semard et al., 2010].

Chaque outil présente des avantages et des inconvénients. Il est ainsi important de
choisir une méthode cohérente avec les objectifs de la séparation développée. Comme
préconisé par [Marlot et al., 2018], dans le contexte de purification de molécules cibles
en chromatographie préparative, il est nécessaire de privilégier une méthode d'évalua-
tion de l'orthogonalité permettant de mettre en évidence la répartition homogeéne des
composés dans le plus grand espace de séparation possible.

Si les méthodes de régression sont faciles a mettre en ceuvre, leur pertinence est
contestable, car une faible corrélation n'est pas nécessairement synonyme de bonne
occupation de l'espace de séparation. Il est ainsi nécessaire de coupler l'obtention de
la valeur r? avec la visualisation des données de corrélation. Quant aux méthodes géo-
métriques, elles permettent d'avoir acces a 'occupation de 'espace de séparation mais
elles rencontrent aussi des limitations. L'évaluation de l'orthogonalité par la méthode
des « bin box » par exemple est grandement dépendante du choix de la largeur des
cases fixée par leur l'utilisateur. Dans I'approche de I'enveloppe convexe, il n'est pas ex-
clu que des zones de l'espace de séparation non utilisées se retrouvent incluses dans la
mesure ou, a I'inverse, que des agrégats de points soient rencontrés au sein de l'enve-
loppe délimitée. Par ailleurs, les méthodes géométriques nécessitent un grand nombre
de composés représentatifs et leur exécution peut ne pas étre simple.

Nous avons ainsi fait le choix d'adopter la méthode des distances entre les voisins
les plus proches qui permet d’avoir acces a I'étendue et a 'lhomogénéité de la réparti-
tion des points dans 'espace de séparation par le calcul de descripteurs simples. Par

xvii. Plus petit ensemble convexe contenant tous les points.
xviii. En géométrie algorithmique, correspondant a l'unique triangulation telle qu'un cercle passant par
les trois points d'un triangle ne contienne aucun autre point.
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ailleurs, on retrouve l'utilisation de cette méthode pour plusieurs applications de pu-
rification par chromatographie préparative bidimensionnelle [Marlot et al., 2018, Sun
etal., 2022].

Démarche A partir des données de rétention obtenues dans les quinze systémes mo-
nodimensionels, les séparations bidimensionnelles ont été simulées et leur degré d'or-
thogonalité évalué. Pour ce faire, six composés identiques*™ ont été identifiés dans
les quinze systemes de séparation. Leur temps de rétention a été relevé dans chacun
des systémes. Les jeux de données de rétention ont été associés deux par deux pour
former 105 diagrammes de rétention bidimensionnels. Dans un premier temps, les dis-
tances entre les coordonnées des plus proches voisins (d;) ont été calculées dans ces
diagrammes de rétention. Pour chaque point, d; est définie comme la distance la plus
courte le connectant aux autres points**. Un exemple de diagramme bidimensionnel
incluant les d; est présenté en Figure 4.4.

30

F2

25 »
) 2
T 4
S s
S 20
w N\
e ‘o X2
§ N XL
o —’/,'
g
I )
-
3 10 Al -~
—_— [ 2
£
£
- 5

0

0 5 10 15 20 25 30

t, (min) sur HQ dans MeOH pH 3

Figure 4.4 - Exemple de diagramme de rétention bidimensionnel.
Les lignes rouges correspondent aux distances des plus proches voisins, d;.

xix. Parmi les sept précédemment repérés dans le Chapitre 3, Tableau 3.1.
xx. Ne pas confondre les plus proches voisins impliqués dans I'approche NND (Figure 4.4) avec les
impuretés avoisinantes définies dans la partie 2.2.2 (Figure 4.2).
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Afin de caractériser la répartition des points dans 'espace de séparation bidimen-
sionnel, les moyennes arithmétique (A) et harmonique (H) correspondantes ont été
ensuite calculées selon :

" d, > d.
A= Zn’illl = Z’;‘ ! (4.3)
et
H = nn— 11 _ nS— 15 (4.4)
Zi:l d. Zi:l d;

avec n le nombre de pics considérés dans le calcul, dans notre cas, égal a six.

Les parametres A et H permettent de décrire, respectivement, I'étendue et 'homo-
généité de la dispersion des pics dans 'espace bidimensionnel. Ainsi, plus la valeur A
est grande, meilleure est 'occupation de I'espace bidimensionnel et la répartition des
points. Par exemple, dans le cas de jeux de données avec une forte corrélation statis-
tique et avec une répartition des points le long d'une droite, A sera tres faible. Quant a
H, plus sa valeur est élevée, moins il est probable que I'on rencontre des agglomérats
de points dans une méme zone de l'espace. Or, la notion d’'orthogonalité pouvant étre
ramenée a la « distribution la plus étendue et la plus uniforme de tous les composés
dans l'espace de séparation » [Nowik et al., 2013a], on cherche précisément a maximiser
les deux parametres A et H.

Résultats Avantderentrer dansune comparaison quantitative a l'aide des parametres
A et H, nous pouvons avoir un premier apercu du degré d'orthogonalité globalement
atteint dans les systemes bidimensionnels disponibles en visualisant 'ensemble des
diagrammes de rétention bidimensionnels obtenus. Quatre exemples représentatifs
de 'ensemble des systemes sont présentés dans la Figure 4.5).

Comme nous pouvons le voir, 'orthogonalité est assez limitée : dans tous les cas de
figure, les composés se répartissent autour d'une droite diagonale dans I'espace bidi-
mensionnel. Ceci est évidemment dU aux limitations qui nous sont imposées tel que le
fait de coupler deux dimensions RPLC et particulierement avec uniquement des phases
stationnaires C18. Toutefois, il est déja possible d'identifier parmi les différentes op-
tions certaines plus prometteuses que d’autres. Alors que certaines combinaisons en-
trainent une grande corrélation statistique des jeux de données de rétention (exemple
en haut a droite dans la Figure 4.5), d'autres permettent une meilleure répartition des
points dans l'espace de séparation (les 3 autres diagrammes dans la Figure 4.5). Ces dif-
férentes configurations ont été ainsi classifiées en termes d'orthogonalité en utilisant
les descripteurs A et H.
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Figure 4.5 - Exemples de diagrammes de rétention bidimensionnels obtenus parmi les 105
combinaisons.

Afin de comparer les 105 combinaisons en prenant en compte les deux valeurs,
moyennes arithmétique A et harmonique H, 'une est tracée en fonction de l'autre dans
les Figures 4.6 a 4.9. Ces quatre figures représentent le méme jeu de données, seuls le
nombre de points affichés et la légende changent, nous permettant d'illustrer le chemi-
nement de notre raisonnement, étape par étape. Ainsi, a une étape donnée, les options
écartées aux étapes précédentes n'y figurent plus et la [égende est adaptée afin d'ajou-
ter de la spécificité aux options restantes.
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Chapitre 4. Purification des molécules colorées

Pour commencer, 'ensemble des 105 combinaisons est représenté dans la Figure
4.6.0Onydistingue les combinaisons avec une phase mobile identique et une phase mo-
bile distincte dans les deux dimensions (points noirs), les combinaisons avec une phase
mobile distincte et une phase stationnaire identique dans les deux dimensions (points
gris foncé) et enfin, les combinaisons avec une phase mobile et une phase stationnaire
distinctes dans les deux dimensions (points gris clair).

Les combinaisons faisant intervenir la méme phase mobile dans les deux dimen-
sions et une phase stationnaire distincte (points noirs dans Figure 4.6) présentent, en
moyenne, des performances faibles en termes d'orthogonalité, car elles possedent des
faibles valeurs de A et/ou H. Un changement de phase mobile entre les deux dimen-
sions, soit avec la méme phase stationnaire (points gris foncé), soit avec une phase
stationnaire différente (points gris clair) semble présenter le meilleur degré d’'orthogo-
nalité dans la plupart des cas. Les combinaisons s'appuyant uniquement sur un change-
ment de phase stationnaire avec une méme phase mobile ont donc été écartées pour
les comparaisons suivantes. Il nous reste ainsi 81 combinaisons possibles.

Les combinaisons restantes, avec une phase mobile distincte dans les deux dimen-
sions, soit avec la méme phase stationnaire, soit avec une phase stationnaire distincte
sont comparées dans la Figure 4.7. Chaque couleur correspond a une combinaison de
phases mobiles (sans importance d'ordre); les ronds vides correspondent a des combi-
naisons pour lesquelles la méme phase stationnaire est utilisée dans les deux dimen-
sions et les ronds pleins correspondent a des combinaisons avec une phase station-
naire distincte dans chaque dimension.

On peut observer que des clusters de chaque couleur se dégagent : les perfor-
mances d'orthogonalité sont ainsi fortement liées a la combinaison de phases mobiles
impliquée dans la séparation. De plus, pour une méme combinaison de phases mobiles
(C'est-a-dire une méme couleur sur la Figure 4.7), peu de différences sont observées
dans le cas d'une méme phase stationnaire dans les deux dimensions (ronds vides)
ou dans le cas de deux phases stationnaires différentes (ronds pleins). En prenant en
compte cette derniere remarque, ajoutée a I'aspect financier d’achat d'une seconde co-
lonne préparative, une séparation bidimensionnelle avec la méme phase stationnaire
dans les deux dimensions a été envisagée. L'orthogonalité sera ainsi apportée par un
changement de phase mobile entre les deux dimensions. A ce stade, il ne reste que
17 combinaisons possibles.
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Figure 4.6 - Moyenne harmonique des d; en fonction de leur moyenne arithmétique pour les 105
combinaisons bidimensionnelles (¢,, pour phase mobile et ¢, pour phase stationnaire).
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Figure 4.7 - Moyenne harmonique des d; en fonction de leur moyenne arithmétique pour les 81
combinaisons impliquant un changement de phase mobile entre les deux dimensions (¢,, pour
phase mobile et ¢, pour phase stationnaire).
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Chapitre 4. Purification des molécules colorées

Les combinaisons restantes, impliquant une méme phase stationnaire et un chan-
gement de phase mobile sont représentées dans la Figure 4.8. Un symbole est associé a
chaque phase stationnaire et chaque couleur correspond a une combinaison de phases
mobiles (sans importance d'ordre).

4.5

He Phases stationnaires :
O RP
O XS
A HQ
3.5 o AQ
¥ NEC

LN Phases mobiles :
MeOH pH3 - MeCN pH3

2.5

MeOH pH3 - MeOH pHS8
MeCN pH3 - MeCN pH8

Moyenne harmonique (H)

15

3 4 5 6
Moyenne arithmétique (A)

Figure 4.8 - Moyenne harmonique d; en fonction de leur moyenne arithmétique pour les 17
combinaisons impliquant la méme phase stationnaire dans les deux dimensions.

On peut noter que les combinaisons faisant intervenir des phases mobiles dont le
pH est le méme (MeOH pH 3 - MeCN pH 3, points rouges ou MeOH pH 8 - MeCN pH 8,
points jaunes sur la Figure 4.8) conduisent aux moins bons résultats. Cela nous incite a
baser notre séparation bidimensionnelle sur un changement de conditions de pH de
phase mobile entre les deux dimensions. Par conséquent, les phases stationnaires
non compatibles aux deux valeurs de pH (la NEC et la AQ) ont été exclues. Il reste ainsi
10 combinaisons possibles.

Les options restantes correspondent a trois phases stationnaires (RP, XS et HQ) dans
quatre combinaisons bidimensionnelles impliquant des changements de pH entre les
deux dimensions : MeOH pH 3 - MeOH pH 8, MeCN pH 3 - MeCN pH 8, MeCN pH 3 -
MeOH pH 8 et MeOH pH 3 - MeCN pH 8. Elles sont comparées dans la Figure 4.9.
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Figure 4.9 - Moyenne harmonique en fonction de moyenne arithmétique pour les 10
combinaisons impliquant la méme phase stationnaire et un changement du pH de la phase
mobile entre les deux dimensions.

La comparaison des valeurs de A et H met en évidence des résultats trés proches
en termes d'orthogonalité pour ces 10 combinaisons restantes.

Afin de ne pas se contenter d'une estimation visuelle mais d'apprécier quantitative-
ment les différences entre chacune d'elle, un parametre d’'orthogonalité O correspon-
dant a la distance euclidienne entre l'origine et chaque point de coordonnées (A, H) a
été introduit. Il a été calculé selon O = \/ A2+ H? avec A, la moyenne arithmétique et
H, la moyenne harmonique. Plus cette valeur est grande, meilleure est 'orthogonalité
puisque les deux parametres A et H sont maximisés.

Les valeurs obtenues sont représentées dans la figure 4.10.
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Figure 4.10 - Paramétre d'orthogonalité, O, pour les 10 combinaisons impliquant la méme phase
stationnaire et un changement du pH de la phase mobile entre les deux dimensions.

Les meilleurs résultats ont été obtenus avec les systemes MeOH pH 3 - MeOH pH
8 (violets) et MeCN pH 3 - MeOH pH 8 (verts), avec des valeurs comprises entre 6,89 et
7,08. A ce stade, il nous a semblé que la comparaison de l'orthogonalité seule ne nous
permettait pas de faire ressortir facilement un meilleur systeme parmi les six les plus
performants.

En effet, dans I'approche adoptée pour évaluer I'orthogonalité, nous avons simulé
les systemes bidimensionnels grace a la rétention des six composés majoritaires de
I'extrait. De ce fait, les impuretés avoisinant les pics d'intérét n‘'ont pas été directement
prises en compte dans I'évaluation ', Il faut pourtant s'assurer de sélectionner un sys-
téeme bidimensionnel qui permette la séparation des composés d'intérét et de leurs
impuretés en vu de leur purification. Cependant, comme vu en Figure 4.5, méme pour
les meilleurs systemes obtenus dans notre évaluation, le degré d'orthogonalité reste
assez limité. Nous avons donc un risque non négligeable de nous trouver dans des cas
ou la différence de sélectivité entre les deux dimensions ne serait pas suffisante pour
séparer dans la 2D une impureté voisine résiduelle collectée avec la fraction du com-
posé d'intérét dans la "D (Figure 4.11, cas de figure 3). Ainsi, dans ce cas |3, il apparait
essentiel de favoriser un systeme bidimensionnel maximisant également la résolution.

xxi. En raison des difficultés a identifier leurs temps de rétentions dans les différents systémes de sé-
paration testés.
xxii. C'est & dire qu'une des impuretés avoisinantes de la 'D soit aussi limpureté avoisinante de la 2D.
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®

Figure 4.11 - Exemples de cas de figures que I'on peut rencontrer dans la réinjection dans la 2D
des fractions collectées dans la 'D.
(1) et (2) Cas de figures favorables avec une orthogonalité des deux dimensions telle que la
différence de sélectivité permet de séparer les impuretés du composé d'intérét dans la 'D.
(3) Cas défavorable.

L'évaluation de la résolution des systémes bidimensionnels fait 'objet de la partie
qui suit.

2.3.2 Evaluation de la résolution des systémes 2D

Pour pallier a une différence de sélectivité insuffisante entre les deux dimensions,
nous avons cherché un systéme bidimensionnel qui maximise la résolution dans chaque
dimension. En effet, s'il parait évident que maximiser la résolution de la 2D permet de
s'affranchir d'impuretés résiduelles collectées dans la 'D avec la fraction des compo-
sés d'intérét, garantir une résolution maximale dans la 'D permet tout simplement de
diminuer la probabilité de collecter des impuretés dés la 'D.

Pour identifier les systemes maximisant les résolutions des deux dimensions, a

Dimension,

chaque combinaison bidimensionnelle est associé un couple de résolutions (R
D' i
Ry il dont les valeurs R

lim '

i im ONt été calculées précédemment pour chaque di-

mension dans la partie 2.2.2. Dans chaque couple, on peut identifier une dimension
limitante pour laquelle la résolution est la plus faible et définir la résolution limitante

- ) o Dimenst Dimension <+ _
bidimensionnelle R?2? comme le minimum de (R, """, R, '""*"""?). Anouveau, le prin-

m lim

cipe «le meilleur du moins bon » s'applique : cette résolution limitante bidimensionnelle
doit étre la plus grande possible pour que le systéeme soit considéré comme la meilleure
option pour notre méthode de purification.

xxiii. Les dimensions sont volontairement notées « Dimension, » et « Dimension, » plutdt que « 18 di-
mension » et « 2°™M€ dimension » car la notion d'ordre n'intervient toujours pas, a ce stade.

165



Chapitre 4. Purification des molécules colorées

Les résolutions limitantes bidimensionnelles des dix systémes les plus prometteurs
sont représentées en Figure 4.12.
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MeOH pH3 - MeCN pH8
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Figure 4.12 - Résolutions limitantes bidimensionnelles Rlzig pour les 10 combinaisons impliquant
la mé&me phase stationnaire et un changement du pH de la phase mobile entre les deux
dimensions.

Il apparait clairement que la phase HQ dans MeOH pH 3 - MeOH pH 8 (triangle violet)
s'avere la meilleure option en termes de résolution.

Pour arréter notre choix final du systeme bidimensionnel le plus adapté pour la
purification des composés colorés ciblés, il nous reste a présent a combiner les deux
approches, évaluation de I'orthogonalité et de la résolution. Ceci est traité dans la partie
suivante.

2.3.3 Evaluation couplée orthogonalité - résolution

Les parametres d'orthogonalité et les résolutions limitantes bidimensionnelles cal-
culés précédemment (respectivement dans les parties 2.3.1 et 2.3.2) ont été normalisés
et tracés I'un en fonction de l'autre dans la Figure 4.13.

Deux groupes de points se dégagent : le premier, composé de systemes avec une
grande orthogonalité et une résolution limitante variable; le second, composé de sys-
témes d'orthogonalité variable et de mauvaise résolution limitante. Nous nous sommes
évidemment concentrés sur le premier et avons identifié le systeme maximisant les
deux parametres.

xxiv. D'aprés I'évaluation de leur orthogonalité dans la partie 2.3.1.
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Figure 4.13 - Résolution limitante bidimensionnelle Rlzl,’,)n en fonction du paramétre
d'orthogonalité O, pour les 10 combinaisons impliquant la méme phase stationnaire et un
changement du pH de la phase mobile entre les deux dimensions.

La phase Uptisphere® Strategy™ C18-HQ dans le systeme MeOH pH 3 - MeOH
pH 8 (triangle violet) s'est révélée comme l'option permettant d'obtenir les meilleures
performances combinées d’'orthogonalité et de résolution. L'association de cette phase
stationnaire et de ce systeme d'élution bidimensionnel a donc été sélectionnée pour
notre méthode finale.

Dans |'évaluation menée jusqu’a présent, 'ordre des dimensions de séparation dans
les systémes bidimensionnels n'a pas été considéré. Nous traitons ainsi ce point dans
la partie suivante.

2.3.4 Choix de lI'ordre des dimensions

Les systemes d'élution MeOH pH 3 et MeOH pH 8 ont été choisis comme phases mo-
biles des deux dimensions de séparation. Mais jusqu'ici, I'ordre des dimensions n'avait
pas été considéré. Notre choix s'est appuyé sur la facilité d'évaporation des additifs pré-
sents dans les phases mobiles des deux dimensions de séparation. L'acide formique,
présent dans MeOH pH 3 étant plus volatile que le formiate dammonium dans MeOH
pH 8, il est donc plus facile de I'évaporer sous vide. Ainsi, en choisissant MeOH pH 8
comme premiére dimension, nous comptons sur le fait que le formiate dammonium
soit éliminé dans la seconde dimension de séparation, car non retenu. L'acide formique
résiduel de la seconde dimension est, quant a lui, facilement éliminé des fractions col-
lectées lors du séchage sous vide de ces derniéres.
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Pour récapituler, notre méthode de purification bidimensionnelle consiste en
une séparation sur une méme phase stationnaire, Uptisphere® Strategy™ C18-
HQ dont I'orthogonalité de la séparation est basée sur un changement de pH de
phase mobile entre les deux dimensions. La premiére dimension se fait dans le
systéme d’élution MeOH pH 8 et la seconde dans MeOH pH 3.

La partie suivante est dédiée a l'optimisation des gradients d'élution de chacune des
dimensions de séparation.

2.3.5 Optimisation des gradients

Dans le but de réduire le temps d'analyse et la consommation de solvants, une étape
d'optimisation des gradients a été nécessaire. Les optimisations pour les deux dimen-
sions de séparation, dans MeOH pH 8 pour la premiere et MeOH pH 3 pour la seconde,
ont été faites a I'échelle analytique.

Démarche et principe Afin d'économiser I'échantillon, le solvant de phase mobile
et le temps de manipulation, nous avons pris le parti pour la premiére dimension de
collecter les composés X1 et X2 au cours d'une méme séparation chromatographique.
lls sont ensuite injectés séparément dans la seconde dimension. Le gradient optimisé
dans la premiéere dimension doit donc permettre la collecte simultanée de X1 et X2.
Par contre, pour la seconde dimension, si Iintérét se présente, il est possible de choisir
deux gradients distincts, un pour la collecte de X1 et l'autre, la collecte de X2.

En partant du gradient générique linéaire de 5 a 80 % de MeOH en 30 min, deux
types de gradients ont été développés dans le but de réduire le temps total de gradient.
D’'une part, de nouveaux gradients linéaires avec des parametres différents du gradient
générique et d'autre part, des gradients ciblés (focused gradients). Leurs parametres
respectifs sont décrits en détail ci-dessous et leurs performances sont comparées dans
la partie 2.3.5.
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Gradients linéaires Toutd'abord, le gradient générique linéaire a simplement été
raccourci au vu des temps de rétention obtenus. En effet, le dernier composé est élué
au bout de 25 min, ce qui correspond a un pourcentage effectif en MeOH d’environ
55 %. Il n"était donc pas nécessaire de continuer le gradient jusque 80 % de MeOH. Un
gradient de 5 a 55 % de MeOH en 20 min - pour conserver la pente de 2,5 %/min -
est ainsi strictement équivalent au gradient générique décrit précédemment. Il permet
toutefois de gagner 10 min par séparation.

Afin de réduire encore le temps total de la séparation, trois nouveaux gradients
linéaires ont été créés a partir du gradient générique avec des proportions initiales
de MeOH croissantes : respectivement 15, 25 et 35 %, afin de débuter avec une force
éluante de plus en plus importante. La pente de 2,5 %/min et le pourcentage final en
MeOH de 55 % sont conservés. Le temps de gradient est adapté dans chacun des cas.

Gradients ciblés (focused gradients) Les gradients ciblés ont été introduits spé-
cifiquement pour les besoins de la chromatographie préparative [Penduff, 2013, Ja-
blonski et al., 2009]. Contrairement a la chromatographie analytique qui s'attache no-
tamment a détecter un maximum de composés avec la meilleure résolution possible
pour I'ensemble des pics, la chromatographie préparative s'emploie a collecter un ou
des composeés cibles avec la plus grande pureté. La résolution entre ledit pic d'intérét
et ses voisins doit donc étre maximisée. La résolution entre tous les autres composeés
non collectés peut quant a elle étre diminuée. Cela permet de ne pas trop augmenter
le temps d’analyse. Ce principe est appliqué dans les gradients ciblés en diminuant la
pente du gradient dans la zone d'élution du composé d'intérét et en 'augmentant dans
toute autre zone.

La premiére étape dans la conception d'un gradient ciblé est d'identifier le point
d'élution du composé dans le gradient générique (c'est-a-dire le pourcentage effectif de
solvant auquel le composé est élué). Pour ce faire, le volume de décalage ** du systéme
est utilisé (déterminé dans notre cas dans le Chapitre 2, partie 2.3.3). Ensuite, la pente
du gradient générique est remplacée par une pente plus faible centrée autour du point
d’élution. Cette modification permet d'accélérer I'élution des composés moins retenus
que le composé d'intérét et de retarder celle des plus retenus.

Les gradients ciblés sont particulierement adaptés pour la collecte d'un unique com-
posé par séparation. En effet, dans le cas de plusieurs composés a collecter, il faudrait
intégrer plusieurs segments avec des pentes faibles, ce qui rend leur application moins
aisée. Pour rappel, dans notre approche, nous avons fait le choix de collecter, dans la

xxv. Offset volume, volume représentant le décalage entre le point ou les éluants sont combinés au
niveau de la pompe et le point ou sont détectés les composés éluant a cette dite proportion. Il est dé-
pendant de la colonne et du chromatographe utilisés.
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premiere dimension, X1 et X2 dans une méme séparation, afin d'économiser échan-
tillon, phase mobile (en particulier le solvant organique) et temps de manipulation. La
pertinence des gradients ciblés n’a donc été évaluée que pour la seconde dimension,
dans le systeme MeOH pH 8.

Les points d'élution de X1 et X2 ont été identifiés respectivement autour de 40 et 50
% dans les conditions du gradient générique MeOH pH 8. Deux gradients ciblés de 35 a
45 % et de 45 a 55% avec des pentes de 0,5 %/min ont été développés pour la collecte
de X1 et X2, respectivement.

Résultats

Premiére dimension : 'D Les chromatogrammes obtenus pour les gradients li-
néaires de 5 a 35 % initial de MeOH sont tracés dans la Figure 4.14.

°
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Figure 4.14 - Chromatogrammes de lI'extrait aqueux obtenus avec quatre gradients linéaires de :
(a) 5% (b) 15 % (c) 25 % et (d) 35 % initial de MeOH
a 55 % MeOH avec une pente de 2.5 %/min, puis un palier de 55 % jusqu’'a 30 min.
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile : HCOONH, 5 mM pH 8 / MeOH. Détection : DAD 200-750 nm total scan.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1; @ :F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)
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Sans optimisation, dans les conditions du gradient générique (Figure 4.14a), il faut
attendre approximativement 17 min pour éluer les composés X1 et X2. Le but de 'opti-
misation est de diminuer ce temps. On peut noter qu’a cette étape, en vue du transfert
vers la chromatographie préparative, on ne cherche pas a ce que l'entiéreté du chro-
matogramme soit bien résolue, il est seulement important que la résolution entre les
composés d'intérét, X1 et X2, et leurs impuretés avoisinantes respectives soit au moins
conservée.

Le gradient avec une proportion initiale de 25 % en MeOH présente le meilleur com-
promis entre temps et résolution : il permet I'élution de X1 et X2 en moins de 9 min dans
une méme séparation, sans compromettre la résolution entre les composés d'intérét
et les impuretés éluant juste avant et juste apres (Figure 4.14c), contrairement au gra-
dient avec 35 % initial de MeOH pour lequel le composé X1 se retrouve co-élué dans le
groupe des premiers pics mal résolus (Figure 4.14d).

Ainsi, pour la 'D de la méthode de purification en cours de développement, dans
MeOH pH 3, le gradient linéaire de 25 a 55 % de MeOH en 12 min a été sélectionné.

