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Introduction

Ce travail de these s’inscrit dans le cadre des recherches auxquelles se consacre
depuis une vingtaine d’années I’equipe « Chimie et Biomasse » de I’Université de
Corse qui fait partie de ’'UMR-CNRS 6134, SPE (Sciences Pour I’Environnement).
L’objectif général est de contribuer a augmenter la rentabilité économique de la
biomasse en caractérisant les produits qui en sont issus en vue de leur valorisation.
Aujourd’hui, les produits naturels connaissent un réel succés dans des secteurs tels que

la parfumerie, la cosmétique, la pharmacie ou bien encore I’agro-alimentaire.

Un produit naturel se présente presque toujours sous la forme d’un mélange
complexe de composés appartenant ou non a une méme famille chimique. Sa
caractérisation, qui passe par la connaissance de sa composition chimique, est un
facteur déterminant de sa commercialisation. Cette caractérisation nécessite la mise en
ceuvre de diverses techniques analytiques qui permettent non seulement d’apprécier sa
valeur marchande, mais aussi de réaliser le contréle de la qualité ou encore de mettre
en évidence une éventuelle spécificité. Ces deux derniers points sont tout
particulierement importants dans le cas des produits originaires d’une région insulaire
comme la Corse. En effet, étant donneé I’étroitesse du marché, I’accent doit étre mis sur
la définition de signes de qualité et de reconnaissance qui peut constituer un atout lors

de la commercialisation.

Pour la grande majorité des populations rurales des pays en développement, les
plantes médicinales ont toujours constitué des ressources précieuses. Ainsi, la
médecine traditionnelle occupe une place importante dans les cultures asiatique et
africaine. Le secteur des Plantes & Parfum Aromatiques et Médicinales (PPAM)
connait dans le monde, mais aussi en France, une nette croissance. En France, la
surface dévolue a plus d’une centaine d’espéces cultivées a augmenté de pres de 20%
ces vingt dernieres années et atteint aujourd’hui 33000 ha dans 3600 exploitations.
Une centaine d’especes est cultivee mais de nombreuses espéces sont aussi recoltées
en I’absence de mise en cultures. Le secteur des PPAM touche majoritairement des
marchés tels que la parfumerie, la cosmétique, I’aromathérapie et I’agroalimentaire. Le

développement de cette filiere en France souffre toutefois d’une concurrence de plus
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en plus prononcée au plan international et d’un contexte réglementaire européen de

plus en plus difficile.

En Corse, le secteur PPAM, malgré sa petite taille (6 producteurs), bénéficie
d’une trés bonne image autour de deux produits-phares (I’immortelle et le romarin) et
d’une ressource végétale diversifiée et spécifique. Cependant, la production des huiles
essentielles est réalisée a partir de matieres premieres issues majoritairement de la
cueillette, ce qui induit des problémes liées a la gestion et a la préservation de la
ressource veégétale. Par conséquent, un des principaux enjeux pour le développement
de cette filiere réside d’une part, dans la diversification de I’offre, et, d’autre part, dans
la nécessaire mise en culture qui présente de nombreux avantages (maitrise de la

source, meilleurs rendements, rentabilité, ...).

La plupart des substances naturelles extraites des plantes aromatiques se
présentent sous forme de mélanges complexes constitues de plusieurs dizaines de
composés en proportions variables et pouvant présenter des structures et des fonctions
chimiques trés variées. Conventionnellement, I’analyse des constituants d’un mélange
complexe naturel est réalisée de différentes manieres en fonction du reésultat recherche
(analyse de routine ou étude approfondie), de la complexité du mélange ou de la nature

des constituants qui le composent (volatils ou non).