Seconde dimension : 2D Suivant une démarche similaire a celle menée dans la
partie précédente, quatre gradients linéaires de proportion initiale en MeOH croissante
(5, 15, 25 et 35 %) ont été comparés. Le potentiel de gradients ciblés sur X1 et sur X2 a
également été évalué. Le but était le méme que dans la 'D : choisir un gradient qui per-
met de réduire le temps total de séparation en vu du transfert vers la chromatographie
préparative.

Lors de la purification a I'échelle préparative, ce sont les fractions individuelles col-
lectées a l'issue de la 'D qui serontinjectées dans la 2D. Ici, dans la phase d’optimisation,
pour des raisons pratiques évidentes, nous avons été contraints d'injecter I'extrait total
de J. spicigera. On notera donc qu'a I'échelle préparative, lors de la phase de purifica-
tion nettement moins de pics seront présents dans les chromatogrammes : seuls X1
et X2 seront attendus, éventuellement accompagnés de leurs impuretés avoisinantes
respectives.

Dans un premier temps, les performances des gradients linéaires ont été compa-
rées (Figure 4.15a et b).
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Figure 4.15 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux obtenus avec quatre gradients distincts :
(a) « 5 % initial » : 5-55 % B en 20 min (b) « 35 % initial » : 35-55 % B en 8 min
(c) Ciblé X1 :5-33,8 % B de 0 a 0,58 min, 33,8-43,8 % de 0,58 & 20,58 min, 43,8-80,0 % de 20,58 a
21,30 min et 80% de 21,30 a 22,45 min et
(d) Ciblé X2 :5-46,1 % B de 0 a 0,82 min, 46,1-56,1 % de 0,82 a 20,82 min, 56,1-80,0 % de 20,82 a
21,30 min et 80 % de 21,30 a 22,45 min.
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile : A- HCOOH 0,1 % pH 3/ B - MeOH. Détection : DAD 200-750 nm total scan.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1; @ :F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)

Alors que 18 et 23 min étaient nécessaires pour I'élution de X1 et X2 respectivement,
dans les conditions du gradient générique (Figure 4.15a), le gradient linéaire avec une
proportion initiale de MeOH de 35 % permet une élution de X1 en environ 6 min et de
X2 en moins de 12 min, sans perte de résolution entre les composés d'intérét et leurs
impuretés avoisinantes (Figure 4.15b). Les gradients avec des proportions initiales de
MeOH de 15 % et 25 % (non montrés) n‘ont pas pas présenté d'intérét particulier, les
temps de rétention de X1 et X2 étant supérieurs dans ces gradients.

Pour les gradients ciblés sur X1 et X2, les chromatogrammes obtenus sont représen-
tés sur la Figure 4.15c et d, respectivement. Leurs performances ont été comparées a
la meilleure option des gradients linéaires (c'est-a-dire le gradient avec une proportion
initiale de MeOH de 35 %).

Dans le cas de X1, il n'y a pas d'avantage a utiliser le gradient ciblé : I'élution de X1
se fait en environ 10 min contre en 6 min avec le gradient linéaire (4.15b) et ce, sans
amélioration particuliere de la résolution (4.15c). Dans le cas de X2, la différence entre
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2. Développement et optimisation en chromatographie analytique

les deux gradients est peu prononcée : élution en 11,53 min avec le gradient ciblé contre
11,07 min avec le gradient linéaire et une résolution comparable (Figure 4.15b et d).

Le gradient linéaire de 35 a 55 % de MeOH en 8 min s'est ainsi révélé le plus
adapté pour la collecte de X1 et de X2 dans la 2D, MeOH pH 3.

2.4 Parameétres retenus a I'échelle analytique

Les paramétres ainsi sélectionnés suite a 'optimisation a I'échelle analytique, avant
transfert, sont résumés ci-dessous :
+ Séparation hors-ligne bidimensionnelle sur la méme phase stationnaire

* Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ 5 pm (géométrie de la colonne
analytique : 125 x 2,1 mm)

* Volume d'injection : 5 pL
+ Débit de phase mobile : 0,15 mL/min
* Premiére dimension :
+ Systeme d'élution : MeOH/HCOONH, 5 mM pH 8
+ Gradient: 25 a 55 % MeOH en 12 min (pente de 2,5 %/min)
+ Seconde dimension :
+ Systéme d'élution : MeOH/HCOOH 0,1 % pH 3
* Gradient: 35 a 55 % MeOH en 8 min (pente de 2,5 %/min)

2.5 Vérification des performances de la méthode développée

Avant le transfert de la méthode optimisée, nous avons cherché a vérifier que, dans
les conditions sélectionnées, la résolution entre chaque composé d'intérét et ses impu-
retés voisines de la 'D avait bien été considérablement augmentée dans la 2D.

Pour ce faire, la détection en spectrométrie de masse a été utilisée afin d'identi-
fier les ions pseudo-moléculaires [M+H]* de chaque pic voisin dans la 'D. Le composé
éluant avant X1 posséde un ion [M+H]* de m/z 536 et celui éluant aprés, un m/z de 490.
Pour X2, union de m/z 451 est associé au composé éluant avant et un m/z de 358 pour
celui aprés. Leurs temps de rétention dans la 2D ont ensuite été relevés.

Dans la Figure 4.16, les temps de rétention de X1, X2 et de leurs pics voisins dans la
2D ont été tracés en fonction de ceux dans la 'D.
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Figure 4.16 - lllustration du gain de résolution entre les composés d'intérét et leurs impuretés
avoisinantes dans la méthode bidimensionnelle mise au point.
X1 () et X2 (M), en couleur et leurs impuretés avoisinantes respectives, en gris.

L'amélioration de la séparation dans la 2D est nettement visible. La résolution entre
X1 et le composé éluant avant est passée de 1,4 a 6,5 et celle avec le composé éluant
apres de 0,7 a 3,8. De méme, pour X2 et ses pics voisins, une augmentation de réso-
lution de 1,1 a 9,7 a été observée pour le composé éluant avant et de 0,3 a 3,7 avec
un changement d'ordre d’élution pour celui éluant apres. Ces résultats mettent en évi-
dence l'intérét de la méthode bidimensionnelle développée, permettant d'assurer la
pureté des fractions collectées a I'échelle préparative.

La méthode est donc transférée vers le systeme préparatif pour la purification des
composés colorés X1 et X2 dans la partie suivante.
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3. Transfert vers la chromatographie préparative

3 Transfert vers la chromatographie préparative

Le transfert vers le systeme de chromatographie préparative a été réalisé selon les
régles garantissant la conservation des performances de séparation de la méthode.

3.1 Théorie du transfert en mode gradient

Lors de tout transfert de méthode, on cherche a conserver résolution et sélecti-
vité de la méthode originale malgré le changement de géométrie de colonne et a for-
tiori le changement d'échelle (analytique vers préparative). Pour ce faire, des regles
de transfert ont été établies afin de calculer les parametres de la nouvelle méthode
(volume d'injection, débit, profil du gradient...) [Dolan et Snyder, 1998, Guillarme et al.,
2007, Guillarme et al., 2008]. Il faut noter que la théorie de transfert a initialement été
développée pour des transferts de méthode lors de changement de colonne (dimen-
sions, taille de particules) sur des systémes analytiques ' et ne prend pas en compte
toutes les spécificités de I'échelle préparative (notamment les différences de porosité
entre colonnes analytique et préparative).

Dans les parties qui suivent, nous détaillons les calculs des parametres obtenus par
ces regles de transfert ainsi que les libertés que nous avons prises vis-a-vis des valeurs
obtenues au regard des besoins de la chromatographie préparative.

N.B. Dans la suite du texte, les indices 1 et 2 se rapportent respectivement aux mé-
thodes originale (dans notre cas, analytique) et transférée (préparative). De plus, dans
les calculs qui suivent, nous faisons l'approximation de porosités égales pour les deux
colonnes.

xxvi. En particulier pour des transferts vers 'UHPLC, utilisant des phases stationnaires avec des dia-
métres de particules trés réduits.
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Chapitre 4. Purification des molécules colorées

3.1.1 Géomeétrie de colonne

Intéressons-nous dans un premier temps au choix de la géométrie de la colonne
(diamétre, longueur, et taille des particules) pour la méthode préparative.

Choix du diameétre Tout d’abord, nous avons choisi le diamétre de la colonne. Parmi
les possibilités de géométries disponibles pour la phase Uptisphere® Strategy™ C18-
HQ, nous avons fait le choix de transférer la méthode vers une colonne préparative de
diamétre interne de 21,2 mm. Il s'agit du seul diameétre disponible pour des colonnes
conventionnelles préparatives et des cartouches flash . Cela laisse ainsi éventuelle-
ment la possibilité de réaliser la purification a plus bas codt en utilisant des cartouches
flash.

Choix de la longueur Leslongueurs possibles de colonnes préparatives pour un dia-
metre interne de 21,2 mm sont de 50, 100, 150 et 250 mm. Il est plus facile de réaliser
un transfert en ne changeant que le diametre interne de la colonne [McDonald et Bid-
lingmeyer, 1987]. Cependant, une longueur identique a la colonne analytique (125 mm)
n'est pas disponible, nous choisissons la longueur supérieure s'en rapprochant le plus :
L =150 mm.

Choix du diamétre de particules Deux colonnes (de méme phase stationnaire de
remplissage) de méme rapport L/d, (avec L lalongueur de la colonne et d, le diametre
des particules) possédent des efficacités comparables ', La colonne analytique ayant
une longueur de 125 mm et un diameétre de particules de 5 uym, afin de conserver une
efficacité comparable a celle de la séparation a I'échelle analytique, un remplissage de
phase stationnaire avec des particules de diamétres 5 pm est donc préconisé.

Cependant, lors de premiers tests avec la phase stationnaire de d, 5 ym, nous avons
obtenu des valeurs de pression trop élevées pour travailler dans des conditions conve-
nables sur le systéme préparatif mis a disposition ™. Nous avons donc dd nous tourner
vers un diametre de particules supérieur afin de diminuer la pression : un diametre d,
de 10 pm a été choisi. Nous pouvons donc nous attendre a une perte d'efficacité lors
du passage a I'échelle préparative avec ce remplissage.

Ainsi, une colonne préparative de 150 x 21,2 mm avec un diameétre de parti-
cules de 10 pm a été choisie pour I'échelle préparative.

xxvii. Cartouche en plastique remplie de phase stationnaire, généralement a usage unique.
xxviii. D'aprés I'équation (2.6) décrite dans le Chapitre 2 reliant la hauteur de plateau réduite et I'efficacité.
xxix. Valeurs de pression obtenues trés proches de la pression limite de 50 bars du systéme.
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3. Transfert vers la chromatographie préparative

3.1.2 Détermination du volume d’injection

Le nouveau volume d'injection a ensuite été déterminé. A I'échelle préparative, il est
courant de travailler en surcharge afin d'augmenter la productivité, c'est-a-dire purifier
la quantité maximale de produit en un minimum d'injections. Il est possible de faire une
surcharge en masse (augmenter la concentration pour un volume injecté constant) ou
une surcharge en volume (augmenter le volume injecté avec des échantillons de méme
concentration) [Seidel-Morgenstern, 2020].

Le ratio masse de feuilles/volume d'eau mis en ceuvre a I'échelle analytique avait
déja été choisi de facon a maximiser la concentration de I'extrait obtenu, il ne nous
sera donc pas possible d'augmenter cette concentration**. Nous faisons ainsi le choix
de travailler en surcharge de volume et de fixer le volume d’injection a 5 mL (100 fois
le volume d'injection de I'échelle analytique).

3.1.3 Débit de la phase mobile

Il s'agit ensuite de définir le débit de la phase mobile dans la méthode préparative.
Pour un transfert purement géométrique, la vitesse linéaire réduite, v, doit étre
constante entre les deux méthodes. La vitesse linéaire réduite, v, est égale a:
u-d

v=— L (4.5)

m

avec u la vitesse lineaire de la phase mobile, d;, le diametre des particules et D, le
coefficient de diffusion du soluté dans la phase mobile. Les D, étant constants entre
les deux méthodes, il faut donc que le produit u - d, soit constant. Or, vitesse linéaire et
débit sont reliés par I'équation :

(4.6)

avec D le débit de phase mobile, d, le diamétre interne de la colonne et e la porosité de
la phase stationnaire. Ainsi, le nouveau débit est calculé tel que :

dc21 d[’l
cy %)

xxx. C'est méme en réalité l'inverse : pour les fins de la chromatographie préparative, lorsque nous
avons cherché a préparer des volumes de solution plus importants (en augmentant proportionnellement
masse de feuilles et volume d’eau), en raison du volume occupé par les feuilles nous avons di augmenter
le volume d'eau afin qu'elles soient toutes immergées (comme décrit dans la partie 2.1.1).
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Chapitre 4. Purification des molécules colorées

avec D le débit de phase mobile, d, le diametre interne de la colonne et d, le diametre
des particules.

Dans notre cas, le débit optimal calculé pour la méthode transférée est de 7,6 mL/min.
Dans ces conditions, le temps d’'une séparation serait multiplié par 2,6, et ce, sans comp-
ter le temps d’équilibration post-gradient a la fin de I'analyse.

Dans la mesure ou nous avons été amenés a réaliser de nombreuses répétitions
de cette séparation, afin d'augmenter la quantité de produits purifiés collectés en un
temps donné, nous avons fait le choix de ne pas travailler au débit proposé par le trans-
fert géométrique, mais de choisir un débit supérieur et égal a 15 mL/min permettant
des séparations plus rapides. Ce débit de 15 mL/min est du méme ordre de grandeur
que ceux rencontrés couramment pour des colonnes préparatives de diametre 21,2
mm [Schulenberg-Schell et Tei, 2015].

3.1.4 Profil du gradient

Des parameétres dans le profil du gradient, comme la pente et le temps de gradient,
doivent aussi étre adaptés lors du transfert.

Pente Le produitde lapente du gradient par le temps mort de la colonne, t,, doit étre
constant entre les deux méthodes, ainsi :

pente, = pente, - — = pente, - — - — = pente, - — - — - 1 (4.8)

to, D, V, D, a2 L,
avec D |le débit de phase mobile, ¥, le volume mort de la colonne, d. le diamétre interne
de la colonne et L la longueur de la colonne.
Dans la méthode analytique développée, la pente était de 2,5 %/min. Ainsi, la nou-
velle pente calculée pour les gradients préparatifs est approximativement de 2%/min.

Temps de gradient Les compositions initiale et finale en solvant organique (% B)

doivent rester constantes, seul le temps de gradient t,,.4, change. Avecla nouvelle pente,

gra
le nouveau temps de gradient est calculé selon :

%Bfinal — %B

pente,

initial

t (4.9)

grad, =

Pourla'D, la variation de pourcentage de MeOH est de 25 a 55 %, le nouveau temps
de gradient calculé est ainsi de 14,4 min. Pour la 2D, la variation étant de 35 a 55 %, le
nouveau temps de gradient est de 9,6 min.
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3. Transfert vers la chromatographie préparative

3.1.5 Influence du volume de délai (dwell volume)

Le changement d'échelle s'accompagne d'une modification du volume de délai, V;,
(dwell volume), propre a chaque appareil. Il est définicomme le volume entre le point de
formation du gradient (c'est-a-dire le point ou les éluants sont combinés dans le mélan-
geur de la pompe pour obtenir une proportion donnée) et |la téte de la colonne. Ainsi,
le temps de délai (dwell time), t,, représente la durée nécessaire pour que le gradient
programmé arrive a I'entrée de la colonne. Durant t, les analytes sont susceptibles de
migrer dans les conditions isocratiques de la composition initiale du gradient. Comme
le volume de délai est différent entre les deux systémes impliqués dans le transfert,
la durée pendant laquelle I'élution isocratique a lieu est différente et par conséquent,
les facteurs de rétention, les résolutions et les sélectivités de la méthode transférée
peuvent en étre modifiés. Pour éviter ces problémes, il est important que le rapport
entre le temps de délai, ty, et le temps de rétention nul, t,, soit maintenu constant lors
du transfert de méthode. Si ce n'est pas le cas, il est alors nécessaire d'ajouter, dans la
nouvelle méthode, un palier isocratique, ¢
ger et Carr, 2005], tel que

avant le début du gradient > [Schellin-

palier

I, _ ', ¥ Upatier (4.10)

fo, to,
Les volumes de délai des systemes analytique et préparatif ont été calculés dans le
Chapitre 2 (partie 2.3.3). Dans notre cas, sans modification préalable, le rapport ¢, /¢,
palier A€

2,13 min a donc été ajouté avant le début du gradient pour compenser cette différence.

n'est pas constant lors du passage au systeme préparatif. Un temps de palier ¢

xxxi. Dans la mesure ou ty et ty sont non modifiables car intrinséquement liés respectivement a I'appa-
reil et a la colonne utilisés.
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3.2 Parameétres retenus a I'échelle préparative

Ainsi, les différents parametres de la méthode de séparation préparative définis
dans les parties précédentes sont résumés ci-dessous :
+ Séparation hors-ligne bidimensionnelle sur la méme phase stationnaire

* Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ, 10 pm (géométrie de la colonne
préparative : 150 x 21,2 mm)

* Volume d'injection : 5 mL
+ Débit: 15 mL/min
* Premiére dimension :
+ Systeme d'élution : MeOH/HCOONH, 5 mM pH 8

+ Gradient: 25 % MeOH du début a 2,13 min puis 25 a 55 % MeOH en 14,4 min (pente
de 2 %/min)

« Seconde dimension :
+ Systeme d'élution : MeOH/HCOOH 0,1 % pH 3

+ Gradient: 35 % MeOH du débit a 2,13 min puis 35 a 55 % MeOH en 9,6 min (pente
de 2 %/min)

La méthode de séparation développée et transférée a ensuite été mise en ceuvre
pour la purification des composés colorés cibles X1 et X2 dans la partie qui suit.

3.3 Purification des composés colorés d'intérét

Lors de la purification des composés cibles en chromatographie préparative, il a
fallu prendre en compte la variation de composition de I'échantillon au cours du temps,
comme précédemment mentionnée dans le chapitre 3 (partie 3.3). Pour un extrait preé-
paré de 50 mL permettant environ 10 injections, les premiéres injections ont été essen-
tiellement dédiées a la collecte de X1, puis au cours des injections la proportion en X2
estdevenue plus importante et enfin, les derniéres injections ont permis exclusivement
la collecte de X2.

180



3. Transfert vers la chromatographie préparative

Pour la "D, les chromatogrammes obtenus avec le systeme préparatif sont repré-
sentés dans la Figure 4.17a. lls sont extraits a 590 nm pour la détection spécifique de X1
et X2 (en haut) et en total scan 250-800 nm pour la détection de tous les composés (en
bas). Pendant les acquisitions, cette double détection a notamment permis de choisir
les fenétres de collecte en limitant la présence de composés non désirés.
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Figure 4.17 - (a) Chromatogrammes de I'extrait aqueux obtenus dans la 'D en mode préparatif.
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ. Phase mobile : HCOONH, 5 mM pH
8/MeOH. Gradient : 25 % MeOH du début a 2,13 min, 25-55 % MeOH de 2,13 a 16,53 min et 55 % de
16,53 a 28,53 min. Détection : DAD 590 nm (en haut) et total scan 200-800 nm (en bas).
Photographies des fractions collectées aprés la 'D : (b) X1 et (c) X2.

Malgré cette précaution, comme nous pouvons le voir sur la Figure 4.17a sur le chro-
matogramme en total scan, un risque non négligeable de collecter des impuretés rési-
duelles en méme temps que X1 était présent, du fait de la proximité des pics éluant juste
avant et juste apres. Grace a la méthode bidimensionnelle développée, nous avons pu
les éliminer avec succes lors de l'injection ultérieure des fractions collectées dans la 2D.

Dansla'D, plusieurs injections consécutives ont été mises en ceuvre afin de collecter
les composés; cela a représenté 13 séparations lors de deux campagnes d'isolement.

Conformément a leurs spectres d'absorption (Figure 3.9 dans le Chapitre 3), isolés
a pH 8, les composés X1 et X2 sont, respectivement, de couleur rose (Figure 4.17b) et
bleue-violette (Figure 4.17¢). La phase mobile présente dans chaque fraction collectée
a été évaporée sous vide jusqu’a siccité.
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Chapitre 4. Purification des molécules colorées

Une fois séchées, les fractions collectées dans la 'D ont été solubilisées dans de
I'eau, avant leur injection dans la 2D. Plusieurs fractions de X1 d'une part, et de X2
d'autre part, ont été combinées entre elles afin de diminuer le nombre d'injections a
effectuer.

A titre d’exemple, les chromatogrammes obtenus pour une fraction de X1 sont pré-
sentés en Figure 4.18a.
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Figure 4.18 - (a) Chromatogrammes de X1 obtenus dans la 2D du mode préparatif.
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ. Phase mobile : HCOOH 0,1 % pH 3/MeOH.
Gradient : 35 % MeOH du débit a 2,13 min, 35-55 % MeOH de 2,13 & 11,73 min et 55 % de 11,73 a
23,73 min. Détection : DAD 490 nm (en haut) et total scan 200-800 nm (en bas).

Impuretés résiduelles : ¢ et *.
(b) Photographies des fractions collectées aprés la 2D pour X1.

Comme attendu et mentionné précédemment, nous pouvons le remarquer, dans le
chromatogramme en détection total scan correspondant de la fraction de X1 collectée
dans la 'D, la présence d'impuretés résiduelles (¢ et * respectivement a environ 4 et
6 min). La différence de sélectivité entre les deux dimensions de la méthode bidimen-
sionnelle développée a permis de les séparer aisément de X1 (t; a environ 9 min) dans
la 2D.

A pH 3, les deux composés X1 et X2 présentent une couleur orange (Figure 4.18b).
A nouveau, les composés collectés ont été séchés sous vide avant leur stockage et uti-
lisation ultérieure.

Pour conclure, nous avons cherché a évaluer la pureté des fractions de X1 et X2 ainsi
collectées.
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3. Transfert vers la chromatographie préparative

3.4 Contrdle de la pureté des composés isolés

Les composés purifiés ont été solubilisés dans de 'eau et analysés a I'échelle analy-
tique. Une phase stationnaire distincte de celle utilisée lors de la purification a été em-
ployée, comptant sur la Iégere différence de sélectivité entre ces phases pour mettre
en évidence d'éventuelle coélution. !

La Figure 4.19 met en regard les chromatogrammes obtenus en total scan pour
I'extrait aqueux brut (Figure 4.19a) et pour les composés X1 et X2 purifiés (Figure 4.19b
et ¢, respectivement).
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Figure 4.19 - Chromatogrammes de (a) I'extrait aqueux, (b) X1 purifié et (c) X2 purifié.
Phase stationnaire : puriFlash® C18-XS. Phase mobile : HCOOH 0.1 % pH 3 / MeOH.
Gradient : 5-80 % MeOH de 0 a 30 min. Détection : DAD 200-750 nm total scan.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1;@:F2; B:X2;+:F3.

Aucune impureté résiduelle n'a été détectée; cela valide ainsi la méthode de purifi-
cation développée.

Les composés X1 et X2 purifiés ont donc pu étre analysés de facon approfondie par
la suite.

xxxii. 1l aurait été évidemment souhaitable d’avoir acces a une phase stationnaire de chimie bien plus
éloignée pour bénéficier d'une plus grande différence de sélectivité.
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Chapitre 4. Purification des molécules colorées

4 Bilan du chapitre

Afin de purifier les deux composés majoritairement responsables de la coloration
de I'extrait de Justicia spicigera, X1 et X2, une méthode de purification par chromatogra-
phie préparative en phase liquide a été développée et optimisée.

Tout d'abord, a I'échelle analytique, les performances de plusieurs phases station-
naires C18 - disponibles pour la chromatographie préparative - et de plusieurs phases
mobiles (modificateur organique et conditions de pH) ont été comparées. Aucun sys-
téeme de séparation n‘ayant permis d'obtenir une résolution optimale entre les compo-
sés cibles et leurs impuretés avoisinantes, une séparation bidimensionnelle hors ligne
a été envisagée.

Entre les deux dimensions de séparation, un changement de phase stationnaire, de
phase mobile ou des deux a la fois a été considéré afin d'identifier 'option permettant
de garantir le meilleur potentiel de purification des composés d'intérét. Pour ce faire,
'orthogonalité des dimensions de séparation a été évaluée quantitativement grace a
I'approche des distances entre voisins les plus proches. Les meilleurs résultats ont été
obtenus pour les combinaisons de dimension faisant intervenir un changement de pH
de la phase mobile, ceci découlant d0 caractere ionisable des composés colorés de
I'extrait. Les gradients d'élution ont ensuite été optimisés en permettant un gain de
temps d’analyse sans compromettre la résolution.

Enfin, la méthode bidimensionnelle optimisée a été transférée a I'échelle prépara-
tive. Elle a été appliquée avec succes pour la purification des composés colorés X1 et
X2.

Nous pouvons toutefois mentionner que, de la phase de développement de la mé-
thode jusqu’a la mise en ceuvre de la purification, nous avons été confrontés a des
contraintes propres a I'échantillon et complexifiant chacune des étapes. Premiérement,
les composés a purifier étantinconnus, il n'a pas été possible d'utiliser des standards et
a chaque étape de l'optimisation, I'extrait coloré total de Justicia spicigera a dU étre in-
jecté. Par ailleurs, la composition de I'extrait étant variable dans le temps, a chaque
modification d'un parameétre dans la méthode, il a fallu préparer un nouvel extrait
frais afin que la comparaison des chromatogrammes dans les différentes conditions
se fassent a composition comparable. L'évolution de I'extrait a également impacté la
phase de purification des composés d'intérét. Il s'est révélé impossible de préparer un
grand volume d’extrait a purifier et d'enchainer simplement les différentes injections
sur le systeme préparatif; préparation d'échantillon et cycle de purification ont néces-
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4. Bilan du chapitre

sité une synchronisation en fonction de I'évolution de la composition de I'extrait pour
I'obtention successive des composés X1 et X2.

Les composés X1 et X2 ainsi purifiés ont pu étre analysés de facon approfondie dans
le Chapitre 5 par les techniques spectroscopiques (résonance magnétique nucléaire,
absorption et émission de fluorescence UV-Vis, absorption IR et diffusion Raman) ainsi
que par la spectrométrie de masse a haute-résolution en infusion directe pour d'une
part, en proposer une structure moléculaire et d'autre part, évaluer leur contribution
a la signature spectrale caractéristique ayant permis l'identification de justicia spicigera
dans le Codex Borbonicus.
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Chapitre 5

Caractérisation des molécules
purifiées

Ce chapitre décrit la caractérisation approfondie des composés colorés purifiés, X1
et X2.

Dans un premier temps, les techniques de spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN) et de spectrométrie de masse a haute-résolution en infusion directe
ont été mises en ceuvre afin de proposer une structure moléculaire pour les deux com-
pOSés.

Ensuite, les structures pressenties ont été confrontées aux résultats des spectro-
scopies électroniques et vibrationnelles afin de vérifier leur cohérence.

Pour conclure, la contribution de ces composés a la signature spectrale caractéris-
tique de l'extrait de Justicia spicigera ayant permis son identification dans les peintures
du Codex Borbonicus a été évaluée.

La comparaison des signatures spectrales des composés X1 et X2 purifiés avec celles
de l'extrait total (partie 4) et des peintures du Codex Borbonicus a fait 'objet d'une pu-
blication dans The Analyst [Arberet et al., 2021].
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1. Démarche

1 Démarche

Pour élucider la structure de composés organiques, les techniques de spectrométrie
de masse, particulierement a haute-résolution et de spectroscopie RMN du proton 'H
et du carbone 3C sont les techniques de choix. Les autres techniques spectroscopiques
électroniques et vibrationnelles ne permettent généralement pas seules de résoudre
une structure moléculaire mais s'avérent tres utiles pour confirmer ou infirmer les pro-
positions de structures en fonction de la cohérence entre les caractéristiques attendues
et obtenues. L'approche multi-techniques suivante est généralement menée.

Tout d'abord, la spectrométrie de masse a haute-résolution (HR-MS) permet d'iden-
tifier ion pseudo-moléculaire du composé [M]" ou [M+H]* (respectivement [M] ou [M-
H]') et sa masse exacte. L'exploitation de sa masse exacte, la plus précise possible et
I'application de regles heuristiques comme des restrictions sur le nombre d'éléments,
des modéles isotopiques, des rapports élémentaires hydrogéne/carbone, la régle de
I'azote, etc. permettent de réduire le nombre de propositions de formules brutes as-
sociees [Kind et Fiehn, 2007]. L'idéal étant de n'en avoir plus qu'une seule, une fois ces
régles appliquées. Les spectrométres de masse a résonance cyclotronique ionique (FT-
ICR) permettent d'avoir la meilleure résolution, avec une précision de masse inférieure
a 2 ppm [Johnson et Carlson, 2015]. En s'appuyant sur la masse exacte et la formule
brute identifiée, des recherches dans des bases de données comme SciFinder", Dictio-
nary of Natural Products, PubChem, Lotus, etc. sont alors menées afin d'identifier des
structures moléculaires candidates [Sorokina et Steinbeck, 2020].

Dans le cas ou des molécules connues correspondant a la formule brute recherchée
sont identifiées, les données caractéristiques du composé étudie, comme les ions de
fragmentation obtenus en spectrométrie de masse simple ou en tandem, les déplace-
ments chimiques et les couplages en spectroscopie RMN "H et 'C ainsi que les bandes
des spectres électroniques et vibrationnels sont exploitées afin d’évaluer si une des
propositions peut étre cohérente avec les données expérimentales enregistrées.

Si aucune molécule n'est décrite pour la formule brute recherchée, identifier des
ions fragments ou des pertes de fragments communes a d’autres molécules de I'extrait,
notamment via l'utilisation de réseaux moléculaires', peut permettre de suggérer la
présence de certains groupements fonctionnels, voire I'appartenance du composé a
une famille de molécules donnée.

i. Les réseaux moléculaires comparent un a un les spectres MS/MS de composés analysés et les
groupent en clusters selon la similarité de leur fragmentation [Aron et al., 2020,Messaili et al., 2020,Buche
etal., 2021].
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

La spectroscopie RMN est ensuite exploitée afin de tenter de relier les fragments
entre eux pour proposer une structure. Enfin, lorsque des incertitudes sur la position
de groupements ou sur la stéréochimie subsistent, la mise en ceuvre de la diffraction
des rayons X sur mono-cristal (SC-DRX, Single-crystal X-ray diffraction) permet d'obtenir
la répartition des atomes dans l'espace sans ambiguité [Gurzhiy, 2019, Perles, 2020].
Cependant, son application se révele limitée par la nécessité d'obtenir une cristallisa-
tion du composé, ce qui est un défi pour beaucoup de composés organiques [Cardenal
et Ramadhar, 2021].

|déalement, pouvoir se procurer un standard de la molécule pressentie, réaliser I'en-
semble des analyses avec cette référence et comparer les données obtenues pour les
deux composés, inconnu et référence, atteste de la validité de l'identification molécu-
laire réalisée.

2 Elucidation structurale

La démarche décrite ci-dessus a été mise en application pour I'élucidation struc-
turale des composés X1 et X2. Cette premiere partie est centrée autour des données
extraites des analyses en spectrométrie de masse a haute résolution et en spectrosco-
pie RMN "H et '*C mono et bidimensionnelle.

Nous commencons par traiter le cas du composé X2, présentant une masse infé-
rieure a celle de X1. Ayant précédemment observé une évolution de la composition
moléculaire de l'extrait de Justicia spicigera au cours du temps, et particulierement la
diminution de la concentration du composé X1 au profit du composé X2 (Chapitre 3,
partie 3.3), nous avons fait 'nypothése que les composés X1 et X2 puissent étre de
structures proches. Ainsi, résoudre en premier lieu la structure du plus léger peut nous
donner des éléments sur la structure du plus lourd.

2.1 Composé X2

2.1.1 Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse a haute résolution (HR-MS) a permis d'obtenir la masse
exacte de l'ion pseudo-moléculaire de X2.

Enionisation positive, I'ion [M+H]" a été détecté a m/z 259,072 correspondant a une
formule brute C,3H,,N,O,* (erreur de 1,7 ppm) . En ionisation négative, l'ion [M-H] a

ii. Seule proposition avec un nombre d'électrons pairs et dont la tolérance est inférieure a 5 ppm.
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2. Elucidation structurale

été détecté a m/z 257,056 correspondant a une formule brute C,5HgN,O, (erreur de
3,7 ppm)'". La formule brute suggérée pour le composé X2 est ainsi C,3H;oN,0,.

La fragmentation MS-MS a haute-résolution de l'ion pseudo-moléculaire de X2 a
permis d'obtenir la masse exacte et les formules brutes de ses ions fragments . En
ionisation positive, les fragments ont été détectés a m/z 244,048 pour C,,HgN,O," " (er-
reur 1,7 ppm), 216,053 pour C,,HgN,O5"* (erreur 2,1 ppm) et 188,058 pour C,,HgN,0,**
(erreur 1,8 ppm) (Figure 5.1). En ionisation négative, un seul fragment a été observé a
m/z 242,032 pour C;,HN,O,"* (erreur 4,0 ppm).

Lesions de fragmentation de X2 mettent ainsi en évidence la perte d'un radical CH5""
suivie de pertes successives de deux CO.

Abondance relative

4x10° 7 C, H.NO;
244.0483
ot - 27.995
x -co
C.iHN,O -15.024
ox10° 216.0534 -HCH;
- 27.995
-CO
6 _| o +
1x10 C10H8N202 C13H11NZO4
188.0584 259.0719
0 L N 1 | || ‘ ‘.
T T T T T T T 1
100 150 200 250 300
m/z

Figure 5.1 - Spectre HR-MS-MS-ESI* du composé X2. CID 15V.

Une recherche dans les bases de données a ensuite été effectuée afin de voir si la
formule brute C,5H,,N,O, suggérée pour le composé X2 correspondait a des molécules
dont les structures étaient déja décrites.

Cette recherche a été limitée aux produits naturels. Certaines bases de données
sont dédiées a ces produits (comme Dictionary of Natural Products, DNP), d'autres pro-
posent des filtres pour sélectionner les résultats appartenant aux produits naturels
(filtre « Natural Product Occurence » sur SciFinder").

iii. |dem.

iv. Seules propositions dont la tolérance était inférieure a 5 ppm.

v. D'apres la even-electron rule, la perte de radical n'est généralement pas observée a partir d'un ion
non radicalaire pour des ionisations douces comme I'ESI. On note certains rares cas de violation de
cette regle pour des polyphénols comme des flavonoides, des anthraquinones et des terpénoides pour
lesquels des pertes de radical méthyle ont été reportées [Demarque et al., 2016].
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

La recherche de la formule brute C,5H,,N,O, parmi les produits naturels sur les
bases de données DNP et SciFinder" ont donné six propositions de composés, dont les
structures sont présentées dans la Figure 5.2.

(0] NH; @)
H N\
0 N N=—
HoN
HO
(0] (0]
(0]
(a) Sarubicine B (b) Acide 2-phénylamino-5-nitrobenzoique
N
. |
0 N o
H
@]
\
(c) 2,3-Dihydro-2,3-dioxoaaptamine (d) Aaptanone
OH
H
——N N
HO N NH,
\ / ’ h
(0]
OH o 0 0
(e) 4-[[(3-Hydroxy-2-pyridinyl)carbonyllamino]benzoic acid (f) Périsbivalvine B

Figure 5.2 - Produits naturels de formule brute C;3H,(N,0, issus des recherches dans les bases
de données.

Le rapide passage en revue des propriétés de ces molécules permet de mettre en
évidence que seule I'une d'entre elles peut étre responsable d’'une coloration violette
comme l'extrait de Justicia spicigera"'. Les autres formules proposées n‘ont donc pas été
exploitées .

Il s'agit de la périsbivalvine B (Figure 5.2f), une molécule de la famille des phénoxa-
zones extraite d'une plante de la famille des Acanthacées, Peristrophe bivalvis ‘', utilisée

vi. La sarubicine B (Figure 5.2a) et la 2,3-dihydro-2,3-dioxoaaptamine (Figure 5.2c) présentent par
exemple des colorations jaunes [Eckardt et al., 1982, Shubina et al., 2010].
vii. Par ailleurs, les données en RMN attendues pour ces formules n'étaient pas en adéquation avec
celles obtenus expérimentalement et qui sont sont détaillées dans la partie suivante.
viii. ou Ld Cam, pour l'appellation vernaculaire en vietnamien). Synonymes botaniques dans 'Annexe
L, Tableau L.1, on notera particulierement I'existence de plusieurs d’entre eux intégrant Justicia.
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2. Elucidation structurale

au Vietnam ™ pour la coloration alimentaire de plats traditionnels en rouge-violet [Thuy
etal., 2012c].

Cette structure est d'autant plus intéressante que nous avions précédemment fait
au Chapitre 3 (partie 2.1) le rapprochement entre les propriétés en absorption et fluo-
rescence UV-Vis du colorant de Justicia spicigera et de I'orseille, dont la composition est
un mélange de molécules de la famille des phénoxazones (hydroxy-orcéines et amino-
orcéines notamment).

Les fragments observés en spectrométrie de masse pour le composé X2 sont en
adéquation avec la fragmentation observée pour d'autres phénoxazones. En effet, dans
le spectre ESI*-MS? de la 3H-phénoxazin-3-one [M+H]" m/z 198 (Figure 5.3a), [Suther-
land et al., 2001] ont identifié les ions fragments 170 (198-28) et 142 (170-28) correspon-
dant a la perte de deux CO. D'autres auteurs, [Qin et al., 1999] et [Thuy et al., 2012a],
ont reporté également une perte successive de deux CO a la suite d'une perte de CH;
dans la fragmentation de la péristrophine dans des spectres EI-MS (Figure 5.3b).

9 1 9 1
N (@] N NH
SOi m g H ﬁ |
7 5a N 4a 3 0 \O 7 5a N\ 4a I
6 4 6 4
(a) 3H-phénoxazin-3-one (b) Péristrophine :
2-amino-7,8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one

Figure 5.3 - Structures de phénoxazones, accompagnées de la numérotation courante des
atomes pour cette famille.

Afin d'évaluer cette piste de la périsbivalvine B, un extrait de Peristrophe bivalvis a été
analysé par HPLC-DAD-MS et -MS-MS. Son analyse a mis en évidence que le composé
X2 présentait la méme rétention, le méme spectre d’'absorption et le méme spectre de
MS et MS-MS que le composé identifié comme la périsbivalvine B par [Thuy et al., 2012c]
(Annexe L, Figures L.2 et L.4)*.

Des analyses en RMN ont ensuite été menées pour valider 'nypothese de la formule
de la périsbivalvine B comme structure du composé X2.

ix. Distribution géographique dans la Figure L.1
x. Par ailleurs, le composé X1y a également été détecté alors qu'il n'avait été jusqu’a présent jamais
reporté dans cette espéce

193



Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

2.1.2 RMN

Les expériences de RMN ont été menées dans deux solvants permettant 'obtention
de données complémentaires : CD;0D et le DMSO-d;.

Les spectres RMN 1D "H et 2D de corrélations 'H-"H (COSY et NOESY) et corrélations
TH-13C (HSQC et HMBC) ont été exploités.

Les spectres RMN "H permettent d'identifier dans le CD;0D les signaux de 7 protons
(Annexe M, Figure M.1) et dans le DMSO-d;, ceux de 9 protons (Annexe M, Figure M.5).
Cela est cohérent avec la structure de la périsbivalvine B (Figure 5.4) ou les 3 protons
labiles des groupements hydroxyle OH et amine NH, ne seraient pas détectés dans
le CD;0D et ou seuls les protons de 'amine seraient visibles dans le DMSO-d,. L'ab-
sence du signal associé au groupement OH peut s'expliquer par la déprotonation de la
molécule dans les conditions d'analyse.

Parmi ces protons, 4 sont détectés dans la zone des protons aromatiques (6, a 6,00
6,02 6,40 et 6,66 ppm dans DMSO-d;); leurs signaux sont des singulets. L'absence de
couplage entre ces protons est cohérente avec une structure de type phénoxazone
avec des substituants en C-2/C-3 et C-7/C-8. Les protons aromatiques se retrouvant
alors en position para, aucun couplage n'est observé. Trois protons équivalents sont
détectés pour un é,, de 3,69 ppm correspondant au groupement méthoxy. Deux pro-
tons équivalents a 6, 5,21 ppm visibles uniquement sur les spectres dans le DMSO-d,
sont attribués aux deux hydrogénes du groupement amine. Ils donnent un pic large,
témoignant de leur labilité (Annexe M, Figure M.5).

9 1
HO N NH,
8 9a 10a 2
\
\O: 7 :: 5a :O: 4a . 3 ;O
6 4
Figure 5.4 - Structure de la périsbivalvine B
(2-amino-8-hydroxy-7-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one)

Les déplacements chimiques des carbones sont obtenus grace a I'exploitation des
spectres 2D "H-'3C HSQC (Annexe M, Figures M.2 dans le CD;0D et M.6 dans le DMSO-
de) et HMBC (Annexe M, Figures M.3 dans le CD;0D et M.7 dans le DMSO-dg). 13 si-
gnaux sont observés correspondant au 13 carbones de la molécule. Dix ont des dépla-
cements chimiques compris entre environ 100 et 150 ppm, correspondant a la zone
des carbones aromatiques, deux signaux sont identifiés aux alentours de 170 ppm et
un signal a 55,0 ppm, correspondant a un méthyle déblindé, le méthoxy.
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5.21 (2H)

55.0
3.69 (3H)

6.66

6.02

Figure 5.5 - Attribution des déplacements chimiques 'H et '3C enregistrés dans le DMSO-dg pour
le composé X2 sur la structure de la périsbivalvine B.

Tableau 5.1 - Données RMN "H et '3C enregistrées pour le composé X2 et attribuées a la formule
de la périsbivalvine B.
* pour des corrélations de faible intensité.

5'"H DMSO- | 5'3C DMSO- | 5'H CD,0D | 5'3C CD,0D
HMBC "H-'3C (8 Hz) COSY "H-H
ds (ppm) | dg (ppm) (ppm) (ppm)
1 6,40 s 102,0 6,63 s 102,8 C-3, C-4a, C-10a" NH,
2 - 131,6 138,8
3 - 174,0 178,0
4 6,02 s 99,6 6,41s 102,5 C-2, C-4a*, C-10a
43 - 146,3 149,7
5a - 126,6 129,2
6 6,66 s 106,1 6,99 s 107,1 C-5a%, C-7%,C-8, C9-a 7-OCH,
- 152,6 153,0
- 170,9 166,2
9 6,00 s 100,8 6,62 s 103,0 C-5a, C-7, C-9a"
9%a - 145,2 144,5
10a - 142,6 145,9
7-OCH, | 3,69(3H) | 55,0 391 (3H) | 56,3 c-7 H-6
2-NH, |521(@2H) |- C-1,C-3 H-1

Les corrélations "H-"3C a courte portée (HSQC) permettent d'attribuer les déplace-
ments chimiques des carbones portant des hydrogenes : le carbone du méthoxy et
les carbones portant les 4 protons aromatiques (respectivement 3,69-55,0; 6,00-100,8;
6,02-99,6; 6,40-102,0 et 6,66-106,1 ppm) (Annexe M, Figure M.6).

Les corrélations "H-"3C a longue portée (HBMC) permettent d’identifier les déplace-
ments chimiques des carbones se trouvant dans le méme cycle aromatique. Les car-
bones avec les déplacements 6. de 99,6 102,0 131,6 142,6 146,3 et 174,0 ppm sont dans
le méme cycle, dit cycle A; ceux avec des 6. de 100,8 106,1 126,6 145,2 152,6 et 170,9
ppm sont dans l'autre cycle aromatique, dit cycle C (Annexe M, Figure M.7).
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

La corrélation HMBC entre les protons du méthoxy et le carbone aromatique de
6¢ 152,6 ppm montre la présence du méthoxy dans le cycle C et permet d'identifier le
déplacement chimique du carbone le portant. Les corrélations HMBC entre les protons
du groupe amine et les carbones a 6. 102,0 et 174,0 ppm indiquent sa présence dans
le cycle A (Figure 5.6a).

Les corrélations "H-"H (NOESY, dans I'espace et COSY, via les liaisons) entre les pro-
tons du méthoxy et le proton a 6, 6,66 ppm permettent d'identifier leurs positions re-
latives dans le cycle C. De méme, les corrélations NOESY entre les protons de 'amine et
le proton a 6, 6,40 ppm démontrent leur position relative dans le cycle A (Figure 5.6b).

NOESY
H
HO NH,
(o] o]
COSY/NOESY H H
(a) Corrélations "H-3C HMBC. (b) Corrélations "H-"H : NOESY et COSY.

Les fleches en pointillés représentent des corrélations de
plus faible intensité.

Figure 5.6 - Représentations des corrélations enregistrées pour le composé X2 dans le DMSO-dg
sur la structure de la péribisvalvine B.

Certaines taches de corrélations HMBC ont des intensités plus faibles que d'autres
(Figure 5.6a). Dans les aromatiques, les corrélations 3] sont favorisées par rapport aux
2) [Plesner et al., 2015]. Les interactions les plus faibles sont donc attribuées a des cor-
rélations ?J et il est ainsi possible d'attribuer les déplacements chimiques des différents
carbones dans les deux cycles aromatiques.

L'attribution finale des signaux enregistrés sur la structure de la périsbivalvine B est
présentée en Figure 5.5 et dans le Tableau 5.1. En ne s'appuyant que sur des corré-
lations expérimentales, nous ne pouvons pas trancher pour l'attribution des déplace-
ments chimiques des carbones C-2 et C-10a (en gris, sur la Figure 5.5). La proposition
faite ici s'appuie sur des propositions faites dans la littérature pour des spectres RMN
obtenus sur d'autres phénoxazin-3-ones. Une interversion de l'attribution de ces deux
carbones serait également cohérente avec les corrélations expérimentales obtenues.

Dans cette proposition d’attribution des déplacements chimiques enregistrés pour
le composé X2 sur la structure de la périsbivalvine B, les déplacements chimiques 6.
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des carbones C-5a et C-9a sont respectivement a 126,6 et 145,2 ppm et ceux des car-
bones C-6 et C-9 a 106,1 et 100,8 ppm (en rouge, sur la Figure 5.5). Cela semble aller a
I'encontre de plusieurs attributions publiées pour divers dérivés de phénoxazin-3-ones
dans le DMSO-dq.

En effet, pour la 2-amino-phénoxazin-3-one [Maskey et al., 2003, Dey et Mukher-
jee, 2015, Umetsu et al., 2019], la péristrophine [Thuy et al., 2012a], la vénézuéline E
[Ren et al., 2013], la chandrananimycine D [Bezerra-Gomes et al., 2010] ou la maroxazi-
none [Abdelfattah, 2013] un déplacement chimique supérieur est attendu pour le car-
bone C-5a, voisin de I'oxygene par rapport au carbone C-9a, voisin de I'azote. Dans ces
exemples, le déplacement chimique du carbone C-9 est supérieur a celui du C-6 et ce,
quels que soient les substituants du cycle C en positions C-7 et C-8.

D’apres les corrélations expérimentales que nous avons enregistrées dans le cycle
C, nous sommes pourtant assez confiants des attributions faites. En revanche, nous
émettons un doute sur la validité de la structure proposée par [Thuy et al., 2012c] et
[Pérez-Vasquez et al., 2022] pour la périsbivalvine B>, qui pourrait étre a l'origine de
I'incohérence soulevée quant aux attributions des carbones C-5a, C-6, C-9 et C-9a.

En effet, eninversant simplement la position des groupements méthoxy et hydroxyle
sur le cycle C (correspondant a un isomere de constitution de la périsbivalvine B, la 2-
amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one), nous retrouvons des déplacements
chimiques pour les carbones C-5a, C-6, C-9 et C-9a cohérents avec ceux de la littérature
(Tableau 5.2 et Figure 5.7).

5.21 (2H)

55.0
3.69 (3H)

Figure 5.7 - Attribution des déplacements chimiques 'H et '3C enregistrés dans le DMSO-dg pour
le composé X2 sur la structure de la 2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one.

xi. Détails en Annexe N.
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

Tableau 5.2 - Données RMN "H et '3C enregistrées pour le composé X2 et attribuées a la formule

de la 2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one.
* pour des corrélations de faible intensité.

5"H DMSO- | 5'3C DMSO- | 6'H CD,0D | 6'*C CD;0D w13 w1
d.ppm) | d,opm) | (ppm) (ppm) HMBC 'H-3C(8Hz) | COSY 'H-'H
1 6,40 102,0 6,635 102,8 C-3, C-4a, C-10a" NH,
2 1316 - 138,8
3 : 174,0 - 178,0
4 6,02 99,6 6,415 102,5 C-2, C-4a", C-10a
4a : 146,3 - 149,7
5a : 145, - 144,5
6,005 100,8 6,62 103,0 C-5a", C-8, C9-a
170,9 - 166,2
152,6 - 153,0
6,66s 106,1 6,995 107,1 C-5a,C-7,C-8",C-9a° | 8-OCH,
9a : 126,6 - 129,2
10a 142,6 - 145,9
8-0CH; | 369(3H) | 550 391(3H) | 563 C-8 H-9
2NH, [5212H) |- - - C-1,C-3 H-1

L'ensemble des corrélations (HMBC, COSY et NOESY) obtenues expérimentalement
sont cohérentes également avec cette proposition de structure (Figures 5.8a et 5.8b).

NOESY
H H
COSY/NOESY
0 NH,
HO o
Ha H H

(a) Corrélations "H-3C HMBC. Les fleches en pointillés
représentent des corrélations de plus faible intensité.

(b) Corrélations "H-"H : NOESY et COSY

Figure 5.8 - Représentations des corrélations enregistrées pour le composé X2 dans le DMSO-d,
sur la structure de la 2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one.

Afin de confirmer la position relative des groupements méthoxy et hydroxyle, et
valider la structure de la 2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one pour le
composé X2, il serait nécessaire de cristalliser le produit afin de réaliser de la diffraction
des rayons X sur mono-cristal (SC-DRX). La répartition des atomes dans I'espace pour-
rait étre obtenue, permettant de résoudre sans ambiguité la structure du composé X2.
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2. Elucidation structurale

Les difficultés rencontrées pour cristalliser le produit ne nous ont cependant mal-
heureusement pas permis de réaliser ces expériences, a ce jour.

Aprés avoir élucidé la structure du composé X2, la partie suivante est dédiée a I'élu-
cidation structurale du composé X1.

2.2 Composé X1

2.2.1 Spectrométrie de masse

Comme pour le composé X2, la HR-MS a permis I'obtention de la masse exacte de
I'lon pseudo-moléculaire et sa formule brute. En ionisation positive, I'ion [M+H]* a été
détecté a m/z 404,109 correspondant a une formule brute C,gH,gN;Og * (erreur 1,2
ppm)*'. En ionisation négative, I'ion [M-H] a été détecté a m/z 402,093 correspondant
a une formule brute C,gH,(N;O; ~ (erreur 2,6 ppm)*". La formule brute proposée pour
le composé X1 est donc C,gH,;N;Oq.

Cette formule brute n’est pas reportée parmi les produits naturels dans les bases
de données.

La fragmentation MS-MS a haute-résolution de l'ion pseudo-moléculaire de X1 a
permis d'obtenir la masse exacte et la formule brute de ses fragments*". En ionisation
positive, les ions fragments ont été détectés a m/z 386,099 pour C,gH,;N;0," et 259,072
pour C,5H,,N,0O," (Figure 5.9). En ionisation négative, les fragments m/z ont été détec-
tés a m/z 384,082 pour C,gH,,N5;0, (erreur 3,2 ppm), m/z 340,093 pour C,,H,,N50:
(erreur 3,9 ppm) et m/z 257,056 pour C,5HgN,O, (erreur 3,5 ppm) (spectre non pré-
senté).

Les fragments observés correspondent ainsi a des pertes successives d'H,0O, de
CO, ™ puis d'un fragment C,H;NO. Suite a ces pertes, le fragment obtenu a la méme
formule brute que l'ion pseudo-moléculaire [M+H]" du composé X2 : C,5H,,N,0,". Cela
suggere que le composé X1 corresponde a un dérivé du composé X2, avec la présence
d’'un ou plusieurs groupements additionnels.

xii. Seule proposition avec un nombre d'électrons pairs et dont la tolérance est inférieure a 5 ppm.
xiii. Idem.

xiv. Seules propositions dont la tolérance était inférieure a 5 ppm.

xv. Uniquement en ionisation négative.

<
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

C,H,,N,O;

Abondance relative 1851183 0g
1 404.1091
1,4x10°
| -H,0
1,2x10° 1 -18.010
6| N C..H, N.O}
1,0x10 C13H11N204 18" 16’ '37
1 386.0987
8.0x10° - 259.0719
6,0x10° -127.027
| - C,H,NO,
4,0x10°
2,0x10°
00 ] T T §
’ T T T T T T T 1
100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

Figure 5.9 - Spectre HR-MS-MS-ESI* de X1. CID 2V.

Pour vérifier cette hypotheése, nous avons cherché a refragmenter l'ion fragment de
m/z 259 pour voir si les fragments correspondent a ceux de X2. Le spectre de fragmen-
tation obtenu est comparé a celui de X2 dans la Figure 5.10.