Pour cela, de nombreuses techniques analytiques sont aujourd’hui disponibles,
la démarche adoptée pour I’analyse des constituants d’un mélange complexe naturel
est différente, suivant qu’il s’agit d’identifier des composés connus et dont les
caractéristiques spectrales sont disponibles ou lorsque I’objectif est I’élucidation d’une
structure non décrite dans la littérature. D’une maniére genérale, la fiabilité des
résultats est le premier critére a prendre en compte et elle implique souvent la mise en
ceuvre de plusieurs techniques complémentaires. Globalement, on distingue les deux

voies analytiques suivantes.
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La premiere voie est basée sur le couplage «en ligne» d’une technique
chromatographique, qui permet d’individualiser les différents constituants,
généralement la Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG), avec une technique
spectroscopique, la Spectrométrie de Masse (SM) et/ou la spectrométrie Infra-Rouge
par Transformée de Fourier (IRTF), permettant I’identification des constituants par
comparaison des données spectrales avec celles de produits de référence contenus dans
des bibliothéques de spectres. Les données spectrales sont systématiquement associées
a I’utilisation des indices de rétention, qui sont calculés a partir des temps de rétention
d’une gamme étalon d’alcanes. Dans certains cas, plus complexes, comme par
exemple celui des stéréoisoméres qui présentent souvent des spectres de masse
insuffisamment différenciés et des indices de rétention proches, il est souvent

nécessaire de combiner les techniques d’analyses si I’on veut garantir un résultat exact.

En revanche, si le mélange contient soit des molécules nouvelles soit des
composes dont les données spectrales n’ont été que partiellement décrites dans la
littérature, une autre approche est souvent envisagée. Elle necessite le fractionnement
jusqu’a la purification des composés par les différentes techniques
chromatographiques, en vue de les identifier par les méthodes spectroscopiques
traditionnelles employées pour les études structurales (SM, spectroscopie infra-rouge,
ultra-violet et Résonance Magnétique Nucléaire du proton et du carbone-13...). Cette
démarche est sans aucun doute plus longue a mettre en ceuvre mais aussi plus fiable,
en partie grace a la RMN du carbone-13 qui apporte des informations extrémement

précieuses sur le squelette carboné de la molécule.

Parallelement, I’utilisation de la RMN du carbone-13 comme outil analytique a
connu ces dernieres années un essor important dans plusieurs domaines. Ainsi, a la
suite des travaux de Formacek et Kubeczka, notre équipe a mis au point et développé
une nouvelle méthode d’identification des constituants des mélanges complexes
naturels, par RMN du carbone-13, sans séparation préalable. Le principe de cette
méthode repose sur la comparaison, assistée par un logiciel d’aide a I’identification,

des raies de résonance du spectre du mélange avec celles de composes purs contenus
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dans une bibliothéque de spectres de référence. Elle est particulierement intéressante
car elle permet de prendre en compte des informations intrinseques du squelette
carboné des molécules (déplacement chimique des carbones). Cette technique permet
I’analyse de molécules quels que soient leur squelette et leur fonctionnalisation,
incluant les molécules thermosensibles et les stéréoisomeéres difficilement
différentiables par les techniques conventionnelles. Elle a été appliquée avec succes a
diverses familles de produits naturels comme les huiles essentielles, les extraits

végétaux ou bien encore les huiles végétales.

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail de these est double :

-d’un point de vue méthodologique, notre travail a d’abord consisté a poursuivre
le développement de la méthode d’analyse par RMN du carbone-13 par des études
destinées a mieux appréhender le phénomeéne de la variation des déplacements
chimiques des carbones qui constitue un des trois parameétres de notre méthode
d’analyse. Nous avons aussi contribué a I’enrichissement de la bibliotheque
«Terpenes» propre au laboratoire qui contient environ 700 spectres de composés
terpéniques de référence.

- d’un point de vue plus finalisé, nous avons étudié la composition chimique de
deux huiles essentielles de Corse (Bupleurum fruticosum et Santolina corsica) en
relation avec les producteurs installés en région corse et une troisieme Clinopodium
ascendens provenant de I’ile de Madére dans le cadre d’une approche sur la

biodiversité insulaire.

Ainsi dans le premier chapitre, nous ferons un tour d’horizon des principales
techniques utilisées pour I’analyse des huiles essentielles et nous mettrons en évidence,
a travers divers exemples, leurs avantages et leurs limites. Nous présenterons
également la méthode d’analyse par RMN du carbone-13 développée au laboratoire en
soulignant ses potentialités comme outil d’identification et de quantification des

composés de mélanges naturels et sa complémentarité avec les autres techniques.
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Dans, le deuxieme chapitre, nous examinerons le phénomeéne des variations des
déplacements chimiques des carbones dans le spectre du mélange par rapport aux
valeurs de références contenues dans la bibliotheque « terpenes ». Nous avons choisi
de mesurer cette variation a I’aide de mélanges binaires associant d’une part, des
alcools mono-, sesqui- et diterpéniques (linalol, nérolidol, geranyllinalol) et d’autre
part, des dérivés phénoliques ou carbonylés (cétones, aldéhydes, esters). Nous
examinerons également le comportement d’aldéhydes o, B-insaturés (citral) vis-a-vis

d’alcools et de dérivés phénoliques ou carbonylés.