216
©
E .
9 -28 - CH,*
o -
£ 214 1
o
e ‘ 259
N Y | A e
g l A 4 1 ]
&b 216
g -co
[J] -—
e 28
© - 244
T - CHy®
o D E—
o) -
2 15
259
L Py Y j. - " A \ A
100 120 140 160 180 200 220 240 260
m/z

Figure 5.10 - Spectres LR-MS-MS-ESI* suite a la fragmentation de I'ion m/z 259
des composés X1 (a) et de X2 (b).
Infusion directe. Energie de collision (CE) 30 eV.

Les fragments obtenus correspondent également a la perte de CH;*, suivie de la
perte d'un CO, comme ce qui est observé pour X2. On peut donc raisonnablement sup-
poser que le composé X1 posséde le méme coeur phénoxazin-3-one que le composé

X2. La parenté de ces deux composés est ainsi confirmée.
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2. Elucidation structurale

2.2.2 RMN

Comme pour le composé X2, les expériences de RMN ont été menées dans deux
solvants permettant 'obtention de données complémentaires : CD;0D et le DMSO-d,.

Les spectres RMN 1D "H et 2D de corrélations 'H-"H (COSY et ROESY) et de corréla-
tions "H-"3C (HSQC et HMBC) ont été exploités.

Le spectre RMN "H du composé X1 a permis d'identifier les signaux de 12 protons
dans le DMSO-d, (Annexe M, Figure M.10). Comme dans X2, 4 singulets ont été détectés
dans la zone des protons aromatiques (6,, a 6,17; 6,22; 6,76 et 8,29 ppm) et un signal a
6y 3,75 ppm intégrant pour 3 protons, correspondant au méthoxy. Un signal a 9,95 ppm
est détecté uniquement dans le DMSO-d,. Les signaux de 4 protons supplémentaires
dansla zone des protons aliphatiques ont été détectés (6,, 1,78; 2,24; 3,52 et 4,19 ppm).

Le nombre identique de protons aromatiques entre X2 et X1 indique que le ou les
groupements supplémentaires ne correspondent pas a des substitutions des cycles
aromatiques du coeur phénoxazin-3-one mais a des accrochages par le groupement
hydroxyle et/ou amine. Le signal de proton labile de 'amine détecté a 6, 9,95 ppm n'in-
tégrant plus que pour un proton et son déplacement chimique de 9,95 ppm contre 6,
5,21 ppm pour le NH, dans X2 suggérent 'accrochage du groupement supplémentaire
par la formation d'un amide via I'azote porté par le C-2.

Les signaux de 18 carbones ont été détectés; dix d'entre eux ont des déplacements
chimiques dans la zone des carbones aromatiques entre 100-150 ppm, quatre ont des
déplacements autour de 170 ppm et quatre sont détectés dans la zone des carbones
aliphatiques (Annexe M, Figure M.11).

6.76

NH,

1.78-2.24

35.4
.

6.17 6.22

Figure 5.11 - Attribution des déplacements chimiques 'H et '3C enregistrés dans le DMSO-d,
pour le composé X1.
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

Tableau 5.3 - Données RMN 'H et '3C enregistrées pour le composé X1.

* pour des corrélations de faible intensité.

5'H DMSO- | 5'3C DMSO-
HMBC "H-"3C (8 Hz) COSY 'H-'H ROESY 'H-'H
d; (ppm) | d, (pPM)
1 8,29 s 113,8 C-3, C-4a, C-10a" H-9, 2-NH, H-4', H-3'
2 - 127,8
3 - 170,4
4 6,22's 100,1 C-2%, C-4a", C-10a 2-NH
4a - 146,3
5a - 146,7
6 6,17 s 102,2 C-5a", C8, C-9a
7 - 172,7
- 153,2
6,76 s 106,7 C-5a, C-7,C-8%, C-9a" 8-OCH, H-1, 8-OCH,
9a - 131,8
10a - 130,7
2-NH 9,95 - C-1,C3,CY H-1, H-4, H-4', H-3’
8-OCH; | 3,75 (3H) 55,3 C-8 H-9
5 - 171,8
4 4,19 71,2 C-5, C3,C2 H-3'a, H-3'b H-1, 2-NH, H-3'a, H-3'b
3 .78 354 c-4, C-2, C-1 H-4', H-2' H-1, 2-NH, H-4', H-2'
2,24b
2 3,52 53,0 C-4, C3, C1 H-3'a, H-3'b H-4', H-3'a, H-3'b
1 - 170,6

Les corrélations "H-"3C a courte portée (HSQC) permettent d'associer les déplace-
ments chimiques des hydrogénes et des carbones les portant (pour les protons aro-
matiques : 6,17-102,2; 6,22-100,1; 6,76-106,7 et 8,29-113,8 ppm; pour les protons ali-
phatiques : CH, 1,78 et 2,24-35,4; CH 3,52-53,0; CH; 3,75-55,3 et CH 4,19-71,2 ppm)
(Annexe M, Figure M.12).

Les corrélations "H-"3C a longue portée (HBMC) permettent d'identifier les déplace-
ments chimiques des carbones aromatiques se trouvant dans les mémes cycles. Les
carbones avec les déplacements 6. 102,2 106,7 131,8 146,7 153,2 et 172,7 ppm sont
dans le méme cycle aromatique, dit cycle C; ceux avec des 6. de 100,1 113,8 127,8
130,7 146,3 et 170,4 ppm sont dans l'autre cycle aromatique, dit A (Annexe M, Figures
M.13 et M.14).

La corrélation HMBC entre les protons du méthoxy et le carbone aromatique de
6¢ 153,2 ppm montre la présence du méthoxy sur le cycle C et permet d'identifier le
carbone portant ce groupement (Figure 5.12a).
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2. Elucidation structurale

(a) Corrélations "H-'3C HMBC.
Les fleches en pointillés représentent des corrélations de plus faible intensité.

(b) Corrélations "H-TH : ROESY et COSY.
Les corrélations observées en COSY le sont aussi en ROESY, mais sont omises sur cette représentation pour ne pas la
surcharger le schéma.

Figure 5.12 - Représentations des corrélations enregistrées pour le composé X1 dans le DMSO-d;.

Les corrélations HMBC entre le proton du groupe amine et les carbones a 6. 113,8
et 170,4 ppm indiquent sa présence sur le cycle A et la corrélation supplémentaire avec
le carbone a 6. 171,8 ppm confirme la présence d'une fonction amide pour relier la
chaine supplémentaire au cceur phénoxazin-3-one (Figure 5.12a). Le fragment ajouté
de formule brute C;H,NO, pourrait ainsi correspondre a un dérivé acylé dont l'acide
carboxylique a réagi avec 'amine primaire de X2 pour donner un amide. Les différents
isomeéres d'acide hydroxyglutamique (Figure 5.13) ont notamment une formule brute
qui coincide avec celle du fragment ainsi que des éléments cohérents avec les signaux
RMN détectés (2 CH et 1 CH, dans la zone des carbones aliphatiques et 2 carbonyles).
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

0] @)
NH; NH,
HO HO
OH
HO
HO O HO 0
(a) Acide 3-hydroxyglutamique (b) Acide 4-hydroxyglutamique

Figure 5.13 - Acides hydroxyglutamiques

Les corrélations HMBC et COSY permettent d'identifier 'enchainement des carbones
sur la chaine carbonée. La corrélation HMBC H-4'/C-5" montre que le carbone C-4’ est
voisin du carbonyle C-5'; les corrélations COSY entre les protons H-4'/H-3' et H-3'/H-
2" justifient I'enchainement des carbones C-4', C-3' et C-2. Enfin, la corrélation HMBC
H-2'/C-1" permet d'identifier la terminaison de la chaine avec le groupement COOH.
Compte tenu des déplacements chimiques élevés (6. 71,2 et 53,0 ppm) pour les car-
bones C-4' et C-2' respectivement, le groupement hydroxyle est substitué sur le car-
bone le plus déblindé C-4' et 'amine primaire NH, sur le carbone C-2'. C'est ainsi un
dérivé acylé de I'acide 4-hydroxyglutamique (Figure 5.13b) qui est substitué sur le cceur
2-amino-phénoxazin-3-one.

La corrélation ROESY entre les protons a 6, 8,29 ppm (H-1) et 6,76 ppm (du cycle
C) permet de justifier la position C-9 de ce dernier proton. La corrélation COSY entre le
proton H-9 et les protons du méthoxy permet de démontrer la position du méthoxy en
C-8 (Figure 5.12b).

Comme pour le composé X2, les corrélations HMBC correspondant aux taches les
plus faibles sont attribuées a des corrélations 2J. Elles permettent d'attribuer les dépla-
cements chimiques des différents carbones dans les deux cycles aromatiques (Figures
5.12a).

La structure ainsi décrite correspond a la 2-N-(4-hydroxy-y-glutamyl)-7-hydroxy-8-
méthoxy-3H-phénoxazin-3-one . L'attribution des signaux enregistrés est présentée
dans la Figure 5.11 et le Tableau 5.3. Les corrélations expérimentales ne permettent
pas de résoudre l'attribution des carbones aux déplacements 6. 127,8 130,7 et 146,3
ppm dans le cycle A (en gris sur la Figure 5.11).

xvi. Le groupement y-glutamyl correspond au dérivé acylé en position 5 de I'acide glutamique.
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2. Elucidation structurale

Comme dans le cas du composé X2, la cristallisation du composé X1 pourrait per-
mettre de réaliser de la SC-DRX pour confirmer la structure proposée et également de
résoudre la stéréochimie des carbones C-2' et C-4'. Cependant, nous n'avons pas pu réa-
liser ces expériences a ce jour, car nous n‘avons pas trouvé les conditions permettant
de cristalliser le composé.

2.3 Bilan intermédiaire : structure des molécules isolées

Ainsi, les structures que nous proposons pour les composés X1 et X2 sont présen-
tées dans la Figure 5.14.

OH NH,
H
(o] N N OH o N NH
~ A M - AN 2
(o} o
HO O (o} HO [0} o
(a) Structure du composé X1: (b) Structure du composé X2 :
2-N-(4-hydroxy-y-glutamyl)-7-hydroxy-8-méthoxy-3H- 2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one.

phénoxazin-3-one.

Figure 5.14 - Structures des composés X1 et X2 purifiés

A lissue des analyses en spectrométrie de masse et RMN, un doute persiste toute-
fois quant a la position relative des groupements OH et OCH; sur le cceur phénoxazin-
3-one pour le composé X2*'. Seule la DRX pourrait permettre de trancher sans ambi-
guite.

Compte tenu de I'évolution de la composition de I'extrait de Justicia spicigera men-
tionnée précédemment dans le Chapitre 3 (partie 3) ou I'on a pu constater que l'aug-
mentation de la quantité de X2 était liée a la diminution de celle de X1, nous avons fait
I'hypothese de la proximité structurale de ces deux composés. Ainsi, il nous a paru plus
probable que la position relative des substituants OH et OCH; sur le cycle C du coeur
phénoxazin-3-one soit identique pour ces deux cOmposés.

Dans le cas des formules proposées, la disparition du composé X1 dans la compo-
sition de I'extrait de Justicia spicigera au profit du composé X2 s'expliquerait par une
hydrolyse de la liaison amide, probablement catalysée par des enzymes pouvant étre
présentes dans l'extrait.

xvii. Contrairement au composé X1 pour lequel des corrélations supplémentaires avec les atomes du

groupement y-glutamyl observées en ROESY, nous ont permis de proposer une structure moléculaire
avec des substitutions en C-7 et C-8 respectivement pour I'hydroxy et le méthoxy, sans trop de doutes
possibles.
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

Dans la partie suivante, nous allons évaluer la cohérence des formules structurales
proposées pour les composés X1 et X2 grace a I'analyse des données obtenues pour les
deux composés par les techniques de spectroscopies électroniques et vibrationnelles.
Les données recueillies permettront par ailleurs de constituer '« identité spectrale » de
ces composes, utile a des fins d'identifications ultérieures par la communauté.

3 Synthése des caractéristiques spectrales des compo-
sés X1 et X2 purifiés

Les caractéristiques obtenues pour les composés X1 et X2 par les spectroscopies
électroniques et vibrationnelles sont détaillées dans cette partie.

3.1 Absorption et émission de fluorescence UV-Vis

Nous avons pu mettre en évidence précédemment la variation des spectres d'ab-
sorption des composés X1 et X2 sous linfluence du pH (Chapitre 3, Figure 3.9). Les
spectres ayant été obtenus lors des expériences en HPLC-DAD, nous étions limités aux
valeurs de pH des phases mobiles testées. Ainsi, des gammes de pH ont été réalisées
afin d’'obtenir leurs spectres électroniques sur une large plage de valeurs.

Les gammes obtenues pour les composés X1 et X2 sont montrées dans la Figure
5.15.

‘ m&?_l
....llllll‘ﬁsi'lmli;%ﬁi

EE E:m EcE
10.00mm

(b) X2

Figure 5.15 - Gamme de pH pour les composés X1 et X2.

Les deux composés présentent une couleur orangée dans des conditions acides.
Le composé X1 vire au rouge pour des pH aux alentours de 5 puis au rose vif pour
des pH supérieurs a 7. Le composé X2 a quant a lui une coloration bleue pour des pH
supérieurs a 6.
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3. Synthése des caractéristiques spectrales des composés X1 et X2 purifiés

3.1.1 Absorption UV-Vis

Les spectres d'absorption des composés X1 et X2 ont été enregistrés pour les diffé-
rentes valeurs de pH de ces gammes (Figures 5.16a et 5.16b).

1.6

pH 3.40
pH 4.02
pH 4.92
pH 5.36

1.4

1.2

pH 7.09
pH 8.06
pH9.18

Absorbance
o
(o]

200 300 400 500 600 700 800
Longueurd'onde (nm)

(a) Composé X1

14 298 nm 492 nm 598 nm

pH 4.44
pH 4.96
pH 5.95
pH 6.10

1.2 4

pH 8.12
pH 9.73

Absorbance
o
[o:]

0.2

200 300 400 500 600 700 800
Longueurd'onde (nm)

(b) Composé X2

Figure 5.16 - Spectres d'absorption UV-Vis des composés X1 et X2 a différentes valeurs de pH.

Dans des conditions acides, les composés X1 et X2 présentent des maxima d'ab-
sorption dans le visible, centrés respectivement a 476 nm et 492 nm. Pour les deux
composés, un déplacement bathochrome est observé lors de 'augmentation du pH,
avec des maximas a 582 nm (avec un épaulement vers 550 nm) pour X1 et 598 nm
pour X2, pour des pH supérieurs a 7. Cela suggere l'existence d’au moins deux états
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

d'ionisation de ces composés. Pour le composé X1, la forme des spectres obtenu a des
pH aux alentours de 5 laisse présager 'existence d'une troisieme forme.

Les valeurs de pH de virage ont été estimées en tracant les valeurs d’absorbance
aux maximas d'absorption des formes déprotonées ™" de X1 et X2, respectivement a
582 nm et 598 nm, en fonction du pH (Figure 5.17).

0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 - X1

0.3

Absorbance norm. a 582 nm
Absorbance norm. a 598 nm

0.2

0.1 A X2

Figure 5.17 - Absorbance normalisée a 4,,,, des composés X1 et X2 en fonction de la valeur du pH.

Un point de virage pour une valeur de pH vers 6 peut étre identifié pour X2. Pour
le composé X1, deux points de virage semblent étre présents : un premier vers une
valeur de pH de 4,4 et un second vers 5,6. Ces valeurs pourraient étre estimées plus
précisément en augmentant le nombre de points dans les gammes de pH.

A partir des structures des composés X1 et X2, nous avons cherché & proposer les
formes prédominantes dans les différentes zones de pH identifiées.

Pour le composé X2, deux sites acido-basiques sont identifiés : les groupement hy-
droxyle OH, acide et le groupement amino NH,, basique. En découle I'équilibre acido-
basique du composé X2 présenté dans la Figure 5.18. La forme protonée cationique
(1) subit une premiere déprotonation via la perte d'un proton du groupe amino chargé
pour donner le composé neutre (2). Une seconde déprotonation donne la forme dé-
protonée anionique (3) avec la fonction phénolate.

xviii. D'apres le comportement de rétention des composés en HPLC aux différentes valeurs de pH de la
phase mobile (observé dans les Chapitres 3 et 4), nous nous attendons a des composés acides, dépro-
tonés pour les pH les plus élevés.
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3. Synthése des caractéristiques spectrales des composés X1 et X2 purifiés
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Figure 5.18 - Equilibre acido-basique pour le composé X2.

Pour le composé X1, nous identifions les mémes sites acido-basiques que pour X2
liés au coeur amino-hydroxy-phénoxazin-3-one (a savoir, les groupements hydroxyle
OH et amino NH) ainsi que des sites liés a la chaine dérivée d'acide aminé (un grou-
pement hydroxyle, un groupement amino NH, et un acide carboxylique COOH). Les
alcools aliphatiques sont tres peu acides, nous avons fait ici I'hypothése que le groupe-
ment hydroxy n'était pas impliqué dans I'équilibre acido-basique dans la gamme de pH
étudiée. Les acides aminés sont caractérisés par la présence des deux groupements
ionisables COOH et NH,. Pour 'acide glutamique, les valeurs de leurs pK sont respecti-
vement de 2,2 et 9,7. En considérant des valeurs semblables pour le dérivé y-glutamyl,
pour des pH acides, la forme prédominante serait donc assimilée a NH;*-CHR-COOH;
pour des pH entre 2,2 et 9,7 on trouverait une forme NH;"-CHR-COO" et enfin dans
des conditions basiques, il s'agirait de NH,-CHR-COO". En s'inspirant de la valeur de
déprotonation du groupement phénol pour le composé X2 aux alentours de 6, nous
envisageons qu'elle ait lieu pour le composé X1 avant la déprotonation du groupement
amino de la chaine dérivée d'acide aminé. Les différents équilibres suggérés pour le
composé X1 sont présentés dans la Figure 5.19.
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Dans les analyses menées en chromatographie en phase liquide, nous avons pu
constater que la rétention des composés X1 et X2 diminuait lorsque I'on augmentait le
pH de 3 a 8. Or, en RPLC, les formes chargées sont moins retenues, car plus polaires
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Figure 5.19 - Equilibre acido-basique pour le composé X1.

¢

que les formes neutres [Dolan, 2017].

Nous pouvons ainsi en déduire que nous étions en présence des formes anioniques,
forme (4) du composé X1 et forme (3) du composé X2 en HPLC a pH 8 et en présence
des formes neutres, formes (2) de X1 et de X2 a pH 3. La forme (3) du composé X1 est
probablement responsable de la coloration rouge observée en solution aux alentours
de pH 5 (Figure 5.15a). N'ayant pas testé de pH intermédiaires de phase mobile entre pH
3 et pH 8, nous ne l'avons pas observé en HPLC. A priori dans les diverses expériences
menées, Nous n‘avons pas été amenés a rencontrer les formes protonées cationiques

(1) de X1 et de X2.
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3. Synthése des caractéristiques spectrales des composés X1 et X2 purifiés

Nous avons ensuite cherché a comparer les propriétés d'absorption obtenues pour
les composés X1 et X2 a celles d'autres composés de la famille des phénoxazin-3-ones.

Musso et ses collaborateurs ont notamment analysé de facon approfondie les déri-
vés de phénoxazin-3-one dans le cadre de I'élucidation structurale des molécules colo-
rantes de l'orseille [Musso et Matthies, 1957, Musso et Beecken, 1961, Musso et Dépp,
1966, Musso et al., 1967]. Nous nous sommes appuyeés sur certains résultats liés a I'ab-
sorption UV-Vis de ces composés pour les comparer avec les composés X1 et X2.

Dansle méthanol, la phénoxazin-3-one, non substituée, présente un maximum d'ab-
sorption dans le visible autour de 445 nm, quelles que soient les conditions du milieu
(en présence de HCl ou KOH) (Tableau 5.4).

Tableau 5.4 - Bandes d’absorption dans le visible de plusieurs dérivés de phénoxazin-3-one
d’aprés [Musso et Matthies, 1957, Musso et Beecken, 1961, Musso et Dopp, 1966].

. Amax (NM)
Composé C-2 C-7 C-8
MeOH 0,2 n HCI 0,2 n KOH

Phénoxazin-3-one H H H 442-447 - -
2-amino-phénoxazin-3-

NH, H H 430-434 460-465 430
one
2-hydroxy-phénoxazin-

OH H H 403-404 398-400 434
3-one
7-hydroxy-phénoxazin-

H OH H 476-480 507-508 574
3-one
8-hydroxy-phénoxazin-

yereyp H H  |oH | 512 : 610

3-one

Lorsqu’elle est substituée par des groupements auxochromes acido-basiques, hy-
droxyle ou amino, des variations de longueur d'onde du maximum d'absorption en
fonction des conditions du milieu sont observées. Cela est d0 a l'existence de formes
protonée ou déprotonée.

La position de ces substituants auxochromes a une grande influence sur la lon-
gueur d'onde des maxima d'absorption obtenus. On note que dans le cas ou ces substi-
tuants sont positionnés en C-2 (2-hydroxy-phénoxazin-3-one par exemple), les maxima
d'absorption restent dans une gamme proche de celle observée pour la phénoxazin-3-
one non substituée. A contrario, si le groupement hydroxyle est substitué en position
C-7 (7-hydroxy-phénoxazin-3-one), le maximum d'absorption subit un décalage vers
des longueurs d'onde supérieures par rapport a celles observées pour la 2-hydroxy-
phénoxazin-3-one, quelles que soient les conditions du milieu.
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

Ainsi, la forme neutre de la 7-hydroxy-phénoxazin-3-one présente une coloration

rouge-orange (4,,,, 480 nm). En conditions alcalines, pour la forme anionique déproto-
née, violette, il existe deux structures ioniques avec une résonance de charge complete
a travers le coeur phénoxazin-3-one (Figure 5.20a), expliquant le décalage bathochro-

mique important (4,,., 575 nm). Lors de I'ajout d’acide dilué, la protonation de l'azote

max
induisant un léger décalage bathochromique, la forme est rouge (4,,., 510 nm) [Musso

et Matthies, 19571].

/X _N N
e S
"
::cée o) /3' o) o) o°

Figure 5.20 - Structures de résonance de la 7-hydroxy-phénoxazin-3-one dans sa forme
déprotonée anionique.

Dans le cas ou le groupement OH est substitué en position C-8 (8-hydroxy-phénoxazin-
3-one), les longueurs d'onde des maxima sont encore supérieures avec une bande d'ab-
sorption a 510 nm dans des conditions neutres et une bande d'absorption a 610 nm
dans des conditions basiques [Musso et Dopp, 1966].

Ainsi, les couleurs et les propriétés d'absorption observées pour les composés X1 et
X2 sont cohérentes avec celles attendues pour des phénoxazones substituées par un
groupement hydroxyle en position C-7 ou C-8.

L'exploitation de ces propriétés ne permet toutefois pas de favoriser une option
plutét qu'une autre quant a la position relation des groupements hydroxy et méthoxy
en C-7 et C-8 dans la structure des composés X1 et X2.

3.1.2 Fluorescence

Les spectres de fluorescence 3D (matrices d'excitation/émission) ont été enregis-
trées pour les solutions de X1 et X2 aux alentours de pH 7 (Figure 5.21).

Nous pouvons noter une grande différence dans lintensité de fluorescence des
deux composeés : l'intensité de fluorescence est environ 40 fois plus importante pour le
composé X1 que pour le composé X2 ™,

Pour les deux composés, le maximum d'émission est centré autour de 620 nm. On
distingue deux maxima d’excitation : le premier dans le visible vers 575 nm, a l'origine
de I'émission la fluorescence la plus intense et le second vers 250 nm.

xix. Résultant en un spectre de fluorescence 3D bien plus bruité pour le composé X2 (Figure 5.21b).
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Figure 5.21 - Spectres de fluorescence 3D (matrices d’excitation/émission) des solutions a pH 7.
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

Les spectres d’émission de fluorescence de X1 et X2 ont ensuite été enregistrés en
solution pour les mémes gammes de pH que pour les spectres d’absorption (partie
précédente 3.1.1) pour une longueur d'onde d'excitation de 575 nm, correspondant au
maximum d'excitation. lIs sont présentés dans les Figures 5.22a et 5.22b respective-
ment pour X1 et X2.
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Figure 5.22 - Spectre d'émission de fluorescence UV-Vis selon le pH.
Longueur d'onde excitatrice 575 nm.

Pour le composé X1, I'émission de fluorescence est sensible a la variation de pH.
Pour des valeurs de pH supérieurs a 6, la fluorescence est la plus intense et est centrée
autour de 620 nm. Pour des pH intermédiaires autour de 5, l'intensité de fluorescence
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3. Synthése des caractéristiques spectrales des composés X1 et X2 purifiés

est plus faible et centrée autour de 615 nm et enfin dans des conditions acides, I'inten-
sité de la fluorescence est la plus faible.

Pour le composé X2, seules de faibles variations de I'intensité de la fluorescence sont
notées pour les différentes conditions de pH. Comme pour X1, le maximum d'émission
est centré autour de 625 nm pour les pH supérieurs a 6 et autour de 613 nm pour les
pH inférieurs.

Le décalage du maximum d'émission selon le pH peut s'expliquer par un phéno-
mene d'auto-absorption (ou effet de filtre interne). Il a lieu lorsque la longueur d'onde
d'excitation est tres proche de la longueur d'onde du maximum d’absorption de la so-
lution et résulte en une atténuation de l'intensité de fluorescence ainsi qu'un possible
décalage en longueur d'onde [Kumar Panigrahi et Kumar Mishra, 2019]. Ainsi, dans

notre cas, pour des pH supérieurs a 6 (correspondant a des 4, d'absorption autour

max
de 590 nm), les intensités de fluorescence sont sous-estimées et décalés d'une dizaine
de nm vers les longueurs d'onde supérieures. Une correction de I'effet de filtre interne
a mis en évidence un maximum d’émission réel centré autour de 613 nm pour les com-
posés X1 et X2 quelles que soient les valeurs de pH (exemple pour X1 dans 'Annexe O,

Figure O.1).

Les composés de la famille des phénoxazin-3-ones, comme les dérivés 7-hydroxylés,
sont connus pour leur intense émission de fluorescence et sont d'ailleurs utilisés pour
le développement de sondes fluorescentes en biologie [Tian et al., 2021].

La plus courante, la résorufine (7-hydroxy-phénoxazin-3-one) présente dans sa forme
anionique un maximum d’'émission centrée a 585 nm (rendement quantique de 0,74)
pour une excitation a 570 nm. Aucune fluorescence n'est détectée pour ce composé
pour des pH acides [Bueno et al., 2002].

L'orseille, mélange colorant composé de dérivés de 7-hydroxy et 7-amino-phénoxazin-
3-ones, présente en solution une émission de fluorescence centrée a 595 nm (pour une
Aex @ 520 Nm), indépendante du pH (pour des valeurs allant de pH 2 a pH 13) [Clementi
et al., 2006].

L'intense émission de fluorescence pour les formes déprotonées anioniques des
7-hydroxy (ou 7-amino)-phénoxazin-3-ones, s'explique par une délocalisation électro-
nique a travers tout le coeur phénoxazin-3-one (Figure 5.23a). En effet, pour ces formes
déprotonées anioniques, les formes de résonances sont symétriques; elles ont donc
toutes les deux une contribution équivalente dans I'hybride de résonance. La délocali-
sation électronique est ainsi favorisée.

A contrario, pour les formes neutres, la structure non chargée (a gauche dans la
Figure 5.23b) est privilégiée, car plus stable et est donc majoritaire par rapport a la
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forme avec une séparation de charges (a droite dans la Figure 5.23b). En raison de
la non-symétrie des formes de résonances limites, la délocalisation électronique est
moindre et la fluorescence en est atténuée.

N _N N
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b) Ho 0 0 HO 0 0:

Figure 5.23 - Résonances de la forme (a) déprotonée anionique et (b) neutre de la
7-hydroxy-3H-phénoxazin-3-one

Nous retrouvons bien ici le comportement observé pour le composé X1 pour le-
quel la forme déprotonée pour les pH les plus élevés présente une fluorescence plus
important que la forme neutre a bas pH.

En revanche, nous n’avons pas d'explication a la différence d'intensité de fluores-
cence entre les composés X1 et X2. Au regard de leurs structures moléculaires, nous
nous attendrions a ce qu'il présente une fluorescence d’intensité similaire.

Par ailleurs, [Musso et Dopp, 1966] remarquent que contrairement aux 7-hydroxy-
phénoxazin-3-ones, les dérivés de 8-hydroxy-phénoxazin-3-ones ne fluorescent pas, en
solution (MeOH) ou sur plaque CCM.

Cela peut a nouveau s'expliquer par une délocalisation non totale a travers le cceur
phénoxazin-3-one. La forme de résonance a gauche étant majoritaire par rapport a
I'autre, car plus stable avec la charge négative sur I'atome le plus électronégatif (Figure
5.24).

%6 N o N
e e
0 0 ©>o 0

Figure 5.24 - Formes de résonance de la forme anionique de la 8-hydroxy-phénoxazin-3-one
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3. Synthése des caractéristiques spectrales des composés X1 et X2 purifiés

La faible fluorescence enregistrée pour le composé X2 pourrait ainsi s'expliquer par
la présence du groupement hydroxyle en position en C-8 plutét qu’en C-7, contraire-
ment a ce que nous avons proposé a l'issue de la partie 2.

Néanmoins, a notre connaissance, il s'agit de la seule étude menée sur des dérivés
de 8-hydroxy-phénoxazin-3-one. Aucun détail sur les conditions dans lesquelles la fluo-
rescence a été observée ni aucun spectre n‘ont été communiqués dans cette publica-
tion. Il serait souhaitable d’avoir plus de données concernant ce type de composés pour
considérer I'explication de la faible fluorescence de X2 par la position de I'nydroxyle en
C-8 comme satisfaisante. Par ailleurs, aucun standard de 8-hydroxy-phénoxazin-3-one
n'est disponible pour réaliser des comparaisons directes.

On peut égaler citer 'approche adoptée pour le développement de sondes de fluo-
rescence a partir de la résorufine (7-hydroxy-phénoxazin-3-one) consistant a substituer
I'hydrogene du groupement 7-hydroxy par un groupement protecteur R pour obtenir
un composé non fluorescent. Les réactions spécifiques permettant la déprotection du
groupement sont ensuite détectées par l'apparition de la fluorescence caractéristique
de la résorufine [Tian et al., 2021].

Ainsila présence du groupement méthoxy en position C-7 et non en C-8 dans le com-
posé X2, a l'inverse de notre proposition, pourrait également expliquer la différence de
fluorescence entre les composés X1 et X2.

Bilan intermédiaire Les spectres d'absorption et de fluorescence UV-Vis obtenus
pour les composés X1 et X2 sont cohérents avec des structures de dérivés hydroxy-
lés de phénoxazin-3-one.

La présence de I'hydroxyle en position C-7 permet I'existence de formes mésomeres
symeétriques pour les formes anioniques déprotonées (Figure 5.25) expliquant le déca-
lage bathochromique du maximum d’absorption dans le visible par rapport aux formes
neutres (de 475-490 nm a 580-590 nm). La délocalisation électronique ainsi permise
pour les valeurs de pH supérieures a 6 est également a l'origine de l'intense émission
de fluorescence enregistrée pour le composé X1.

o /X _N NHR o] N NHR
e S
e
o.f
0 0 /3 (o) (0] Oe

Figure 5.25 - Résonances des formes déprotonées anioniques de la
2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one (R = H) et de la
2-N-(4-hydroxy-y-glutamyl)-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one (R =
4-hydroxy-y-glutamyl).
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La différence de fluorescence entre X1 et X2 pourrait s'expliquer par une inversion
des substituants hydroxyle et méthoxy des positions C-7 et C-8 entre les deux compo-
sés. Les groupements méthoxy et hydroxyle respectivement en position C-8 et C-7 ne
permettent pas une délocalisation électronique a travers les cycles et expliqueraient
I'atténuation de la fluorescence observée pour le composé X2. Cette hypothése va ce-
pendant & I'encontre des résultats obtenus en RMN. A ce stade, nous ne sommes pas
en mesure de départager les deux options possibles.

La simulation de spectres d'absorption et de fluorescence UV-Vis serait un outil per-
tinent pour confronter les résultats attendus pour les structures moléculaires sugge-
rées pour les composés X1 et X2 et les résultats expérimentaux. Envisager le calcul avec
les deux positions possibles pour les groupements hydroxyle et méthoxy pour le com-
posé X2 pourrait permettre d'évaluer sil'une des possibilités est plus cohérente avec les
données spectrales acquises expérimentalement. Ces expériences ont été entreprises,
mais les résultats ne sont pas encore exploitables.

3.2 Diffusion Raman

Les spectres Raman des composés purifiés X1 et X2 sous forme de poudre ont été
enregistrés (Figure 5.26).

o
©
0

X1

60000

40000

20000
160000

120000 |~

Intensité Raman

—1648

1203

80000

—726
174

—1347
—1442

40000

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Nombre d'onde (cm™)

Figure 5.26 - Spectres Raman des composés X1 (en haut) et X2 (en bas) purifiés.
Laser 532 nm. Soustraction de la ligne de base.
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L'intensité Raman est plus importante pour le composé X2 que pour le composé
X1, mais les deux composés présentent des spectres Raman trés similaires avec des
bandes principales a 582, 725, 854, 1422 et environ 1640 cm™'. Cela montre que le sub-
stituant 4-hydroxy-y-glutamyl présent dans le composé X1 a peu d'influence sur le si-
gnal Raman enregistré. Il est ainsi a priori dominé par la signature du cceur phénoxazin-
3-one commun aux deux COMposés.

Pour vérifier cette hypothése et tenter d'attribuer les différentes bandes présentes
dans le spectre, nous avons fait 'acquisition de trois standards de molécules appar-
tenant a la famille des phénoxazin-3-ones et présentant des substitutions communes
aux composés X1 et X2 : la résorufine (7-hydroxy-3H-phénoxazin-3-one, Figure 5.27a),
I'éther méthylique de résorufine (7-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one, Figure 5.27b) et la
guestiomycine A (2-amino-3H-phénoxazin-3-one, Figure 5.27¢).

N N N NH,
O, o, OoOx
HO (o} o \o (o] (o} (o} o

(a) Résorufine (b) Ether méthylique (EM) de (c) Questiomycine A
résorufine

Figure 5.27 - Standards commerciaux de la famille des phénoxazin-3-ones.

Les spectres Raman obtenus de ces références sous forme de poudre sont présen-
tés en Figure 5.28).

Contrairement a ce que nous attendions, les spectres Raman obtenus pour les trois
dérivés de phénoxazin-3-ones sont loin d'étre semblables. Si I'on retrouve des bandes
en commun, les bandes les plus intenses varient entre les composés. Les intensités
relatives des autres bandes sont trés variables.

On peut ainsi faire I'nypothese que pour les phénoxazin-3-ones, le type et la position
des substituants directement liés aux cycles aromatique ou quinoide ont une grande
influence sur les bandes observées en Raman. En revanche, la substitution de 'amine
primaire de X2 en amine secondaire pour X1 ne semble pas affecter le spectre.

On retrouve tout de méme pour les trois phénoxazin-3-ones de référence et les
composés X1 et X2 une bande commune vers 1650-1640 cm™, attribuable a la liaison
C=0.
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Figure 5.28 - Spectres Raman de standards de la famille des phénoxazin-3-ones.
Laser 785 nm. Soustraction de la ligne de base.

Par ailleurs, entre 1000 et 1700 cm™', on note une certaine proximité entre les spectres
Raman des composés X1 et X2 et les spectres de I'orseille* [Doherty et al., 2014, Cala
et al., 2019]. Les bandes communes sont attribuées dans le Tableau 5.5 selon la propo-
sition faite par [Doherty et al., 2014]. Elles correspondent pour la plupart aux liaisons
impliquées dans le coeur phénoxazin-3-one.

Les spectres Raman obtenus pour les composés X1 et X2 sont donc apparus comme
assez difficiles a exploiter : I'attribution des bandes enregistrées au regard de la struc-
ture des composés n'est pas évidente, et ce malgré I'utilisation de standards de com-
posés avec des structures similaires.

Il serait pertinent de pouvoir réaliser des simulations de spectres Raman pour les
structures proposées pour les composés X1 et X2 et les comparer aux spectres expéri-
mentaux. Ceci permettrait de valider les formules proposées. |l n'a cependant pas été
possible de mettre en place ces expériences au cours de ce travail de these.

xx. Pour rappel, l'orseille est un mélange de plusieurs molécules de la famille des phénoxazones et
non un standard pur d'un unique composé.
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Tableau 5.5 - Principales bandes Raman (en cm') obtenues pour les composés X1 et X2 et leurs
attributions grace a la comparaison avec un spectre d'orseille [Doherty et al., 2014].
Intensité des bandes : w = faible (weak), m = moyenne (medium), s = forte (strong), vs = trés forte
(very strong). Forme des bandes : br = large (broad), d = doublet.

v = élongation (stretching), 5 = déformation de pliage (bending), arom. = aromatique.

X2 X1 Orseille (SERS) Attributions

450 w w

543 w w

582 vs 582 vs

726 br, s 725

854 w 854 w 879w v(C-C)

1174 m 1165 1187 s v(C-0), v(C-C), v(C-N)
1205 br

1305 1300 w Elongation des cycles
1347 1338 1373 d, w Elongation des cycles
1422 1423 1409 s 6(CH,), 6(CH5)

1442 w

1478 1488 m 6(OH), v(C=C)

1511, 1526 1520 1512w v(C=C) arom.

1586 w 1558 m v(C=C) arom.

1641 sh, 1648 | 1638 s 1637 vs v(C=0), 6(OH)

3.3 Absorption infrarouge

Les spectres d'absorption infrarouge des composés X1 et X2 ont été enregistrés en
mode réflexion totale atténue (ATR) et en transmission (uT) (Figures 5.29 pour X1 et
5.30 pour X2).
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Zoom entre 525 et 1750 cm™’

Figure 5.29 - Spectres IR du composé X1.
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Zoom entre 525 et 1750 cm™’

Figure 5.30 - Spectres IR du composé X2.
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Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées

Quel que soit le mode utilisé, nous avons rencontré des difficultés a obtenir des
spectres de bonne qualité : 'absorption est faible (surtout en mode ATR), les bandes
sont larges et il n'y a pas de retour a la ligne de base. Nous arrivons cependant a iden-
tifier des bandes caractéristiques des structures des phénoxazones.

Les principales vibrations caractéristiques du cceur phénoxazin-3-one sont atten-
dues danslazone 1500-1660 cm™, correspondant aux liaisons doubles conjuguées C=C,
C=0 et C=N [Musso et Dopp, 1966, Musso et al., 1967, Afanas'eva et al., 1971]. Elles ont
été désignées dans ces travaux comme bandes 1 a 5 et sont rassemblées en annexe
dans le Tableau P.1. A cause de I'effet de la conjugaison des multiples liaisons doubles,
il est difficile d'isoler les vibrations liées a une liaison spécifique et I'attribution de ces
bandes est ainsi assez hasardeuse [Afanas'eva et al., 1971]. Peu de références récentes
a ce sujet sont disponibles; seuls les travaux précédemment cités datant des années
1960 s'y sont intéressés précisément.

Sans chercher a attribuer précisément les bandes obtenues, nous avons retrouvé
dans les spectres IR des composés X1 et X2 les diverses bandes 1 a 5 des liaisons
doubles conjuguées caractéristiques du coeur phénoxazin-3-one.

La premiére bande a été détectée a 1640 cm™ pour X2 et a 1635 cm™ pour X1. La
seconde bande n'a été détectée que pour le composé X1, a 1616 cm™. Dans la zone
1545-1595 cm™' plusieurs bandes ont été enregistrées : a 1575, 1570 et 1560 cm™ pour
X2 et a 1559 et 1540 cm™ pour X1. Enfin, une bande centrée a 1507 cm™ pour X2 et
1508 cm™ pour X1 a été détectée (Figures 5.30b et 5.29b, Tableau 5.6).

Pour les nombres d'onde inférieurs a 1450 cm™', on retrouve ensuite plusieurs zones
ou des bandes sont attendues et attribuées aux vibrations des liaisons C-C, C-N et C-O
des cycles (bandes 6 a 10, Tableau P.1). En particulier, dans la zone entre 1150 et 1215
cm™’, une ou deux bandes intenses (bandes 10) sont attribuées a I'étirement asymé-
trique C-O-C du cycle oxazine [Corbett, 1965, Stuzka et al., 19671].

Plusieurs bandes ont été détectées dans cette région pour les composés X1 et X2 :
autour de 1380 cm™ pour labande 6, 1350 cm™, 1340 cm™" et 1330 cm™' pour les bandes
7,1245 cm™ pour la bande 8 et 1230 cm™ pour la bande 9 (Figures 5.30b et 5.29b, Ta-
bleau 5.6). Pour I'élongation des liaisons C-O (bandes 10), deux bandes ont été détec-
tées vers 1170 et 1200 cm™ pour les deux composés (Figures 5.30b et 5.29b, Tableau
5.6).

Dans la région 900-650 cm™, les principales bandes sont associées aux déforma-
tions C-H hors du plan. La fréquence de vibrations dépend notamment du nombre
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d’hydrogénes adjacents dans les cycles aromatique et quinoide. Dans le cas d’hydro-

genes isolés, les bandes sont attendues dans la zone 900-835 cm™ [Corbett, 1965].
Pour les composés X1 et X2, les principales bandes ont été détectées a environ 930

cm’, 840 cm™, 775 cm™, 700 cm™ et 675 cm' (Figures 5.30b et 5.29b, Tableau 5.6).

La bande d'élongation des C-H aromatiques est enregistrée entre 3020 et 3100 cm’!
[Corbett, 1965]. On I'arencontrée a environ 3070 cm™' pour X1 et X2. Pour les phénoxazin-
3-ones substituées par des groupements méthyles, les bandes d'élongations (1 a 2
bandes faibles) des C-H aliphatiques sont rencontrées dans les zones 2955-2910 cm’”
et 2885-2850 cm. Elles ont été détectées a 2920 et 2850 cm™ pour X1 et X2, attribuées
a la présence du groupement méthoxy (Figures 5.30a et 5.29a, Tableau 5.6).

Dans le cas des dérivés substitués par des groupements amine ou amide, les bandes
d’élongation des liaisons N-H sont attendues dans la zone 3300-3450 cm™" : deux bandes
pour le NH, vers 3400 cm™ et 3300 cm™ et une bande pour le NH vers 3290 cm™ [Cor-
bett, 1965,Musso et Dopp, 1966]. Les dérivés hydroxylés présentent une bande d'élon-
gation des liaisons O-H dans la région 3200-3300 cm™ [Musso et Matthies, 1957, Cor-
bett, 1965, Musso et al., 1967].

Pour les composés X1 et X2, la bande observée a 3400 cm™ peut donc étre attribuée
a I'élongation des liaisons N-H ou O-H (Figures 5.30a et 5.29a, Tableau 5.6).

La bande détectée vers 3550 cm™ pour les deux composés X1 et X2 pourrait étre
attribuée aux liaisons O-H inter ou intramoléculaires* [Socrates, 2010].

Dans le cas de la 2-acéto-phenoxazin-3-one, une bande supplémentaire dans la
zone des élongations des liaisons doubles est attendue pour la liaison carbonyle de
'amide et elle est détectée aux alentours de 1700 cm™' [Corbett, 1965, Musso et Dopp,
1966].

Pour le composé X1, on retrouve cette bande, malgré sa faible intensité, a 1717 cm’
(Figure 5.29b).

xxi. Dans le cas général, pas spécifiquement pour des phénoxazones.
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Tableau 5.6 - Principales bandes (en cm™) obtenues dans les spectres infrarouge des composés
X1 et X2.
w = faible (weak), sh = épaulement (shoulder), br = large (broad), arom. = aromatique, al. =
aliphatique.
Les bandes 1 a 10 font références aux bandes caractéristiques des phénoxazones définies
par [Musso et Matthies, 1957, Corbett, 1965, Musso et al., 1967] (Détails en annexe Tableau P.1).

X2 X1 L
ATR ut ATR uT Attribution
Déformations C-H
674 - 671 677
702 - 701 704
776 771 w 774 777
842 839 842 850 br
926 926 935 937
1014 1011 1005 1009
1145 1144 - -
Elongations C-C, C-N, C-O
1167, 1181
" 1174 1178 1169 10
1204 1198 1201 1205 10
1230 1227 - - 9
1245 - - 1248 8
- - 1327 1328 sh 7
1340 1334 br 1340 - 7
1352 1354 sh - 1356 br 7
1389 1387 1374 1377 6
Elongations C=C, C=0, C=N
1458 - 1457 1460 br 5
1507 1502 br 1508 1506 br 4
1560 1556 1559 1558 3
1570 1562 1569 sh 1569 3
1575 1579 - - 3
- - 1617 1616 2
1636 sh, w 1641 1636 1635 1
Elongations C-H, O-H, N-H
2851 2854 2850 2850 v C-H al.
2919 2922 2921 2916 vC-Hal.
3070 - - 3072 v C-H arom.
226 3339 3330 3334w 3344 N-H ou O-H
3548 - - 3546 O'H'nter
ou intramol.




4. Comparaison avec les signaux de l'extrait total

Malgré la qualité contestable des spectres infrarouges obtenus pour les compo-
sés X1 et X2, il a été possible d'identifier les principales bandes caractéristiques du
cceur phénoxazin-3-one ainsi que des substituants spécifiques a X1 et X2. Obtenir des
spectres de meilleure qualité serait toutefois souhaitable pour avoir une empreinte
spectrale plus fine, et permettre notamment une meilleure comparaison des compo-
sés X1 et X2.

Maintenant que nous avons une idée plus précise des réponses spectrales indivi-
duelles des composés X1 et X2, elles ont été comparées a celle de I'extrait de Justicia
spicigera dans la partie qui suit.

4 Comparaison avec les signaux de I'extrait total

Les signaux obtenus par spectroscopie d'absorption et d'‘émission de fluorescence
UV-Vis et de diffusion Raman pour les composés X1 et X2 ont été comparés avec ceux
de l'extrait de justicia spicigera précédemment détaillés dans le Chapitre 3.

4.1 Absorption et émission de fluorescence UV-Vis

Les spectres d'absorption UV-Vis en solution aqueuse des composés X1 et X2 (envi-
ron pH 7) ainsi que d'un extrait frais*' (pH 8) sont présentés dans la Figure 5.31.

Les maxima d'absorption des composés X1 et X2 détectés respectivement a 582
nm et 598 nm expliquent le maximum d'absorption détecté a 590 nm pour l'extrait de
Justicia spicigera. L'épaulement vers 550 nm dans le spectre du composé X1 correspond
a celui détecté pour I'extrait dans cette méme gamme spectrale.

xxii. Pour rappel, par solution fraiche nous faisons référence a des solutions ayant subi des temps de
repos courts, de quelques minutes a quelques heures, a I'échelle du temps des manipulations, en oppo-
sition a des solutions qui ont reposé une a plusieurs journées.

227



Chapitre 5. Caractérisation des molécules purifiées
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Figure 5.31 - Spectres d'absorption UV-Vis d'un extrait frais de J. spicigera (pH 8) et des composés
X1 et X2 purifiés (pH 7).

Comme nous l'avons détaillé précédemment dans le Chapitre 3 (partie 3), les pro-
priétés spectrales et la composition moléculaire de 'extrait de justicia spicigera évolue
selon son temps de repos. Sile composé X1 est majoritaire pour des temps tres proches
du début de I'extraction, sa concentration diminue ensuite au cours du temps, au profit
du composé X2. La concentration de ce dernier finit également par décroitre et apreés
quelques heures, il n'est plus possible de détecter ces deux composés dans l'extrait.
Divers composés colorés sont alors détectés avec des absorptions tres faibles.

Ainsi, les spectres d’'absorption UV-Vis obtenus des composés X1 et X2 purifiés per-
mettent d’expliquer les variations de I'absorption UV-Vis de I'extrait de Justicia spicigera
au début de I'évolution. L'épaulement autour de 550 nm et le maximum a 590 nm, ca-
ractéristiques des composés X1 et X2 sont bien définis pour des temps proches du dé-
but de I'extraction puis se confondent en un large pic centré autour de 565 nm (Chapitre
3, Figure 3.11) sous l'effet de leur disparition et de la présence de plusieurs composeés
responsables de I'absorption dans la gamme 550-600 nm.

Les composés X1 et X2 purifiés en solution ont ensuite été déposés sur support
papier Whatman 1 afin de comparer leurs propriétés avec celles des dépdts I'extrait
total du Chapitre 3 (partie 2.1.2).
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4. Comparaison avec les signaux de l'extrait total

Les photographies des échantillons correspondant éclairés sous UV sont présentés
dans la Figure 5.32.

(a) Extrait total aqueux frais (b) X1 (c) X2

Figure 5.32 - Photographies des échantillons sur papier sous éclairage UV
(Crime-lite® 2 UV A, 365 nm)

Nous retrouvons la fluorescence rouge intense caractéristique de I'extrait de Justicia
spicigera dans le dépot du composé X1 (Figure 5.32b). Dans le cas du composé X2, I'émis-
sion est considérablement plus faible; seules des zones ™" apparaissent légérement
colorées en rouge sur la photographie (Figure 5.32c). Cette différence de fluorescence
apparente est cohérente avec les résultats obtenus en solution pour les composés iso-
lés dans la partie précédente (Figure 5.22).

Les spectres d'émission de fluorescence correspondant a ces dépdts ont été enre-
gistrés (Figure 5.33).

Comme attendu, le composé X1 est majoritairement responsable de I'intense émis-
sion de fluorescence observée a 630 nm pour I'extrait frais de Justicia spicigera. Le com-
posé X2 contribue également a la fluorescence globale détectée, méme si son intensité
est plus faible. On peut, par ailleurs, noter que l'intensité de son émission est du méme
ordre de grandeur que celle des dépots de solution ayant subi des temps de repos plus
longs, méme sile composé X2 n'est a priori plus présent dans la solution au bout de 48
h.

xxiii. Correspondant aux coups de pinceaux lors de l'application sur support.
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639 nm

Extrait 48 h
X1
X2

Intensité de de fluorescence (u.a.)
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Figure 5.33 - Spectres d'émission de fluorescence de dépots sur papier d’extraits de jJusticia
spicigera frais (vert clair) et ayant reposé 48 h (vert foncé) ainsi que des composés X1 (rose) et X2
(bleu) purifiés.

Aex 250 nm.

La diminution de l'intensité de la fluorescence entre des dépdts de solution fraiche
et de solution ayant subi un temps de repos plus long (Figure 5.33) s'explique donc par
la disparition du composé X1 dans la solution au cours du temps de repos. Les compo-
sés formés dans la solution pour des temps de repos avancés doivent présenter des
bandes d’émission de fluorescence moins intenses, comparables a celle du composé
X2.

4.2 Diffusion Raman

Les spectres Raman des composés X1 et X2 purifiés ont été comparés a ceux de
I'extrait de Justicia spicigera (Figure 5.34).

Nous avons pu mettre en évidence la bonne corrélation entre les bandes Raman de
I'extrait de Justicia spicigera et celles des composés X1 et X2 purifiés.

Par ailleurs, la légere amélioration rapport signal/bruit observée entre les spectres
Raman obtenus pour des solutions fraiches et des solutions avec un temps de repos
plus long dans le Chapitre 3 (Figure 3.14) semble pouvoir étre expliquée par la dispa-
rition de X1 dans I'extrait au cours du temps de repos. En effet, le signal Raman du
composé X1 purifié est plus bruité et plus faible que celui du composé X2.
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Figure 5.34 - Spectres Raman d’extraits de Justicia spicigera frais (vert clair) et ayant reposé 48 h
(vert foncé) ainsi que des composés X1 (rose) et X2 (bleu) isolés.
Laser 532 nm. Soustraction de la lighe de base.

Les deux composés contribuent donc a la signature spectrale (émission de fluo-
rescence et Raman) caractéristique de I'extrait ayant permis son identification dans le
Codex Borbonicus. Une comparaison plus fine permet de rapprocher les propriétés du
composé X1 a des solutions d'extrait frais et celles de X2 a des solutions ayant subi un
temps de repos plus long. L'évolution de la composition de ces deux composés colo-
rés dans la solution au cours du temps permettrait ainsi a priori d’expliquer les diffé-
rences spectrales observées (atténuation de la fluorescence et amélioration du rapport
signal/bruit des spectres Raman).

Cependant, nous avons réussi a reproduire des couches picturales d'apparence
semblable a celles du manuscrit qu'avec des solutions qui ont subi des temps de re-
pos tres avancés et pour lesquelles ni X1 ni X2 ne sont présents.

Il est donc peu probable que ce soit les signaux de ces deux composés que nous
ayons détectés sur ces couches de peintures modeles. Nous pouvons émettre I'hypo-
thése que les composés minoritaires que nous avons détectés en HPLC-DAD pour des
solutions avec des temps de repos avancés ou pour la poudre colorante ™V (Chapitre 3,
parties 3.3 et 4.1) dérivent des composés X1 et X2 (famille des phénoxazones) et qu'ils
généerent donc des signaux d'émission de fluorescence et de Raman similaires.

xxiv. Résultant de I'évaporation de l'extrait coloré et ayant servi a la préparation des couches picturales
modeles.
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Comme déja mentionné, il n'est toutefois pas a exclure que le mode de préparation
des couches picturales du Codex Borbonicus soit différent de celui que nous avons pu
en mettre en place au laboratoire et qu'il permette de conserver les composés X1 et X2
dans la matiere colorante appliquée sur le manuscrit.