Dans le troisieme chapitre, nous appliquerons notre technique d’identification
des constituants des huiles essentielles par RMN du carbone-13 & I’analyse de I’huile
essentielle de Clinopodium ascendens de I’ile de Madére en collaboration avec
I’université de Madeére. L’échantillonnage, I’obtention de I’huile essentielle et I’étude
antibactérienne ont été réalisées a Madeére. Notre implication dans cette étude concerne
I’identification de molécules dont certaines sont absentes des bibliotheques de spectres
(CPG/SM et RMN C).

Nous proposerons dans le quatriéme chapitre, I’analyse par RMN **C d’un
échantillon d’huile essentielle de Bupleurum fruticosum qui est commercialisée par
les producteurs locaux, afin de caractériser cette plante par I’étude détaillee de la
composition chimique. Nous examinerons aussi divers parametres pour une
éventuelle production (période de récolte, variabilité chimique intraspécifique,...).
Nous utiliserons des outils statistiques d’interprétation pour realiser I’étude sur la
variabilité intraspécifique (ACP, K-means). Enfin, nous présenterons les résultats
d’une part, sur une nouvelle technique d’obtention des huiles essentielles par micro-
ondes et d’autre part, sur I’hydrolat ou eau florale obtenu conjointement a I’huile

essentielle.

Le dernier chapitre sera consacré a I’analyse de la composition chimique de
I’huile essentielle d’une plante endémique cyrno-sarde, Santolina corsica afin de

proposer un élargissement de la gamme d’huiles essentielles produites en Corse. Nous
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montrerons en particulier les potentialités de la méthode pour la caractérisation de
cette huile essentielle qui renferme de nombreux terpénes irréguliers présentant une
grande variété de squelettes. Nous insisterons sur I’identification de nouveaux
monoterpénes irreguliers. Enfin, nous présenterons les résultats obtenus en
collaboration avec I’équipe « Biochimie et biologie moléculaire du végétal » dirigée
par Mme le Professeur Liliane Berti, sur I’évaluation de I’activité antimicrobienne de

cette huile essentielle.
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Chapitre | Les méthodes d’analyse les mélanges complexes naturels

Les produits naturels d’origine vegétale - extraits, huiles essentielles, resines -
sont de nos jours trés recherchés. lls se présentent pratiquement toujours sous forme
d’un mélange complexe constitué de plusieurs dizaines — voire d’une centaine et plus —
de composés en proportions variables. Ces produits naturels présentent un grand
intérét comme matiere premiere destinée a différents secteurs d’activité tels que la
pharmacie, la cosmétique, la parfumerie et I’agroalimentaire. De plus, dans le domaine
industriel, les molécules qui peuvent en étre isolées, dans la plupart des cas
optiquement actives, constituent des substrats intéressants pour I’hemisynthése de

produits pharmaceutiques, de vitamines, de substances odorantes, etc. [1]

Les mélanges naturels peuvent étre schématiquement repartis en deux groupes :
les volatils et les non volatils. Dans le groupe des volatils, on trouve surtout les huiles
essentielles obtenues par entrainement a la vapeur d’eau (a I’échelle industrielle), par
hydrodistillation (a I’échelle du laboratoire) ou par expression a froid de plantes a
essence (zestes d’agrumes). A cette catégorie, on peut associer, bien que ce ne soient
plus des huiles essentielles si I’on tient compte de la définition de celles-ci, les
mélanges obtenus par extraction assistée par micro-ondes et méme, dans certains cas,
les extraits au CO, supercritique. Les molécules volatiles présentes dans ces mélanges
naturels proviennent du métabolisme secondaire et elles sont tres souvent formees a
partir d’entités isopréniques et constituent la famille des terpenes (ou terpénoides) tels

les monoterpenes et les sesquiterpenes, et plus rarement les diterpenes.

On trouve egalement dans ces melanges de volatils des phénylpropanoides
obtenus par biosynthese a partir de I’acide shikimique [1] et des composés non
terpéniques a chaine linéaire. Les composés non volatils du métabolisme secondaire
(qui doivent étre distingués des composés du métabolisme primaire glucides, lipides et
acides aminés), sont constitués de diverses familles de composés. Nous distinguerons,
a titre d’exemple, les terpenes et stéroides (diterpénes, triterpenes, phytostérols), les

dérivés phénoliques (flavonoides, tanins,...), les alcaloides, les coumarines, etc [2].
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La valorisation ou la commercialisation de ces mélanges naturels, quelle soit
leur application, est en général précédée d’une étape de caractérisation qui inclut
I’analyse de leur composition chimique (identification et quantification des
constituants). Ce délicat travail nécessite de disposer d’outils analytiques rapides et

fiables, chacun d’eux possédant sa spécificité et son domaine d’application.
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I. L’IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS DES MELANGES
COMPLEXES NATURELS

Les techniques analytiques pouvant étre mises en ceuvre pour I’identification
des constituants d’un mélange complexe sont nombreuse et variées. Cependant,
I’identification et la quantification des constituants d’un mélange naturel demeurent
toujours des opérations delicates qui nécessitent souvent I’utilisation de plusieurs

techniques complémentaires [3,4].

De maniere conventionnelle, I’identification des constituants d’un mélange

complexe naturel s’effectue selon deux voies (Figure 1) :

> La voie A met en ceuvre le couplage «en ligne » d’une ou plusieurs techniques
chromatographiques (CPG, CLHP), permettant d’individualiser les constituants
et d’une ou plusieurs techniques spectroscopiques qui permettent de les
identifier par comparaison de leur données spectrales avec celles de produits
connus. D’une maniére générale, cette voie est particulierement bien adaptée
aux analyses de routine ou I’identification des constituants ne présente pas de
difficultés majeures (huiles essentielles déja étudiées, contrble de qualité, ...).
L utilisation des couplages multiples a néanmoins démontre son efficacité dans
le cas d’analyses fines de mélanges complexes.

> La voie B quant a elle s’apparente a celle qui est utilisée pour élucider la structure
d’un composé nouveau (c'est-a-dire, dont les données spectrales ne sont pas
décrites dans la littérature). C’est la voie séparation-identification. Elle
nécessite I’isolement préalable des constituants avant leur analyse, par les
diverses techniques séparatives: partition acido-basique, distillation
fractionnée, cristallisation, extraction  sélective par les solvants,
chromatographie sur colonne (CC), sur couche mince (CCM), CLHP ou CPG
préparatives. Les composés purifiés sont soumis a toute la panoplie d’analyses,
incluant la RMN du proton, du carbone-13 et la RMN bidimensionnelle (2D).

Néanmoins, quand il s’agit d’identifier les composés d’un mélange dont les

11
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structures et les données spectrales sont décrites dans la littérature, une
séparation (purification) partielle peut s’avérer suffisante.

> L’analyse peut également étre menée selon la voie C (Figure 1), plus originale, qui
met en ceuvre la Résonance Magnétique Nucléaire du carbone-13 (RMN *C)
comme technique d’identification des constituants d’un mélange complexe,
sans separation ni derivatisation préalables ou éventuellement apres une étape
de seéparation aussi réduite que possible. Dans le domaine des huiles
essentielles, cette troisieme voie, initiée par les travaux de Formacek et
Kubeczka, a été développée, optimisee et informatisée par I’equipe « Chimie et
Biomasse » qui en a fait une véritable méthode d’identification des constituants
d’un mélange naturel. De plus, cette technique peut étre utilisée pour la
quantification des composés difficilement quantifiables avec les techniques

conventionnelles.