Par ailleurs, des essais complémentaires sur des extraits de Peristrophe bivalvis, dans
lesquels nous avions pu identifier les composés X1 et X2 par HPLC-DAD-MS, ont mis
en évidence un spectre Raman trés proche de celui de Justicia spicigera (Figure 5.35)
et ce, malgré leur différence de composition moléculaire. En effet, on ne retrouve par
exemple pas de flavonols dans I'extrait de la plante vietnamienne Peristrophe bivalvis
(Annexe L, Figure L.3). Le signal Raman de ces extraits semble donc bien dominé par le
signal des phénoxazones.

Justicia
spicigera

Intensité Raman normalisée (u.a.)

, .
" ! Vo o e y W i Pf’nstr’ophe
i ¥ bivalvis
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Nombre d'onde (nm)

Figure 5.35 - Spectres Raman des extraits de Justicia spicigera et Peristrophe bivalvis.
Laser 532 nm. Soustraction de la ligne de base.
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5 Bilan du chapitre

L'élucidation structurale menée par spectrométrie de masse et RMN a permis de
mettre en évidence que les deux composés X1 et X2 appartiennent a la famille des
phénoxazin-3-ones. Le composé X1 est identifié comme la 2-N-(4-hydroxy-y-glutamyl)-
7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one et le composé X2 comme la 2-amino-7-
hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one (Figure 5.36).

OH NH,
H
o N N OH o N NH
- A M - AN 2
(o} o
HO O [0} HO [0} o
(a) Structure du composé X1: (b) Structure du composé X2:
2-N-(4-hydroxy-y-glutamyl)-7-hydroxy-8-méthoxy-3H- 2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one.

phénoxazin-3-one.

Figure 5.36 - Structures des composés X1 et X2.

Les ions fragments observés en spectrométrie de masse en tandem sont caracté-
ristiques du cceur phénoxazin-3-one commun aux deux composés.

Les couleurs observées pour les composés en solutions a différentes valeurs de pH,
ainsi que les absorptions UV-Vis correspondantes sont cohérentes avec celles d'autres
phénoxazin-3-ones hydroxylées, comme la résorufine ou les dérivés hydroxy-orcéines
de l'orseille. Pour les deux composés X1 et X2, les formes ioniques associées aux diffeé-
rentes conditions de pH ont été proposées; elles permettent d'expliquer les propriétés
d’'absorption observées.

L'intense émission de fluorescence de X1 coincide également avec celle observée
pour cette famille de composés.

Les principales bandes d'absorption infrarouge caractéristiques du coceur phénoxazin-
3-one ont été identifiées dans les spectres infrarouges de X1 et X2. Des bandes témoi-
gnant de la substitution du cceur phénoxazin-3-one par des groupements hydroxy et
amino ont également été repérées.

Des bandes communes a l'orseille ont été mises en évidence dans les spectres Ra-
man des deux composés, ce qui cohérent le fait qu'ils possedent un coeur commun au
constituants de ce colorant.

Les données obtenues ne permettent cependant pas d'attribuer avec certitude la
position relative des substituants hydroxyle et méthoxy pour le composé X2.

En effet, des données contradictoires ont été obtenues selon les expériences. Si
les données RMN suggerent une substitution de I'hnydroxyle en position C-7, la faible
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fluorescence enregistrée pour le composé X2, semblable aux observations faites pour
la 8-hydroxy-phénoxazin-3-one laisse présager d’'une attribution inverse.

Aucun standard correspondant a ces composés ne sont cependant disponibles pour
départager ces deux possibilités.

Néanmoins, nous avons émis 'hypothése que le composé X1 subit dans l'extrait
une dégradation donnant le composé X2, au vu de I'évolution de leurs concentrations
au cours du temps. Dans ce cas, il semble bien plus probable que les deux composés
possédent le méme motif de substitution, a savoir le groupement hydroxyle en position
C-7 et le méthoxy en C-8.

Afin de vérifier que les deux composés sont bien reliés I'un a l'autre, il serait sou-
haitable de tester si I'nydrolyse du composé X1 purifié permet d'obtenir le composé
X2.

Par ailleurs, nous n'avons pas réussi, a ce jour, a cristalliser les deux composés afin
de pouvoir mener des analyses de SC-DRX. Elles présenteraient pourtant une solution
fiable pour préciser la position relative des groupements hydroxyle et méthoxy pour
les deux composés X1 et X2 et également pour résoudre la stéréochimie des carbones
asymeétriques de la chaine 4-hydroxy-y-glutamyl de X1.

Le potentiel des simulations de propriétés spectrales (absorption et émission de
fluorescence UV-Vis, diffusion Raman) serait a exploiter pour corréler les données ex-
périmentales a celles prédites pour les structures proposées. Cela pourrait peut-étre
permettre de lever les doutes sur les positions relatives des groupements hydroxyle et
méthoxy.

Enfin, si les propriétés des composés X1 et X2 sont en adéquation avec la signature
spectrale (émission de fluorescence* et diffusion Raman) des peintures brunes du
Codex Borbonicus, les modes de préparation nous ayant permis d’obtenir des couches
picturales d'apparences proches de celles du manuscrit de peintures ont nécessité des
temps de repos de I'extrait de Justicia spicigera assez longs pour l'obtention du colo-
rant en poudre. Or, d’'apres I'évolution de la composition moléculaire que nous avons
pu mettre en évidence, les composés X1 et X2 ne sont pas présent dans la poudre co-
lorante. Il est ainsi possible que les autres composés colorés présents dans l'extrait
pour des temps de repos assez avanceés génerent des signaux d’émission de fluores-
cence et Raman similaires a ceux de X1 et X2. Cela est relativement probable car on
peut supposer que ces composés dérivent des composés X1 et X2 et qu'ils soient donc
probablement de la méme famille, avec un cceur phénoxazin-3-one.

xxv. Méme si, pour rappel, il est difficile de comparer les niveaux d'intensité de comme deux dispositifs
distincts ont été utilisés et qu'il n'y a pas de calibration de l'intensité mesurée.
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Il n'est également pas a exclure que le mode de préparation employé pour l'obten-
tion des peintures du Codex Borbonicus soit différent de celui que nous avons mis en
ceuvre et qu'il permette de conserver les composés X1 et X2 dans la matiére colorante
appliquée sur le manuscrit. Cela serait cohérent avec les différences d'apparence ob-
servées entre les échantillons modéles réalisés en laboratoire et les couches picturales
du Codex Borbonicus qui apparaissent légerement plus « violettes » que nos essais de
peinture, comme si la préparation du colorant permettait une meilleure conservation
de la teinte de la solution.

Nous avons également pu mettre en évidence que les composés X1 et X2 ne sont pas
spécifiques a l'espéce Justicia spicigera. lls sont également rencontrés dans la composi-
tion d'une plante tinctoriale d’Asie, Peristrophe bivalvis. La signature spectrale associée
a l'extrait coloré de Justicia spicigera n'est donc pas unique.

S'ily a peu de chance que Peristrophe bivalvis ait été utilisée pour l'obtention des
couches picturales du Codex Borbonicus au vu de sa distribution géographique et du
contexte de production du manuscrit, il est utile de rappeler que d'autres espéces de
Justicia d’Amérique Centrale sont utilisées pour la production de colorants violets. Leurs
molécules colorées n'étant pas caractérisées a I'heure actuelle, rien ne peut assurer que
I'on ne retrouve pas les mémes molécules dans leurs extraits. Il y aurait ainsi un réel
intérét a comparer leur composition a celle de jJusticia spicigera et de rechercher des
composés marqueurs spécifiques permettant de les différencier ',

xxvi. Et cela suscite notamment l'intérét de I'équipe de recherche du Centro de la investigacion en pro-
ductos naturales de I'Université du Costa Rica dans le cadre du projet « Décryptage de la couleur bleue
de trois especes du genre Justicia : J. colorifera, . macrantha et J. spicigera ». Aucun résultat de leur étude
n'est pour l'instant disponible.
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L'identification des colorants naturels dans les matériaux du patrimoine s'appuie le
plus souvent sur des techniques spectroscopiques non-invasives, en raison des possibi-
lités limitées de prélevement. Elle s'effectue par comparaison des réponses spectrales
enregistrées in situ sur les objets historiques et celles de matiéres colorantes de ré-
férence. Dans le cas de colorants dont la composition moléculaire n'est pas connue,
de telles attributions doivent étre considérées avec précaution, car il n'est pas garanti
que les composés a l'origine des signatures spectrales soient spécifiques a une espece
biologique donnée.

Dans des travaux précédemment menés, la présence du colorant extrait de Justicia
spicigera dans des peintures brunes du Codex Borbonicus, manuscrit Aztéque du 16°me
siecle, a été suggérée par comparaison des signatures spectrales d'émission de fluo-
rescence et de diffusion Raman obtenues in situ a des spectres publiés dans la littéra-
ture. Ainsi, des analyses approfondies en laboratoire ont été nécessaires pour valider
cette hypothétique identification. En effet, ce colorant a été tres peu caractérisé et le
manque de connaissances relatives a sa composition chimique n'a pas permis d'assu-
rer que les réponses spectrales lui étaient spécifiques. Ce colorant bleu-violet est tradi-
tionnellement utilisé pour la teinture de textiles. Son identification dans un manuscrit
meésoaméricain est a notre connaissance unique et aucune source historique ne relate
son mode de préparation pour une utilisation en peinture, de surcroit pour des teintes
brunes.

Les analyses détaillées du colorant de Justicia spicigera ont fait I'objet de cette thése.
Les principaux objectifs ont été d'identifier les composés a l'origine de la coloration
de l'extrait de cette plante, d'évaluer leur spécificité a I'espece végétale ainsi que leurs
contributions aux signatures spectrales enregistrées in situ pour les peintures brunes
du Codex Borbonicus. Le mode de préparation de peintures brunes a partir de I'extrait
issu des feuilles de Justicia spicigera ainsi que leur stabilité a la lumiéere ont également
été explorés afin de permettre l'identification non ambigué de ce colorant dans des
objets historiques.
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Le colorant semble exister sous une forme incolore dans les feuilles de justicia spi-
cigera et leur macération dans de I'eau permet le développement de sa couleur. L'ex-
trait obtenu présente une coloration bleue-violette, sensible aux variations de pH, ainsi
gu'une intense émission de fluorescence rouge. Ses propriétés d'absorption et d'émis-
sion de fluorescence le rapprochent d’autres colorants violets, l'orseille ou la teinture
de tournesol (litmus), extraits de lichens. Les signatures spectrales des dépdts de cette
solution sur un support papier coincident avec celles enregistrées pour les peintures
brunes du Codex Borbonicus dans lesquelles I'emploi du colorant de Justicia spicigera a
été suggéré.

Des analyses chromatographiques ont mis en évidence la présence de deux com-
posés majoritairement responsables de la coloration de I'extrait. L'exploitation prélimi-
naire de leurs propriétés de rétention en HPLC, de leurs spectres d'absorption UV-Vis
ou de leurs données de fragmentation en spectrométrie de masse a basse résolution
n'a pas permis de les identifier précisément. Ainsi, leur purification a été envisagée afin
de pouvoir réaliser leur élucidation structurale par spectroscopie RMN, spectroscopies
vibrationnelles et spectrométrie de masse a haute résolution en infusion directe. L'ob-
tention de ces composés purs a également permis d'évaluer leurs contributions aux
signatures spectrales caractéristiques de l'extrait de Justicia spicigera et des peintures
brunes du Codex Borbonicus.

Pour ce faire, une méthode de purification par chromatographie préparative en
phase liquide a été mise en place. Dans un premier temps, la comparaison des per-
formances obtenues pour plusieurs phases stationnaires C18 et plusieurs phases mo-
biles a I'échelle analytique a été effectuée. Cela a permis de montrer la nécessité de
développer une méthode de séparation bidimensionnelle, afin d’'assurer la pureté des
composés cibles collectés. Le choix des conditions de séparation dans les deux dimen-
sions s'est appuyeé sur une évaluation combinée de 'orthogonalité et de la résolution. Le
caractere ionisable des molécules colorées d'intérét a permis de développer une sépa-
ration sur une méme phase stationnaire en faisant uniquement intervenir un change-
ment de pH de la phase mobile. Le transfert de la méthode analytique bidimensionnelle
optimisée vers le systeme de chromatographie préparative a donné lieu a la purification
des deux composés colorés. La simplicité et le colt modéré de la méthode développée
en fait une option prometteuse pour la purification d'autres colorants hydrosolubles
sensibles aux variations de pH.

L'analyse approfondie des composés purifiés par une approche multi-techniques
employant les techniques spectroscopiques de RMN, d'absorption et d’émission de
fluorescence UV-Vis et vibrationnelles (absorption infrarouge et diffusion Raman) ainsi
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que la spectrométrie de masse a haute-résolution a permis d'établir leurs structures
moléculaires. Ces deux composés appartiennent a la famille des phénoxazones, comme
pour les principaux constituants de l'orseille. Ce sont des dérivés hydroxy-méthoxylés
de la phénoxazin-3-one et leurs structures ne difféerent que d'un groupement. L'un
d’entre eux présente une substitution par une amine primaire alors que l'autre pos-
sede a la place un groupement amide, dérivé de l'acide 4-hydroxyglutamique.

Quelques incertitudes sur la structure de ces composés, notamment la position re-
lative des groupements hydroxyle et méthoxy ou la stéréochimie des carbones asy-
métriques, mériteraient d'étre levées par des analyses complémentaires en diffraction
des rayons X sur mono-cristal ou par la simulation numérique des spectres associés
aux structures moléculaires proposées via des approches de mécanique quantique.

Les signatures spectrales d'émission de fluorescence et de diffusion Raman des
deux phénoxazones sont en adéquation avec celles détectées dans les peintures brunes
du Codex Borbonicus, ce qui semblerait suggérer, de prime abord, qu’ils sont a l'origine
des signaux ayant permis l'identification de Justicia spicigera dans le manuscrit.

Des couches picturales ont été confectionnées a partir du colorant extrait des feuilles
Justicia spicigera. L'extrait coloré a été évaporé jusqu’a siccité donnant un colorant sous
forme de poudre, plus adéquat a son utilisation en tant que peinture. Il a été mélangé
dans des concentrations variées a deux liants végétaux, la gomme arabique et la colle
d'amidon de mais, et a été appliqué sur un support papier recouvert ou non d’'une
couche préparatoire au gypse. Des peintures brunes ont ainsi été obtenues, d'appa-
rence proche de celles observées dans le Codex Borbonicus. Un vieillissement artificiel
de ces peintures modeéles a mis en évidence une sensibilité modérée a la lumiérecom-
parable a celle des peintures du manuscrit. Quels que soient le mode de préparation
ou l'état de vieillissement des couches picturales, dans la mesure des conditions tes-
tées, les signaux caractéristiques d’émission de fluorescence et de diffusion Raman ont
été détectés.

Comme mentionné précédemment, ces signaux pourraient étre attribués aux deux
phénoxazones identifiées de par la bonne corrélation des signatures spectrales en-
registrées. Cependant, le mode de préparation des couches picturales d’apparence
proche de celles des peintures du Codex Borbonicus implique un certain délai entre
le début de I'extraction et 'obtention du colorant en poudre par évaporation. Or, nous
avons pu mettre en évidence que l'extrait coloré était instable tant qu'il était en solution
et que sa composition moléculaire évoluait au cours du temps. A 'échelle du temps né-
cessaire a I'évaporation de la solution colorée a température ambiante, les deux com-
posés colorés caractérisés se sont révélés absents de la composition moléculaire du
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colorant en poudre. En revanche, plusieurs composés présentant de faibles absorp-
tions dans le visible y ont été détectés. Nous pouvons faire 'hypothése qu'ils dérivent
des deux phénoxazones majoritaires et possedent le méme cceur de structure. lls pour-
raient alors étre responsables des signaux d'émission de fluorescence et de diffusion
Raman enregistrés dans les peintures modeéles fabriquées en laboratoire, considérant
qu'ils possedent des signatures spectrales proches des composés dont ils sont issus.
A I'avenir, une caractérisation plus approfondie de ces autres composés colorés serait
ainsi souhaitable.

On ne peut toutefois pas écarter le fait qu'un mode de préparation du colorant dif-
férent de celui que nous avons adopté ait été mis en ceuvre pour la réalisation des
peintures brunes du Codex Borbonicus. Il pourrait notamment permettre la conserva-
tion des deux phénoxazones présentes initialement dans 'extrait, dans la matiere colo-
rante appliquée sur le manuscrit. Pour aller plus loin, il serait ainsi pertinent d'envisager
d'autres modes d'extraction et de préparation du colorant extrait des feuilles de Justicia
spicigera et d'évaluer leur influence sur les réponses spectrales et la composition molé-
culaire des peintures produites. Maintenant que la famille moléculaire du colorant de
Justicia spicigera est connue, il serait intéressant de faire des rapprochements avec la
préparation de l'orseille, présentant des constituants moléculaires proches et permet-
tant I'obtention de rendus colorés tres variés selon sa mise en ceuvre. Son usage est
plus répandu pour la fabrication de peintures et est mieux documenté, constituant une
base sur laquelle s'appuyer pour de futures expériences.

Par ailleurs, les signatures spectrales associées a l'extrait coloré de Justicia spici-
gera ne lui sont pas spécifiques. Elles ont également été détectées pour une autre
plante tinctoriale de la famille des Acanthacées d'origine asiatique, Peristrophe bival-
vis, contenant les deux mémes phénoxazones identifiées pour jJusticia spicigera. Nous
avons pu raisonnablement rejeter le I'hypothese qu’elle ait été utilisée pour 'obtention
des couches picturales du Codex Borbonicus au vu de sa répartition géographique, limi-
tée a I'Asie et du contexte de production du manuscrit en Mésoamérique. Néanmoins,
d'autres especes de Justicia sont utilisées en Amérique Centrale pour la production de
colorants violets comme Justicia tinctoriella et Justicia macrantha et, a ce jour, leurs mo-
lécules colorées n'ont pas été caractérisées. Il n'est ainsi pas exclu qu’elles contiennent
les mémes composés colorés que Justicia spicigera. 1l serait essentiel de comparer la
composition moléculaire de ces différentes espéces. Dans le cas ou elles partageraient
des composés communs, la recherche de marqueurs spécifiques a chacune d'elle sera
primordiale pour prétendre pouvoir les distinguer.
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Des questions sur la formation des deux composés colorés identifiés a partir des
précurseurs présents dans les feuilles de Justicia spicigera ou sur la compréhension de
la décoloration du colorant face a une exposition a la lumiére restent encore a explo-
rer. Pour y répondre, I'approche devra étre étendue pour permettre la recherche de
composés qui peuvent étre incolores (précurseurs ou produits de dégradation).

Malgré ces questions restant en suspens, 'ensemble des caractérisations molécu-
laires et spectrales réalisées dans le cadre de cette thése constitue un socle de connais-
sances solides pour l'identification du colorant extrait de justicia spicigera dans les ob-
jets du patrimoine culturel mésoaméricain.
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Annexe A Glossaire des molécules

Classement par ordre alphabétique

2-acétylamino-8-hydroxy-7-méthoxy-phénoxazin-3-one ou Périsbivalvine A

H
HO N N
o
o o) o)
2-amino-phénoxazin-3-one ou Questiomycine A

N NH,
CE i(i\[
o o

2-amino-8-hydroxy-7-méthoxy-phénoxazin-3-one ou Périsbivalvine B
HO N NH,
ji:[ j\/>[
\o o o
2-amino-7-hydroxy-8-méthoxy-phénoxazin-3-one

o N NH
PSS e
HO o) (0]

2-amino-7,8-méthoxy-phénoxazin-3-one ou Péristrophine

P N\ NH,
\o: : :o: : ;o
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2-hydroxy-phénoxazin-3-one

N OH
@i@
(o) (0]

2-N-(4-hydroxy-y-glutamyl)-7-hydroxy-8-méthoxy-3H-phénoxazin-3-one

OH NH,
o N H OH
/ \
(o} (0]
HO (0} (0)

3H-phénoxazin-3-one (ou phénoxazin-3-one)

N
(L
o o
4-hydroxy-N-(2-hydroxy-4,5-diméthoxyphényl)-L-glutamine ou Justiciamide
0 N
g :©i
\o OH

7-hydroxy-phénoxazin-3-one ou Résorufine

N
OSSN
HO (o] o

8-hydroxy-phénoxazin-3-one

HO N
T
o o

H NH,

0
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7-hydroxy-phénoxazin-3-one ou Ether méthylique de résorufine

N
/@j;l
\o o o

Acide 4-amino-3-hydroxy-N-(2-hydroxy-4,5-diméthoxyphényl)-4-oxobutanoique
OH OH
0 N
g j@[ O
o)
\O OH

Amino-orcéines avec R = H ou orcinol

HO
N R
A
OH
H,N o) )

Chandrananimycine D

N §
HO X \[(\OH
0
) )

Hydroxy-orcéines avec R = H ou orcinol

HO
N R
X
OH
HO o] o
Justiciamide

voir a 4-hydroxy-N-(2-hydroxy-4,5-diméthoxyphényl)-L-glutamine
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Kaempféritrine
voir a Kaempférol-3,7-dirhamnose

Kaempférol-3,7-dirhamnose ou Kaempféritrine

OH
OH
HO, W0 o
W °

HoY o

OH o WWOH

o
\\\\\“"' “uy,,
OH
Kaempférol-3-(3'-acétyl-rhamnose)-7-rhamnose
OH
OH
HO WO o
- o
\}
HO o
OH o WWOH
o o
\\\\“““ ""'///o)k
OH
Kaempférol 3-arabinose-7-rhamnose
OH
OH
HO WO o
o o

Ho™

OH o
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Maroxazinone

~ N\ NH,

Périsbivalvine A
Voir a 2-acétylamino-8-hydroxy-7-méthoxy-phénoxazin-3-one

Périsbivalvine B
Voir a 2-amino-8-hydroxy-7-méthoxy-phénoxazin-3-one

Péristrophine
Voir a 2-amino-7,8-méthoxy-phénoxazin-3-one

Questiomycine A
VOoir a 2-amino-phénoxazin-3-one

Résorufine
voir a 7-hydroxy-phénoxazin-3-one

Vénézuéline E
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Annexe B Appellations vernaculaires correspon-

dant a lI'espece Justicia spicigera

L'espéece Justicia spicigera est connue sous diverses appellations vernaculaires. Elles

sont résumées dans le Tableau B.1.

Tableau B.1 - Appellations vernaculaires de J. spicigera.
MX = Mexique, GT = Guatemala.

Nom Langue/peuple | Zone géographique | Référence(s)
Andichkaan [Baqueiro-Pefia et
Popoluca Veracruz (MX) )
Caandathana Guerrero-Beltran, 2014]
~. . [Pena Aguero, 2010]
Afil de piedra Espagnol ,
[Chavez, 2017]
o Péninsule du Yucatan [Baqueiro-Pefia et
Bisil k'aax Maya ,
(MX) Guerrero-Beltran, 2014]
[Ortiz-Andrade et al.,
2012]
Péninsule du Yucatan | [Espinosa-Morales et al.,
Chak lool Maya
(MX) 2012]
[Baqueiro-Pefa et
Guerrero-Beltran, 2014]
_ [Chan-Bacab et al.,
Chak xiu Maya
2015]
) ) i [Bagueiro-Pefla et
Charatzicua Tarascan Michoacan (MX) )
Guerrero-Beltran, 2014]
. Péninsule du Yucatan [Baqueiro-Pefia et
Cross k'aax tsiits | Maya .
(MX) Guerrero-Beltran, 2014]
Péninsule du Yucatan
Cruz k'aax [Pena Aguero, 2010]
(MX)
Gu gi'in Zapoteca MX [Roquero, 2006]

Suite a la page suivante
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Annexe B. Appellations vernaculaires correspondant a I'espéce Justicia spicigera

Tableau B.1 - suite de la page précédente

Nom

Langue/peuple

Zone géographique

Référence(s)

Hierba azul

[Thomas, 1866]
[Chavez, 2017]

(MX)

Hierba de adil Espagnol Chiapas (MX) [Roquero, 2006]
Hierba de la )
. Espagnol [Chavez, 2017]
virgen
Hierba de Santa [Roquero, 2006]
] Espagnol GT
Inés [Terrazas Mata, 2012]
Hierba del sol Espagnol Puebla (MX) [Roquero, 2006]
Hierba purpura | Espagnol [Chavez, 2017]
Hierba tinta Espagnol [Chavez, 2017]
Péninsule du Yucatan [Baqueiro-Pefia et
Ichkan Maya ,
(MX) Guerrero-Beltran, 2014]
Limalin [Chavez, 2017]
. ) ) [Bagueiro-Pefla et
Mayotte Huasteques San Luis Potosi (MX) i
Guerrero-Beltran, 2014]
. [Pena Aguero, 2010]
Me tzi Aa Oaxaca (MX) i
[Chavez, 2017]
Mexican ] [Bagueiro-Pefla et
Anglais ,
honeysuckle Guerrero-Beltran, 2014]
[Hernandez, 1943]
[Pena Aguero, 2010]
) Durango, Guerrero et
Micle ) [Cardon, 2014]
Hidalgo (MX) _ ~
[Baqueiro-Pena et
Guerrero-Beltran, 2014]
) . [Hernandez, 1943]
Guanajuato, Hidalgo,
; - [Cardon, 2014]
Mohintle México, Oaxaca, etc. , ~
[Baqueiro-Pena et
(MX) ,
Guerrero-Beltran, 2014]
[Pena Aguero, 2010]
Mohintli Hidalgo (MX) [Baqueiro-Pefia et
Guerrero-Beltran, 2014]
San Luis Potosi (MX) | [Thomas, 1866]
Mohitli Huasteque et Orizaba, Veracruz | [Baqueiro-Pena et

Guerrero-Beltran, 2014]

Suite a la page suivante
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Tableau B.1 - suite de la page précédente

Nom Langue/peuple | Zone géographique | Référence(s)
[Pena Aguero, 2010]
) ) [Baqueiro-Pefa et
Mohuite Hidalgo (MX) i
Guerrero-Beltran, 2014]
[Chavez, 2017]
[Alexander, 1937]
[Hernandez, 1943]
[Hernandez, 1959]
[Wallert, 1995]
Chiapas, Nayarit, San | [Klein, 1997]
Mohuitli Nahua Luis Potosi et Vera- | [Roquero, 2006]
cruz (MX) [Pena Aguero, 2010]
[Casanova-Gonzalez
etal., 2012]
[Cardon, 2014]
[Chavez, 2017]
) Guanajuato, México,
Moictle [Hernandez, 1943]
Oaxaca, etc. (MX)
Moitle Puebla (MX) [Chavez, 2017]
Mouait Tepehua Puebla (MX) [Pena Aguero, 2010]
Mouel Puebla (MX) [Chavez, 2017]
Mouitl Puebla (MX) [Chavez, 2017]
) . ) i [Bagueiro-Pefla et
Moyotli Huasteque San Luis Potosi (MX) .
Guerrero-Beltran, 2014]
[Pena Aguero, 2010]
Mozote Huasteque San Luis Potosi (MX) | [Baqueiro-Pefna et
Guerrero-Beltran, 2014]
Muecle [Pena Aguero, 2010]
Muele [Pena Aguero, 2010]

Suite a la page suivante
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Annexe B. Appellations vernaculaires correspondant a I'espéce Justicia spicigera

Tableau B.1 - suite de la page précédente

Nom

Langue/peuple

Zone géographique

Référence(s)

Muicle

Jalisco,
México, Oaxaca, San
Luis Potosi, etc. (MX)

Guanajuato,

[Hernandez, 1943]
[Roquero, 2006]

[Pena Aguero, 2010]
[Terrazas Mata, 2012]
[Ortiz-Andrade et al,
2012]

[Baqueiro-Pefa et
Guerrero-Beltran, 2014]

Muh

Huasteque

San Luis Potosi (MX)

[Bagueiro-Pefla et
Guerrero-Beltran, 2014]

Muu

Tenek

San Luis Potosi (MX)

[Pena Aguero, 2010]

Muille

[Pena Aguero, 2010]

Muite

Huasteque

San Luis Potosi (MX)

[Pena Aguero, 2010]
[Ortiz-Andrade et al,
2012]

Muitle

Hildalgo, Oaxacan et
Veracruz (MX)

[de Avila, 2009]
[Hernandez
2009]

[Pena Aguero, 2010]
[Cardon, 2014]
[Chan-Bacab et al,
2015]

[Baqueiro-Pefa et
Guerrero-Beltran, 2017]

Ramos,

Muitle if-si

Veracruz (MX)

[Bagueiro-Pefla et
Guerrero-Beltran, 2014]

Sacatinta

Espagnol

GT et MX

[Roquero, 2006]
[Ushida et al., 2005]
[Terada, 2008]
[Terrazas Mata, 2012]
[Cardon, 2014]

[Luna, 2018]

Sacatinte

Espagnol

GT

[Roquero, 2006]

Sacramento

Chiapas (MX)

[Roquero, 2006]

Suite a la page suivante
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Tableau B.1 - suite de la page précédente

Nom Langue/peuple | Zone géographique | Référence(s)
Tinta Espagnol GT [Roquero, 2006]
Trompeta del
, Espagnol [Terrazas Mata, 2012]
diablo
Ts'is anduhaa- [Baqueiro-Pefia et
) ) Zapotec Oaxaca (MX) )
ink-Spanish Guerrero-Beltran, 2014]
. Péninsule du Yucatan [Baqueiro-Pefia et
Ts''its Maya )
(MX) Guerrero-Beltran, 2014]
[Pena Aguero, 2010]
) Péninsule du Yucatan | [Ortiz-Andrade et al.,
Yich-kaan Maya

(MX)

2012]
[Chavez, 2017]
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Annexe C J. tinctoriella et J. macrantha

Deux especes du genre Justicia, employées en Amérique Centrale, ont des proprié-
tés tinctoriales trés proches de I'espéce Justicia spicigera : Justicia tinctoriella et Justicia
macrantha. Les trois especes sont d'ailleurs toutes nommées par une appellation ver-
naculaire commune : sacatinta (en espagnol, sacar : enlever et tinta : le colorant).

Les synonymes taxonomiques et les distributions géographiques des espécesJ. tinc-
toriella et J. macrantha sont présentés dans les Tableaux et les Figures qui suivent.

Tableau C.1 - Classification et synonymes botaniques de Justicia tinctoriella et Justicia macrantha,
d'aprés Plants of the World Online [noa, d].

= pour les synonymes homotypiques (ou nomenclaturaux) et = pour les synonymes
hétérotypiques (ou taxinomiques).

J. tinctoriella

J. macrantha

Reégne | Plantae Plantae

Phylum | Tracheophyta Tracheophyta

Classe | Magnoliopsida Magnoliopsida

Ordre | Lamiales Lamiales

Famille | Acanthaceae Acanthaceae

Genre | Justicia L. Justicia L.

Espéce | Justicia tinctoriella Bennet & Raizada | Justicia macrantha Benth.

Jacobinia tinctoria (Oerst.) Hemsl.

Cyrtanthera macrantha (Benth.) Nees

Justicia colorifera V.AW.Graham

Cyrtantherella macrantha (Benth.) Oerst.

Justicia neotinctoria K.Hammer

Jacobinia macrantha Benth. & Hook.f. ex Hemsl.

Justicia tinctoria (Oerst.) D.N.Gibson

Sericographis tinctoria Oerst.
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Annexe C. J. tinctoriella et J. macrantha

(a) Justicia tinctoriella

(b) Justicia macrantha

Figure C.1 - Distributions géographiques, d'aprés Plants of the World Online [noa, d].
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Annexe D Etudescomplémentaires de certains
parametres d’'extraction

L'influence de certains paramétres intervenant lors de I'extraction du colorant, comme
le lot de feuilles, le mode de stockage des feuilles, le temps de macération ou le solvant
d'extraction a été évaluée.

1 Influence du lot de feuilles

Au cours du projet, plusieurs lots de feuilles ont été recus et utilisés aprées leur sé-
chage. Dans les mémes conditions d’extraction, nous avons pu constater certaines dif-
férences dansla composition de 'extrait aqueux issus des différents lots. Les chromato-
grammes obtenus pour trois lots de feuilles distincts sont représentés dans les Figures
D.1 et D.2 pour une détection en total scan et dans le visible, respectivement.

Les sept composeés repérés précédemment (A1, A2, F1, F2, F3, X1 et X2) ont été
identifiés quel que soit le lot de feuilles. Nous pouvons cependant remarquer des dif-
férences notables dans la proportion relative de ces composés entre chaque lot, no-
tamment pour les composés colorés X1 et X2. L'aire intégrée du pic correspondant au
composé X1 varie par exemple de 3-10° pour le lot 11/2019 a 7- 10* pour le lot 11/2020.
Nous notons également des proportions des glycosides de flavonols (F1, F2 et F3) va-
riables de 60 %, 30 % et 10 % pour les lots 11/2019 et 11/2020 vs 40 %, 50 % et 10 %
pour le lot 04/2018. Un composé supplémentaire a un t; d’environ 23,5 min, avec une
absorbance notable, a également été détecté dans I'extrait du lot 04/2018, probable-
ment un autre dérivé de flavonol au vu de son temps de rétention et de son spectre
d’absorption (Figure D.1b).
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Annexe D. Etudes complémentaires de certains paramétres d’extraction

* X1 o
a * 20.10 24.25
x
=1 22.62 24,24
] * + X1 y :
c 9.89 20.21
© mx2 *
o
5 25.00 27.06
8
< | ¢ °
* A 24.28
° +
® X1 2264 f®X2
9.99 16.78 ) 25.01 27.07
A
0] 5 10 15 20 25 30
Temps (min)
Figure D.1 - Chromatogrammes d’'extrait aqueux de Justicia spicigera
a) Lot 11/2019 b) Lot 04/2018 c) Lot 11/2020.
Phase stationnaire : puriFlash® C18-XS. Phase mobile : HCOOH 0,1 % pH 3 / MeOH.
Gradient : 5-80 % MeOH de 0 a 30 min. Détection : DAD total scan 200-750 nm.
Composés identifiés: x :A1; @:A2; ®:X1;A:F1;@:F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)
*X1
20.10
a
H X2
25.00
S N A
2 b
g 4 X1
[
® 20.21
2 m X2
o A 25.00
Q2
<
c
® X1 H X2
20.24 25.01
0 5 10 15 20 25 30

Temps (min)

Figure D.2 - Chromatogrammes d’extrait aqueux de Justicia spicigera
a) Lot 11/2019 b) Lot 04/2018 c) Lot 11/2020.
Phase stationnaire : puriFlash® C18-XS. Phase mobile : MeOH/HCOOH 0,1 % pH 3.
Gradient : 5-80 % MeOH de 0 a 30 min. Détection : DAD 400-750 nm.

282



2. Influence du mode de stockage des feuilles

Ainsi, pour s'affranchir de cette variabilité, dans la mesure du possible, le méme
lot de feuilles a été utilisé. Et ce, particulierement, lors de la phase de développement
et d'optimisation de la méthode de purification des composés colorés par chromato-
graphie préparative. En effet, comme nous avons cherché a comparer les chromato-
grammes obtenus avec divers parametres de séparation, il était important que l'extrait
analysé soit le plus constant possible.

2 Influence du mode de stockage des feuilles

Afin de ne pas dépendre d’envoi de feuilles fraiches, le potentiel de deux modes de
stockage (séchage et congélation) a été évalué.

Des extraits d'un méme lot de feuilles fraiches, séchées et congelées ont été analy-
sés par HPLC-DAD et leur composition moléculaire a été comparée (Figure D.3).

40

a 4 X1
X2
’ﬂ? Aen
S| b
~= *
(]
()
[
(5]
=
° |
(7]
2 A
<
c |
’ L
5 10 15 20 25 30 35
Temps (min)

Figure D.3 - Chromatogrammes d’extrait aqueux a partir de
a) Feuilles fraiches, b) Feuilles séchées et c) Feuilles congelées
Lot de feuilles : 04/2018.
Phase stationnaire : Aquasil C18. Phase mobile : A- H,O0 HCOOH 0,1 pH 3 % / B - MeCN. Gradient :
0% de Bde 0 a 1 min; 0-60 % B de 1 a 41 min. Débit : 0,3 mL/min. Détection DAD 485 nm.

Les extraits de feuilles fraiches et séchées présentent des chromatogrammes simi-

laires pour les composés absorbant dans la gamme du visible, considérant le nombre
de pics, leur temps de rétention et leur intensité relative. Ainsi, le procédé de séchage
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Annexe D. Etudes complémentaires de certains paramétres d’extraction

ne semble pas affecter sa composition' En revanche, dans le cas de la congélation,
la composition de l'extrait résultant difféere considérablement. Dans toutes les expé-
riences menées par la suite, des feuilles séchées ont donc été utilisées.

Par ailleurs, nous avons veérifié que le séchage des feuilles n'avait pas d'influence sur
les propriétés spectrales (émission de fluorescence et Raman) ayant permis l'identifi-
cation du colorant dans le Codex Borbonicus.

Les spectres Raman de dépdts de feuilles fraiches et séchées sont comparés dans la
Figure D.4. Les mémes bandes Raman sont mesurées indépendamment de |'état des
feuilles utilisées lors de I'extraction du colorant. Le profil spectral correspond a celui
détecté dans les peintures brunes de la partie Il du Codex Borbonicus.

578 cm!
726 cm!
824 cm!
=-e 1174 cm?
1336 cm!
1420 cm!
1496 cm!
===+ 1640 cm™?

Feuilles
fraiches

Intensité Raman normalisée (u.a.)

Feuilles
. . . . . . , séchées
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Nombre d'onde (cm-?)

Figure D.4 - Spectres Raman de dépbts de feuilles séchées vs fraiches, d’aprés [Pottier, 2017].
Lot de feuilles 2015. Laser 532 nm. Soustraction de la ligne de base.

Les spectres d’émission de fluorescence de dépdts de feuilles fraiches et séchées

sont comparés dans la Figure D.5 .

i. Ou tout du moins, pas si les feuilles sont mises a sécher alors qu'elles sont encore bien fraiches et
en bon état. En effet, nous avons pu remarquer que lorsque 'opération de séchage est réalisée alors que
I'état des feuilles a déja commencé a se dégrader, il n'est ensuite pas possible d’extraire le beau colorant

violet, des extraits bruns sont plutét obtenus.
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3. Influence du temps de macération

630 nm

Intensité de fluorescence (u.a.)

550 600 650 700 750
Longueur d'onde (nm)

Figure D.5 - Spectres d'émission de fluorescence de dépots de feuilles séchées (orange) vs
fraiches (vert), d'aprés [Pottier, 2017].
Lot de feuilles 2015. 1o, 465 nm.

Le maximum d’émission centré autour de 630 nm semble indépendant de I'état des
feuilles. Le séchage ne dégrade a priori pas les composés responsables de la fluores-
cence.

Nous avons ainsi travailler avec des feuilles séchées, en prenant soin de commen-
cer le procédé de séchage des la réception des feuilles fraiches.

3 Influence du temps de macération

Lors de cette expérience, un extrait a été préparé comme précédemment par macé-
ration des feuilles de jJusticia spicigera dans de I'eau. Au bout de 10 min de macération,
une partie de la solution a été prélevée et a été filtrée (dite « Sans macération », par
simplification) et I'autre partie a été laissée a macérer (dite « Avec macération »).

Un suivi par HPLC-DAD de la composition de ces deux solutions au cours du temps
a été réalisé (Figure D.6) .
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(a) Solution « Sans macération ».
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(b) Solution « Avec macération ».

Figure D.6 - Chromatogrammes pour les extraits « Sans macération » et « Avec macération »
a des temps de repos de a) 10 min, b) 2 h, c) 24 h et d) 8 jours.
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ. Phase mobile: A-HCOOH0,1% pH3/B -
MeOH. Gradient : 5-80 % B de 0 a 30 min. Détection 485 nm.
286 Lot de feuilles 11/2020.



3. Influence du temps de macération

Une composition similaire pour les composés absorbant a 485 nm a été observée
au cours du temps que l'extrait subisse une longue macération ou non; les intensités
d'absorbance sont également comparables.

Pour les composés X1 et X2, I'aire des pics a notamment été comparée qualitative-
ment pour les deux extraits avec et sans macération au cours du temps (jusqu’a 50 h) et
aucune différence significative n'a été observée (Figure D.7). La macération ne permet
donc pas d'extraire les composés en plus grande quantité, ni de modifier la cinétique
de I'évolution de l'extrait.

350 -
Avec macération
300 -
250 -

200 A

150 A

Aire brute

100 A

so ¢

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Temps (en heures)

(a) Aires brutes extraites pour le composé X1
2000 +
1800 - Avec macération
1600 -
1400 m
1200 -

1000 -

Aire brute

800 -
600 -
400 -

200 - u

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Temps (en heures)

(b) Aires brutes extraites pour le composé X2

Figure D.7 - Aires brutes extraites pour les composés X1 et X2 en fonction du temps pour des
extraits « Sans macération » et « Avec macération ».
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Nous pouvons toutefois noter la présence d'un composé supplémentaire a un temps
de rétention entre 25 et 30 min pour I'extrait « Avec macération » a 8 jours, en comparai-
son a celui « Sans macération ». Comme indiqué précédemment, nous avons remarqué
une grande variabilité dans la détection des composés minoritaires; or, cette expé-
rience n'a pu étre réalisée qu'une seule fois. Il serait nécessaire de répéter 'expérience
pour relier la présence de ce composé a l'influence de la macération.

La macération ayant peu d'influence sur la concentration et I'évolution de I'extrait,
par praticité, nous avons travaillé a des temps de macération courts et constants de
5a 10 min.

4 Influence du solvant d’extraction

Méme si, traditionnellement, il est treés peu probable que I'extraction ait été réalisée
avec un solvant organique, d'un point de vue méthodologique, il est toutefois intéres-
sant de voir si certains solvants ont un pouvoir d’extraction meilleur que I'eau afin de
maximiser la quantité de composés d'intérét colorés en vue de leur purification.

Le protocole d’extraction était identique a celui décrit précédemment (partie 2.2.1).
Seul le solvant d'extraction a été modifié.

Plusieurs solvants d'extraction ont été testés afin de voir leur influence sur la compo-
sition moléculaire de I'extrait obtenu. Les chromatogrammes obtenus sont présentés
dans les Figures D.8a et D.8b, en total scan et dans le visible respectivement.

Nous avons pu constater que I'eau est de loin le meilleur solvant pour mettre I'ex-
traction des composés colorés principaux, X1 et X2 (Figure D.8b). Seul le mélange eau-
méthanol permet I'extraction du composé X1 en quantité notable (avec une intensité
du pic correspondant toutefois 4 fois inférieure a celui dans de l'eau); le composé X2
n'est quant a lui pas détecté avec ce mélange extracteur.

Les chromatogrammes obtenus en total scan présentent moins de pics que pour
celui des extraits a I'eau et mettent ainsi en évidence une moins grande variété de com-
posés extraits dans le cas des extraction réalisées avec des solvants différents de I'eau.

288



4. Influence du solvant d'extraction

Absorbance (u.a.)

Absorbance (u.a.)

2 3 4 5 6 7
Temps (min)

(a) Détection DAD total scan 200-750 nm.

X1
*

— .

2 3 4 5 6 7
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(b) Détection DAD 400-750 nm.

H,0

MeOH:H,0

MeOH

MeCN
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DMF

THF

H,0
MeOH:H,0
MeOH
MeCN
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Figure D.8 - Chromatogrammes de I'extrait de J. spicigera avec différents solvants d'extraction.
Phase stationnaire : Strategy™ C18-HQ. Phase mobile: A-H, 0,1 % HCOOH pH 3/ B - MeCN.

Gradient : 5-95 % B de 0 & 5 min puis 95 % B de 5 a 10 min.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1;@:F2; B:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)
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Annexe E Définition des gradients génériques

Pour les analyses préliminaires en HPLC, des gradients génériques ont été définis en
s'inspirant de conditions classiqguement employées dans le cadre d'analyse de colorants
(Chapitre 2, partie 1.1.3).

1 Choix du débit de la phase mobile

Le choix du débit de travail s'appuie sur I'équation de Van Deemter. La courbe de
Van Deemter représente la hauteur équivalente a un plateau théorique, H E PT (définie
par I'équation 2.5), en fonction de la vitesse linéaire de la phase mobile, u, et est régie
par I'équation :

HEPT:A+§+C~u (E.1)

avec A, terme de diffusion turbulente, % terme de diffusion moléculaire longitudinale
et C-u, terme de résistance au transfert de masse. Cette courbe est une hyperbole dont
le minimum correspond a l'efficacité maximale du systeme chromatographique, pour
une vitesse u optimale (et un débit optimal associé). Ces parametres sont notamment
dépendants du diametre des particules, d, : plus d, est petit, meilleure est l'efficacité
(HEPT,,, faible) et plus grande est la vitesse linéaire optimale (et donc le débit)(Figure
E.1). Par conséquent, l'utilisation de particules de faible diamétre permet de travailler a
des débits supérieurs, donc de faire des analyses plus rapides, sans perte d'efficacité.

Nous travaillons avec des colonnes dont le diameétre de particules du remplissage
est de 5 um; d'apres la courbe de Van Deemter pour des particules de ce diametre, la
vitesse linéaire optimale pour des colonnes de ce diamétre se trouve entre 0,8 et 1,5
mm/s [Desmet et al., 2006, Grumbach et al., 2009, Cielecka-Piontek et al., 2013]. Cela cor-
respond a un débit optimal, D, compris entre 0,10 a 0,20 mL/min pour des colonnes

de diametre interne de 2,1 mm et de porosité 0,62 .

opt’

d2

. L \ _ _ c
i. Calculé d'apres D, = uyy - Sopy = thop - T - €.
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)

H (um)
25

[
ug (mm/s)

Figure E.1 - Influence de la taille des particules sur les courbes de Van Deemter.
Noir : 5 pm, Bleu : 3,5 pm, Rouge : 1,7 pm, Vert : Monolithe.
Figure extraite de [Desmet et al., 2006]

Nous avons fait le choix de travailler en milieu de gamme a un débit de 0,15 mL/min.

2 Proportions en solvant organique

Des systémes binaires hydro-organiques ont été utilisés comme phase mobile, avec
comme modificateur organique de I'acétonitrile ou du méthanol.

Dans un premier temps, pour définir les proportions en solvant organique, des tests
ont été réalisés avec la phase stationnaire HQ dans le systéme d'élution MeCN pH 3.
Pour commencer, un long gradient de faible pente, de 5 a 95 % MeCN en 60 min, a été
testé (chromatogramme non montré). L'ensemble des composés a été élué au bout
d’'une vingtaine de minutes : le temps de gradient a donc été raccourci de 60 a 30 min.
Les divers composés étant bien répartis dans le gradient et plutét bien résolus, la pente
de 1,5 %/min a été conservée : le gradient générique dans I'acétonitrile a donc été défini
comme 5 a 50 % MeCN en 30 min.

Pour créer un gradient en MeOH avec une gamme de rétention similaire a celle ob-
tenue en MeCN, nous nous sommes appuyes sur les proportions d'isoéluance définies
telles que %MeOH = 1,28 - %M eCN [Boyes et Dong, 2018, Stoll, 2020]. Ainsi, un pre-
mier gradient de 5 a 70% MeOH en 30 min a été testé. Cependant, dans ces conditions,
les temps de rétention étaient bien supérieurs a ceux obtenus avec le gradient géné-
rique en MeCN. Il a donc été nécessaire d'augmenter la proportion de méthanol pour
augmenter la force éluante de la phase mobile. De ce fait, une autre proposition de
gradient générique de 5 a 80 % MeOH en 30 min a été adoptée. Elle a permis d'avoir
des gammes de rétention comparables pour les deux modificateurs organiques (avec

292



3. Influence de I'ajout d’additif dans la phase organique

des temps de rétention pour le composé le plus retenu de 20 et 25 min, respectivement
dans MeCN et MeOH, voir Figure E.2).

Absrobance norm. (u.a.)

15 20 25 30
Temps (min)

o
wn
=
S}

Figure E.2 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux obtenus avec les gradients génériques
(a) de MeOH, 5-80 % en 30 min et (b) de MeCN, 5-50 % en 30 min.
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ. Phase mobile : HCOOH 0,1 % pH 3/solvant
organique. Détection : DAD total scan 200-750 nm.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1; ®:F2; +:F3.
(Attributions correspondant a la Table 3.1 du Chapitre 3)

Les gradients d'élution génériques ont ainsi été définis : de 5 a 50 % de MeCN en 30
min ou de 5 a 80 % de MeOH en 30 min, avec un débit de phase mobile de 0,15 mL/min.

3 Influence de I'ajout d’additif dans la phase organique

Pour les phases mobiles composées d'un mélange binaire hydro-organique, dans
le cas de la présence d'additif (HCOOH ou HCOONH,), celui-ci est peut étre ajouté a
la phase aqueuse et a la phase organique (exemple : MeCN HCOOH 0,1 % pH 3/H,0
HCOOH 0,1 % pH 3) ou uniquement a la phase aqueuse (exemple : MeCN/H,0 HCOOH
0,1 % pH 3).

Dans le cadre de notre étude d'optimisation et de comparaison des différents sys-
temes d’élution, afin de faciliter les manipulations en limitant la préparation de phases
mobiles, nous avons envisagé l'utilisation de mélanges binaires ou I'additif est seule-
ment présent dans la phase aqueuse. De cette fagon, les quatre voies du mélangeur de
la pompe sont reliées aux bouteilles suivantes : pur méthanol, pur acétonitrile, solution
aqueuse d'acide formique (a 0,1 %) et solution aqueuse de formiate d'ammonium (5
mM). Il est ainsi possible d'obtenir directement les quatre systemes d’élution a I'étude
sans manipulations supplémentaires de préparation de phase mobile. Cela aura évi-
demment un avantage considérable a I'échelle semi-préparative au vu des quantités
de solvants consommeées.
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Annexe E. Définition des gradients génériques

Nous avons donc cherché a vérifier que cette simplification n'avait pas de grosses
incidences sur les séparations obtenues.

La figure E.3 présente les chromatogrammes de I'extrait aqueux obtenus pour l'acé-
tonitrile dans les cas MeCN/H,0 HCOOH 0,1 % pH 3 (A) et MeCN HCOOH 0,1 % pH 3/H,0
HCOOH 0,1 % pH 3 (B). Peu de différences ont été constatées en termes de rétention,
sélectivité et résolution. Pour faciliter les manipulations, nous avons donc choisi de
travailler par la suite en ajoutant I'additif seulement a la phase aqueuse. Les mémes
résultats (non montrés) ont été obtenus a pH 8 et également dans le méthanol (pH 3
et pH 8).
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Figure E.3 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux obtenus pour une phase mobile
(a) H,O0 HCOOH 0,1 % pH 3/MeCN (additif uniquement dans la phase aqueuse) et
(b) H,0 HCOOH 0,1 % pH 3/MeCN HCOOH 0,1 % pH 3 (additif dans les phases aqueuse et
organique).
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ.
Gradient : 5-50 % MeCN en 30 min. Détection : DAD total scan 200-750 nm.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1;A:F1; @®:F2; %+ :F3.
(Attributions correspondant a la Table 3.1 du Chapitre 3)
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Annexe F Données complémentaires sur les com-
posés F1, F2, F3, etc.

1 Flavonols
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Figure F.1 - Spectres Raman d'un standard de kaempféritrine et de I'extrait de J. spicigera.
Laser 532 nm. Soustraction de la ligne de base.
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Annexe F. Données complémentaires sur les composés F1, F2, F3, etc.
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Figure F.2 - Spectres d'absorption UV-Vis des flavonols F1, F2 et F3.
Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3

2 Dérivés amino-diméthoxyphénol
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Figure F.3 - Spectres d'absorption UV-Vis des dérivés d’acides aminés A1 et A2.
Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3
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3. Autres composés

3 Autres composés

497 nm

Absorbance norm. (u.a.)
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Longueurd'onde (nm)

(a) Spectres d'absorption UV-Vis a pH 3
605 nm
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(b) Spectres d’absorption UV-Vis a pH 8

Figure F.4 - Spectres d'absorption UV-Vis des composés [M+H]" m/z 358, notamment détectés
dans le chromatogramme Figure 3.15 du Chapitre 3.
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Annexe F. Données complémentaires sur les composés F1, F2, F3, etc.

449 nm
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Figure F.5 - Spectre d’absorption UV-Vis des composés [M+H]* m/z 359 a pH 3, notamment
détectés dans le chromatogramme Figure 3.15 du Chapitre 3.
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3. Autres composés
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Figure F.6 - Exemples de spectres d’absorption UV-Vis a pH 8 d’autres composés minoritaires
présents a des temps de repos longs. 299



Annexe F. Données complémentaires sur les composés F1, F2, F3, etc.

266 nm 368 nm

Absorbance (u.a.)

200 300 400 500 600 700
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Figure F.7 - Spectre d’absorption UV-Vis du composé détecté dans le chromatogramme Figure
3.31 du Chapitre 3, lors du vieillissement a la lumiére d'un dépbt de solution du papier.
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Annexe G Evolution de la composition de la so-
lution : données complémentaires

Nous avons mis en évidence que la concentration des composés colorés, notam-
ment X1 et X2, dans l'extrait aqueux évoluait en fonction du temps de repos de la so-
lution (apres avoir retiré les feuilles) (Figure 3.15, partie 3.3). En complément, les chro-
matogrammes obtenus en détection total scan pour différents temps de repos sont
présentés en Figure G.1. Aucune évolution notable des autres composés de l'extrait,
tels que les flavonols, n'a été observée.

a
b
B
2
[
Qo
c
©
Lo cC
S
o
(7]
Q2
<
d
A
+
0 5 10 15 20 25 30

Temps (min)

Figure G.1 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux pour des temps de repos distincts :
10 min, 5 h, 8 h et 6 jours.