N
/ CPG/SM CPG(iySM CPG/CPG CPG/SMISM \

> CPG/IRTF CPG/IRTF/SM CLHP/SM
@ CLHP/CPG/SM CLHPRMN 'H

J

MELANGE COMPLEXE ][RMN DUCARBONE-13 S IDENTIFICATION |

Z

\\ @l :CC;CCM;CLHP;CPGP:[’[[SM+]R+RMNIH&BCJ

/

Figure 1 : les méthodes d’analyse d’un mélange complexe
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I.1.Analyse par les méthodes conventionnelles (voie A)
1.1.1 La CPG et le couplage de la CPG avec une technique spectroscopique

On attribue la découverte de la Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) a
Archer John Porter MARTIN et Richard Laurence Millington SYNGE, qui publient
dés 1941 la théorie de la chromatographie de partage [5,6]. lls recoivent en 1950 le
prix Nobel de chimie pour cette découverte qui bouleversera le monde de l'analyse.
Depuis 1955, avec la mise sur le marché du premier appareil de chromatographie en
phase gazeuse (CPG), grace aux progrés de l'instrumentation (colonne capillaire,
détecteurs, ...) et a sa relative facilité d'emploi cette technique de séparation est I’une
des plus utiles et des plus répandues dans les laboratoires de chimie analytique. De nos
jours, elle doit sa performance aux conditions optimales liées a I’utilisation des phases
stationnaires de mieux en mieux adaptées a I’analyse spécifique des mélanges

complexes [5].

1.1.1.1. La CPG et les indices de rétention

La CPG est une méthode de séparation mais aussi d’analyse. En effet, les temps
de rétention peuvent donner une information sur la nature des molécules et les aires
des pics fournissent une quantification relative. L'identification d'une substance peut
donc étre facilitée par la connaissance de son temps de rétention qui est une valeur
caractéristique pour une phase stationnaire donnée. En effet, les temps de rétention de
chaque composé dépendent des conditions expérimentales (nature et épaisseur de la

phase stationnaire, programmation de la température, état de la colonne, etc).

Une meilleure information peut étre obtenue grace a I’utilisation des indices de
rétention, mesurés sur les colonnes apolaire et polaire, qui sont plus fiables que les
temps de rétention. lls sont calculés a partir d’une gamme étalon d’alcanes ou plus
rarement d’esters méthyliques linéaires. Le calcul peut se faire pour une

expérimentation a tempeérature constante par interpolation logarithmique: indices de
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Kovats (IK) [7], ou en programmation de température par interpolation linéaire indices
de rétention ou indices de Van Den Dool et Kratz (Ir) [8]. Bien que dans la grande
majorité des cas, chaque molécule posséde des indices de rétention sur colonne
apolaire et polaire qui lui sont propres, deux molécules peuvent fortuitement co-éluer
et présenter des indices de rétention identiques. Par ailleurs, on observe fréquemment
pour un méme compose des écarts d’indice de rétention pouvant atteindre 10 et méme
20 unités, entre les données de la littérature et celles du laboratoire surtout sur colonne
polaire et ce pour les molécules les plus polaires qui sont éluées en dernier [9]. De
meilleurs résultats sont obtenus quand les produits de référence et les mélanges
naturels a analyser, sont traités rigoureusement dans les mémes conditions
expérimentales, c'est-a-dire lorsque les indices des composes de référence sont

mesurés au laboratoire.

La CPG est préférentiellement utilisée dans le cas des molécules naturellement
volatiles comme celles qui sont naturellement présentes dans les huiles essentielles
(mono et sesquiterpenes, certains diterpenes hydrocarbonés, phénylpropanoides,
molécules linéaires,...). Elle peut étre utilisée avec des molécules plus lourdes
(steroides, triterpenes,...) en utilisant une température isotherme élevée (CPG haute
température CPGHT). Ces molécules lourdes peuvent également étre rendues volatiles
a des tempeératures ne provoquant pas leur décomposition par des réactions de
dérivatisation (acétylation, silylation) [10, 11]. Encore faut-il s’assurer que la réaction
de dérivatisation soit complete pour toutes les molécules et qu’il ne se produit pas

d’artéfacts (énolisation d’une cétone suivie de silylation de I’énol par exemple).