Phase stationnaire : Strategy™ C18-HQ. Phase mobile: A-H, 0,1 % HCOOH / B - MeCN.
Gradient : 5-50 % B de 0 a 30 min puis 50 % B de 30 a 40 min. Détection : DAD Total scan 200-750
nm.

Composés identifiés: x :A1; ®:X1; A:F1; @ :F2; M:X2;+:F3.

(Attributions correspondant au Tableau 3.1)

301



Annexe G. Evolution de la composition de la solution : données complémentaires

Afin d'identifier plus précisément les temps de repos maximisant les quantités des
composeés X1 et X2, un suivi de I'évolution a été réalisé entre 0 et 760 min (environ
12,5 heures). Un gradient d'élution raccourci a été utilisé pour permettre des points
rapprochés en début de réaction d’évolution. Les aires intégrées pour les composés X1
et X2 ont été extraites et tracées en fonction du temps de repos pour trois expériences
indépendantes (pour un méme lot de feuilles). Les résultats obtenus sont représentés
dans la Figure G.2.
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Figure G.2 - Aires des composés X1 et X2 en fonction du temps pour trois expériences
indépendantes

Pour les trois expériences, la concentration maximale du composé X1 a été atteinte
pour le temps de repos le plus faible'. Sa concentration diminue ensuite jusqu’a ne plus
étre détectable. Quant a la concentration du composé X2, elle augmente du début du
temps de repos jusqu’a 200-300 min, avant de diminuer également jusqu’a des valeurs
tres faibles. Il semblerait que la diminution de la concentration en X1 se fait au profit
de celle en X2.

Silatendance d’évolution est commune aux trois expériences, nous pouvons consta-
ter une absence de répétabilité exacte de I'expérience : la décroissance de X1 est plus ou
moins rapide selon les cas, et le pic en concentration de X2 est atteint pour des temps

i. Les temps incompressibles de macération et de filtration de I'extrait avant son injection, ne nous
ont pas permis de réaliser d’analyse en moins de 10 min apres le début de I'extraction.
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de repos variables. Cette variation pourrait provenir de 'inhomogénéité de I'échantillon
solide (différence de composition entre limbe et nervures des feuilles) ou de la variabi-
lité de composition interfeuilles.

Lors de la phase d'isolement des composés d'intérét, on a cherché a se placer dans
des conditions maximisant la quantité des composés a purifier. Malgré la non-répétabilité
de I'évolution constatée, se placer dans de telles conditions n'a pas été problématique.
En effet, méme si l'aire du composé n’était pas exactement a son maximum, les valeurs
restaient satisfaisantes sur une fenétre de temps suffisamment large.
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Annexe H Chromatogrammessupplémentaires:
HPLC-FLD
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Figure H.1 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux de J. spicigera a) Détection DAD 485 nm et b)
Détection FLD A, =500 nm et A, = 600 nm
Phase stationnaire : Aquasil C18. Phase mobile: A- HCOOH 0,1 % pH 3/ B - MeCN. Gradient : 0 %
de Bde 0 a1 min; 0-60 % B de 1 a 41 min. Débit : 0,3 mL/min.
Composés identifiés : & : X1; W : X2.

305






Annexe |l Optimisation des conditions de ré-
extraction du colorant apres dépot
sur papier

Afin de pouvoir évaluer analyser la composition moléculaire du colorant aprés son
dépot sur support, un protocole de réextraction du colorant a été établi.

Les performances de quatre solvants extracteurs (H,0, H,0/MeOH 50/50, MeOH et
DMSO) ont été comparées vis-a-vis du rendement d'extraction des composés colorés,
X1 et X2.

Un extrait de Justicia spicigera a été préparé selon le protocole habituel (décrit dans
la partie 2.2.1). Une partie de la solution filtrée a été directement analysée par HPLC-
DAD et une autre partie a été utilisée pour réaliser des dépdts de 20 pL sur du papier
Whatman 1. Apres leur séchage, les dépdts ont été découpés en morceaux etimmergés
dans 200 pL de solvant extracteur pendant 20 min. Les solutions résultantes ont ensuite
été prélevées, filtrées et analysées en HPLC-DAD. Les aires des pics des composés X1 et
X2 ont été intégrées pour I'extrait aqueux obtenu par macération des feuilles et pour les
solutions du colorant réextrait par les différents solvants testés. Les rapports de l'aire
réextraite sur I'aire du composé dans I'extrait aqueux ont été calculés en pourcentage
pour chaque solvant extracteur.

Cette expérience a été réalisée en triplicat, avec trois préparations indépendantes
d'extrait aqueux a partir de feuilles de Justicia spicigera. Les moyennes des rapports
obtenus pour les trois expériences sont présentées dans la Figure I.1.
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Annexe |. Optimisation des conditions de réextraction du colorant apreés dépot sur
papier

o

Aire réextraite/aire dans I'extrait (%)

Eau Eau/MeOH 50/50 MeOH DMSO
Solvant de réextraction

Figure 1.1 - Moyennes des rapports des aires des pics des composés X1 et X2 dans les solution
réextraites sur leurs aires dans I'extrait aqueux brut.

Pour les quatre solvants, les rendements de réextraction obtenus sont assez faibles
(inférieurs a 10 %). Les meilleurs résultats pour les deux composés semblent obtenus
avec le DMSO. Cependant, pour éviter les soucis liés a l'injection en HPLC de larges
volumes de DMSO, tres éluant, nous avons fait le choix de travailler avec un mélange
eau-méthanol 50/50.

La répétabilité du protocole avec le solvant extracteur ainsi choisi a été évaluée pour
la réextraction de cing dépots sur papier a partir d'un méme extrait aqueux brut. Les
coefficients de variation obtenus étaient d'environ 7 et 4 % respectivement pour X1 et
X2. Nous les avons jugés satisfaisants pour le suivi semi-quantitatif de la composition
qgue nous cherchions a mettre en place.
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Annexe ] Pigments laqués

Afin d'obtenir le colorant sous forme de poudre, des essais de fabrications de pig-
ments laqués ont été réalisés.

Un pigment laqué consiste en un support minéral sur lequel est précipité un colo-
rant organique, pour le rendre insoluble. Cela permet notamment une facilité de sto-
ckage et d'application en couches picturales couvrantes.

Une solution d'alun KAI(SO,), a 10 % massique, ainsi que deux solution alcalines
(Na,CO5 et Ca(OH),, toutes deux a 2,5 % massique) ont tout d'abord été préparées.

Un extrait de Justicia spicigera a été préparé selon le protocole classiquement réalisé
dans ce mémoire et décrit dans la partie 2.2.1.

Ensuite, 50 mL d'extrait aqueux de . spicigera ont été mélangés a 50 mL de la solution
d’alun, puis 65 mL de solution alcaline ont été ajoutés goutte-a-goutte, sous agitation. La
solution résultante a été laissée au repos quelques heures puis filtrée. La pate obtenue
a été mise a sécher a l'air libre, puis réduite en poudre avec un pilon et un mortier
en agate. Les poudres obtenues ont ensuite été dispersées dans deux liants (gomme
arabique et colle de mais, préparation détaillée dans la partie 2.2.5) et appliquées en
peinture sur du papier Whatman 1 préalablement enduit d'une préparation de gypse
(préparation détaillée dans la partie 2.2.5) ou non.

Cing préparations différentes ont été mises en ceuvre :

. extrait de Justicia spicigera frais brut (pH 8) + alun + carbonate de sodium

. extrait de Justicia spicigera frais brut (pH 8) + alun + hydroxyde de calcium

: extrait de Justicia spicigera repos ' brut (pH 8) + alun + carbonate de sodium

. extrait de Justicia spicigera frais pH 10 + alun + carbonate de sodium

m O N W >

. extrait de Justicia spicigera frais pH 4 + alun + carbonate de sodium

i. Pour rappel, en opposition aux extraits frais qui sont employés quelques heures aprés que l'ex-
traction ait été réalisée, les extraits subissent des temps de repos de un a plusieurs jours.
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Annexe J. Pigments laqués
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Figure J.1 - Peintures obtenues a partir de pigments laqués dans les liants gomme arabique et
colle de mais sur des papiers préparés ou non au gypse.
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Annexe K Systémes 1D:données complémen-

les

taires

Les performances des cing phases stationnaires a I'étude ont été comparées dans
quatre systemes d'élution disponibles : MeOH pH 3, MeCN pH 3, MeOH pH 8 et

MeCN pH 8. En complément de la Figure 4.1 pour MeOH pH 3 (Chapitre 4, partie 2.2.1),

les

résultats obtenus pour les trois autres systemes d’élution sont présentés dans les

Figures K.1, K.2 et K.3.

Absorbance norm. (u.a.)

°
a 17.63
* A
¢ X1
7.61 16.47 mx2 ¥
14.34 20.36 21.32
b 17.68
* 'S A
273 X1 1660 B X2 +
. 14.65 L 20.82 21.38
MA_
C 17.83
* ¢ X1 16A6 . X2 +
7.80 14.21 ° \ 20.70 21.64
d * *x1 17.06
7.51 13.75 A
: 15.83 u X2
A 20.73 20.87
M.A.A 5 N A
e * A 15.98
5.85 ® X1 H X2
14.78 +
h | '\ 12.28 \ “ 17.99 1970
0 5 10 15 20 25

Temps (min)

Figure K.1 - Chromatogrammes de lI'extrait aqueux de J. spicigera pour les cinq phases
stationnaires a I'étude : (a) puriFlash® C18-AQ (b) Uptisphere® C18-NEC (c) Uptisphere®
Strategy™ C18-RP (d) puriFlash® C18-XS et (e) Uptisphere® Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile : HCOOH 0,1 % pH 3 / MeCN. Gradient : 5-50 % MeCN de 0 a 30 min.
Détection : DAD 200-750 nm total scan.

Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1; @ :F2; M:X2;4:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)
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Annexe K. Systemes 1D : données complémentaires
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Figure K.2 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux de J. spicigera pour les trois phases

stationnaires a I'étude compatibles avec pH 8 : (a) Uptisphere® Strategy™ C18-RP (b) puriFlash®

C18-XS et (c) Uptisphere® Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile : HCOONH, 5 mM pH 8 / MeOH. Gradient : 5-80 % MeOH de 0 a 30 min.
Détection : DAD 200-750 nm total scan.
Composés identifiés: x :A1; ®:X1; A:F1; ®:F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)

°
* . 17.75
7.88 H X2
g /\«L S
m© . .
i ILI\A L . ,\
£
5 * 16.97
< 7.39 A +
§ ,\ .73 20.85
_‘E" MA ~—~—
o
@ 15 88
o]
P, 6. 17 ox H X2 +
11 14 14 62
8. 85 19.68
A A
0 20

Temps (min)

Figure K.3 - Chromatogrammes de I'extrait aqueux de J. spicigera pour les trois phases

stationnaires a I'étude compatibles avec pH 8 : (a) Uptisphere® Strategy™ C18-RP (b) puriFlash®

C18-XS et (c) Uptisphere® Strategy™ C18-HQ.
Phase mobile : HCOONH, 5 mM pH 8 / MeCN. Gradient : 5-50 % MeCN de 0 a 30 min.
Détection : DAD 200-750 nm total scan.
Composés identifiés: x : A1; ®:X1; A:F1; @ :F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1 du Chapitre 3)
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Annexe L Peristrophe bivalvis

1 Données taxonomiques et distribution géographique

Peristrophe bivalvis (ou Ld Cam, pour l'appellation vernaculaire en vietnamien) est

une espece de la famille des Acanthacées, employée au Vietnamien pour la coloration

de plats traditionnels en violet [Khue et al., 2014].

Tableau L.1 - Classification et synonymes botaniques, d’aprés Plants of the World Online [noa, d].

= pour les synonymes homotypiques (ou nomenclaturaux) et = pour les synonymes

hétérotypiques (ou taxinomiques).

Reégne | Plantae

Phylum | Tracheophyta

Classe | Magnoliopsida

Ordre | Lamiales

Famille | Acanthaceae

Genre | Dicliptera

Espece | Dicliptera tinctoria (Nees) Kostel.

Dicliptera sivarajanii Karthik. & Moorthy

Justicia tinctoria Roxb.

Peristrophe tinctoria Nees

Adeloda integra Raf.

Dicliptera babui Karthik. & Moorthy

Justicia baphica Spreng.

Justicia bivalvis L.

Justicia purpurea Lour.

Justicia roxburghiana Schult.

Peristrophe baphica (Spreng.) Bremek.

Peristrophe bivalvis (L.) Merr.

Peristrophe dalaora Nees

Peristrophe roxburghiana (Schult.) Bremek.
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Annexe L. Peristrophe bivalvis

Figure L.1 - Distribution géographique d'aprés Plants of the World Online [noa, d].

2 Analyse de I'extrait par HPLC-DAD-MS

Faute de pouvoir se procurer un standard de périsbivalvine B, nous avons cherché
a comparer les propriétés du composé X2 (rétention ou spectres MS et MS-MS) avec
celles du colorant de Peristrophe bivalvis, dans lequel est présente la périsbivalvine B.

Un extrait de Peristrophe bivalvis a été préparé a partir de poudre de feuilles destinée
a un usage alimentaire (Lotus Marché, Palaiseau, France). 0,01 g de poudre a été extrait
avec 200 pl d'eau ultra-pure pendant 5 min, a température ambiante. L'extrait a étéfiltré
avec un filtre PTFE hydrophile de 0,20 pm (Millipore, Burlington, MA, USA).

Les chromatogrammes obtenus pour les deux extraits, J. spicigera et P. bivalvis, sont
compareés dans les Figures L.3 et L.2.

Nous retrouvons dans l'extrait de Peristrophine bivalvis des composés a des temps
de rétention identiques a ceux des composés X1 et X2. Leurs spectres de rétention
(non montrés) sont également en adéquation. Les spectres de fragmentation MS? des
ions [M+H]" a m/z 259 et 404 obtenus pour les deux extraits sont également identiques
(Figure L.4).
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2. Analyse de lI'extrait par HPLC-DAD-MS
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Figure L.2 - Chromatogrammes des extraits de J. spicigera (a) et P. bivalvis (b).
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ. Phase mobile: A- HCOOH 0,1 % pH 3 /B -
MeOH. Gradient : 5-80 % B de 0 a 30 min.
Détection : DAD Visible 400-750 nm.
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Figure L.3 - Chromatogrammes des extraits de J. spicigera (a) et P. bivalvis (b).
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ. Phase mobile: A-HCOOH0,1% pH3/B-
MeOH. Gradient : 5-80 % B de 0 a 30 min.
Détection : DAD 200-750 nm total scan.
Composés identifiés: x :A1; @:A2; ®:X1;A:F1;@:F2; H:X2;+:F3.
(Attributions correspondant au Tableau 3.1, Chapitre 3)
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Annexe L. Peristrophe bivalvis

Abondance relative

Abondance relative
1,0x10" | Peristrophe bivalvis 244.2

4x10° Peristrophe bivalvis 259.2
3x10°
, 216.2
5,0x10 1463 2x10°
. 2442
1602 1880 250.2 x10° 260.3
‘ | 174.4 ‘ 216.2 386.3
0,0 +— _ L PO TSR PSRN N & " | 0 - [ ‘ Lo -
100 200 200 400
4,0x10° Justicia spicigera 2442 1,5x10" Justicia spicigera 2592
1,0x10"
2,0x10° 2162 |
X
: 146.3
160.2 187.9 2502 5,0x10° - 2442
‘ | 1743 | 59. 2163 269.3 386.2
0,0 ! 1 1 1 1 | 0,0 L | .
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m/z m/z
(a) Spectres MS? de I'ion m/z 259. (b) Spectres MS? de I'ion m/z 404.

Figure L.4 - Spectres MS? des ions & m/z 259 et 404 pour les extraits de J. spicigera et P. bivalvis.
Energie de collision (CE) 30 eV.

Nous pouvons ainsi considérer que les composés X1 et X2 sont communs aux ex-
traits coloreés de jJusticia spicigera et Peristrophe bivalvis. On peut noter que le composé
n'avait jamais été reporté a ce jour dans un extrait de Peristrophe bivalvis.

Par ailleurs, nous avons également mis en évidence que I'extrait de Peristrophe bi-
valvis présente une évolution de sa composition moléculaire au cours d'un temps de
repos, comme l'extrait de Justicia spicigera. Le composé a t; 17,7 min, assimilé a X1 est
majoritaire pour des temps de repos proche du début de 'extraction et sa concentra-

tion diminue au cours du temps au profit du composé a t; 22,7 min, assimilé a X2 (Figure
L.5).
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Figure L.5 - Chromatogrammes d'extrait aqueux de J. spicigera P. bivalvis pour un temps de repos
de (a) 15 min et (b) 3 h.
Phase stationnaire : Uptisphere® Strategy™ C18-HQ. Phase mobile: A- HCOOH 0,1% pH3/B -
MeOH. Gradient : 5-80 % B de 0 a 30 min. Détection : DAD Visible 400-750 nm.
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Annexe M Spectres RMN

1 Composé X2
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Figure M.1 - Spectre RMN "H du composé X2 dans CD;0D
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Figure M.2 - Spectre RMN 2D HSQC du composé X2 dans CD;0D
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Annexe M. Spectres RMN
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Annexe M. Spectres RMN

Figure M.8 - Spectre RMN 2D COSY du composé X2 dans DMSO-d,
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Figure M.9 - Spectre RMN 2D NOESY du composé X2 dans DMSO-dg
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Annexe M. Spectres RMN
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2. Composé X1
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Annexe N Attribution des déplacements chi-
miques en RMN pour des dérivés de
péristrophine

Les attributions précédemment faites pour le composé identifié comme la périsbi-
valvine B par [Thuy et al., 2012c] et de [Pérez-Vasquez et al., 2022] présentent des in-
cohérences et incertitudes qui nous font Iégitimement remettre en cause la structure
proposée dans ces publications.

Thuy et collaborateurs ont identifié les structures de la périsbivalvine A et B a partir
de celle de la péristrophine. L'attribution des signaux RMN pour la péristrophine [Thuy
etal.,,2012a] (Tableau N.1) semble pertinente et cohérente avec celle faite pour d'autres
phénoxazones [Maskey et al., 2003, Bezerra-Gomes et al., 2010, Abdelfattah, 2013, Ren
etal.,2013,Dey et Mukherjee, 2015,Umetsu et al., 2019]. C'est-a-dire que le déplacement
chimique du carbone C-6 est inférieur au déplacement chimique du carbone C-9 et que
le déplacement du carbone C-5a est supérieur au déplacement du carbone C-9a.

Les attributions faites pour les périsbivalvines A et B présentent quant a elles des
incohérences dans les déplacements chimiques 6. des carbones C-6 et C-9, qui se re-
trouvent dans des positions inversées par rapport a ceux de la péristrophine [Thuy
etal., 2012b, Thuy et al., 2012c] (Tableau N.1).

Les corrélations HMBC qu'ils observent ne suffisent pas a justifier les attributions
des carbones du cycle C (C-5a, C-6, C-7, C-8, C-9 et C-9a) et une inversion des attribu-
tions de ces carbones serait tout aussi cohérente avec les corrélations expérimentales
enregistrées. L'attribution de ces carbones est pourtant ensuite utilisée pour justifier
la position du méthoxy en C-7 grace a la corrélation HMBC entre les protons du mé-
thoxy et le carbone C-7. L'attribution des carbones du cycle C manquant de certitude,
la substitution du méthoxy en C-7 est donc contestable.

[Pérez-Vasquez et al., 2022] obtiennent pour la périsbivalvine B des déplacements
similaires a ceux obtenus par [Thuy et al., 2012c] (Tableau N.1) et proposent la méme
attribution, mais sans redémontrer la démarche a partir des différentes corrélations
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Annexe N. Attribution des déplacements chimiques en RMN pour des dérivés de
péristrophine

pour confirmer la structure (Tableau N.1).

lls identifient également un dérivé de la périsbivalvine A : la 2-N-(p-coumaroyl)-3H-
phénoxazin-3-one. Lors de l'attribution des signaux, ils remettent en cause les dépla-
cements des C-5a et C-9a identifiés par [Thuy et al., 2012a, Thuy et al., 2012c] pour la
périsbivalvine A : le déplacement le plus grand est attribué au carbone C-5a, voisin de
I'oxygene et non au carbone C-9a. Cependant, ils ne contestent pas la position des car-
bones C-6 et C-9 et conservent une attribution opposée a celle que I'on peut rencontrer
dans diverses phénoxazones. La position du méthoxy en C-7 est ensuite justifiée grace
a la corrélation NOESY entre le proton H-6 et les protons du méthoxy. A nouveau, le
manque de certitudes dans la position relative des carbones du cycle C, nous fait dou-
ter des structures proposées.

Tableau N.1 - Déplacements chimiques 5 en RMN pour des dérivés de péristrophine.

Molécule

L. DMSO-d, CD,0D
[Référence]

088 98.6

Péristrophine o O o s N AL e,
[Thuy et al, 2012a, | =
\O
137.4 07 148.7

150.4 179.4° 0

ThUy etal., 201 2b] 99.1 102.5

101.9 103.6 116.9 243
177.1 1346 N_133.6

Pérsb al ne A HO. 174.2 130.8 N, 13181147?4(% N 168.2 23 HO. 148.5 H 171.5
ISDIVaivi . N \H/ & \”/
[Thuy et al., 2012b, | *? I 56.3 I
~ ~
126.7707147.2 07s5.8 130.6~07149.6 >173.0 Y0

071534 171270

Thuy et G/., 201 2C] 106.4 99.6 107.3 102.1

103.7 100.7
147.6

HO_ 180.6_~_129.2 N\ NH,
Périsbivalvine B :@ e
56.7
[Thuy et al., 2012c] N0 o0 0 e No
108.9 102.8

103.6 100.7

Périsbivalvine B CXONGING NH,

145.2

[Pérez-Vasquez et al., 67
07 149.0 1407 "0” 1510 180.7°0
2022] 1089 1029

2-N-(p-coumaroyl)-
3H'phénovain'3' 100.3 o oma7 2 0 117
HO A Gn  Nlis AL HN T ‘ N
one 1T I )OS
’ SoH
[PéreZ-VésqueZ et G/., HsCO 7557 ¥ 014 18 HyCO 1sh 57 0,85 773570
107 102.7 1075 10222
2022]
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Annexe O Correction de I'auto-absorption
(effet de filtre interne)
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Figure 0.1 - Spectre d'émission de fluorescence UV-Vis du composé X1 selon le pH.
Longueur d'onde excitatrice 575 nm.
Traits pleins pour les spectres bruts; traits pointillés pour les spectres corrigés pour I'effet de
filtre interne.
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Annexe P Compléments de spectroscopie in-
frarouge des phénoxazones

Les principales vibrations caractéristiques du cceur phénoxazin-3-one sont atten-
dues dans la zone 1500-1660 cm™, correspondant aux liaisons doubles conjuguées
C=C, C=0 et C=N [Musso et Dopp, 1966,Musso et al., 1967, Afanas’eva et al., 1971]. Elles
ont été désignées dans ces travaux comme bandes 1 a 5 et sont rassemblées dans le
Tableau P.1. A cause de l'effet de la conjugaison des multiples liaisons doubles, il est
difficile d'isoler les vibrations liées a une liaison spécifique et I'attribution de ces bandes
est ainsi assez hasardeuse [Afanas'eva et al., 1971]. Peu de références récentes a ce su-
jet sont disponibles; seuls les travaux précédemment cités datant des années 1960 s'y
sont intéressés précisément.

Dans les premiéres attributions faites notamment par [Musso et Matthies, 1957] ou
[Corbett, 1965], I'intense bande a 1660-1630 cm™' est attribuée a la vibration de valence
de la liaison carbonyle C=0, celle a 1620-1595 cm™ a la vibration d'élongation de la
liaison C=N puis plusieurs bandes a 1595-1450 cm™" aux vibrations des liaisons C=C
dans les cycles aromatiques et quinoide [Stuzka et al., 1967, Afanas’eva et al., 1971].

Cette attribution est ensuite remise en cause par des travaux menés par [Musso
et al., 1967] grace a lintroduction d'isotopes 80 dans la liaison carbonyle et >N dans
le cycle central du cceur phénoxazin-3-one et a I'étude des décalages induits dans les
spectres infrarouge. La premiére bande entre 1642 et 1657 cm™' serait liée a la vibration
d'étirement de la liaison C=C du noyau quinoide; son intensité dépend de la substitu-
tion en C-2. Une deuxiéeme bande entre 1614 et 1636 cm™ correspondrait a la vibration
de la liaison C=0 de la quinone-imine. Se trouvent ensuite des bandes (une a trois) entre
1564 et 1606 cm™" associées aux vibrations des liaisons C=C des cycles aromatiques et
quinoides. Puis enfin une bande entre 1493 et 1516 cm™' serait attribuée a la vibration
de la liaison C=N.
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Annexe P. Compléments de spectroscopie infrarouge des phénoxazones

Tableau P.1 - Principales bandes d’'absorption infrarouge caractéristiques des

phénoxazin-3-ones.

[Musso et Mat-
oL , [Musso et al.,
N° | Gamme (cm™) | Description thies, 1957] 19671
[Corbett, 1965]
Bande fine et peu intense, par-
fois seulement épaulement de la
1 1660-1630 suivante, intensité sensible a la | v C=0 v C=C
position des substituants sur le
cycle quinoide
2 | 1620-1595 Fine et intense v C=N v =0
Plusieurs bandes, moins in-
tenses que la précédente,
3 | 1595-1545 _ , L, | vC=C v C=C
variables en intensité, parfois
épaulement de la précédente
Intensité moyenne a faible, va-
4 | 1535-1485 _ " v C=C v C=N
riable en position
Intensité moyenne a faible, va-
5 | 1490-1450 _ » v C=C v C=C
riable en position
Parfois plusieurs bandes, fines,
6 | 1415-1350 intensités moyennes a faibles, | v C-C, v C-N v C-C?
variables en position
Parfois plusieurs bandes, fines,
7 | 1340-1290 intensités moyennes a faibles, | v C-C, v C-N
variables en position
Parfois plusieurs bandes, fines,
8 | 1290-1240 intensités moyennes a faibles, | v C-C, v C-N
variables en position
9 |1260-1210 Assez faible v C-C vC-N v N-Phényl
Au moins une, parfois plusieurs
10 | 1215-1155 _ v C-0-C v C-07?
bandes, intenses
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