1.1.1.2. La CPG bidimensionnelle (CPG x CPG)

La résolution de pics en CPG est parfois insuffisante pour parvenir a la
caracterisation compléte de mélanges tres complexes. Afin de pallier ce manque de
résolution, la chromatographie en phase gazeuse bidimensionnelle (CPG-2D) constitue
une alternative particulierement intéressante [12,13]. Le dispositif permet de recueillir
une fraction non résolue a la sortie de la premiére colonne pour la réinjecter ensuite

dans la seconde colonne. L’installation comporte deux détecteurs et une vanne
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d’introduction entre les deux colonnes. L’optimisation des conditions
chromatographiques a permis d’obtenir la caractérisation par CPG-2D d’effluents
pétrochimiques pour lesquels la résolution en CPG est insuffisante [14] ce qui souligne
ainsi  I’intérét de la CPG-2D par rapport a la CPG conventionnelle. La
chromatographie en phase gazeuse bidimensionnelle est aussi utilisée dans d’autres
domaines comme I’analyse de médicaments [15] ou d’aliments [16]. Elle est
également utile pour I’analyse fine des huiles essentielles complexes, soit parce
qu’elles contiennent de nombreux sesquiterpénes, voire des diterpénes, soit quand il y
a possibilitt de co-élution de certaines oléfines sesquiterpéniques avec des
monoterpénes oxygénés [17,18]. A titre d’exemple, Mondelo et coll. ont élué
séparément le B-bisabolene, I’acétate de néryle et le bicyclogermacréne qui co-éluaient

en CPG conventionnelle dans une huile essentielle de Citrus.

Néanmoins, malgré tous les perfectionnements apportés a la résolution et a la
reproductibilite des colonnes chromatographiques, ceci ne peut suffire a une bonne
identification, divers couplages de la CPG avec les techniques spectroscopiques ont été

développés.

1.1.1.3. Le couplage CPG-SM

D’un point de vue analytique, d’importants progres ont été réalisés en couplant
la CPG avec des appareils tels que le spectromeétre de masse (SM). La CPG couplée a
la SM en mode impact électronique (IE), dite CPG-SM(IE), est la technique la plus
utilisee pour I’analyse des produits naturels. Le principe de la SM-IE consiste a
bombarder a I’aide d’électrons une molécule qui sera fragmentée; les differents
fragments obtenus, chargés positivement, constituent le spectre de masse de cette
molécule. Trés souvent, le spectre de masse est caractéristique d’une molécule donnée
et, en théorie, il est donc possible d’identifier un composé en comparant son spectre a
ceux de composeés de référence, contenus dans des bibliothéques de spectres
informatisées commerciales [19-25] ou élaborées au Laboratoire. Cependant, il faut

utiliser les bibliothéques de spectres commerciales avec précaution, car bien que tres
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utiles, elles ne sont pas forcément les plus performantes. En effet, étant donnée la
diversité des composés présents dans ces banques, il est rare qu’une interrogation
n’obtienne pas de réponse; méme si a cette proposition d’identification est associée
une note de concordance moyenne. L’identification doit étre considérée en prenant en
compte le type de composé analysé. En général, I’utilisation de la banque réalisée au
sein du Laboratoire, contenant les spectres de références enregistrés dans les mémes
conditions expérimentales que celles des mélanges a étudier, donne des résultats
nettement plus fiables que les banques commerciales. Ceci est particulierement vrai
pour I’analyse des huiles essentielles contenant de nombreux sesquiterpéenes, qui,
construit a partir du méme synthon isoprénique, présentent des spectres de masse

identiques ou insuffisamment indifférenciés.

1.1.1.4. La combinaison du couplage CPG-SM et des indices de

rétention

L utilisation conjointe de la spectrométrie de masse et des indices de rétention
calculés sur deux colonnes de polarité differente (CPG), permet, en général,
I’identification d’un grand nombre de constituants dans les mélanges complexes [26-
31] dont les huiles essentielles [28-31]. Ainsi Vernin et coll. ont mis au point un
logiciel qui, par la prise en compte simultanée des indices de rétention et des spectres
de masse, a permis I’identification des constituants terpéniques de plusieurs huiles
essentielles[32-35]. De méme, Cavaleiro a développé une méthode basée sur le méme
principe, qui tient compte des données de la bibliotheque du Laboratoire et celles

constituées a partir de la littérature [36].
1.1.1.5. La CPG-SM(ICP) ou CPG-SM(ICN)
Des problemes d’identification peuvent subsister quand on utilise la SM-IE,
méme associée aux indices de rétention. Des informations complémentaires peuvent

étre obtenues avec des techniques « d’ionisation douce » telles que I’ionisation

chimique positive (ICP) ou I’ionisation chimique négative (ICN) [37,38]. Ce mode
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d’ionisation douce permet de différencier certaines molécules (des esters par exemple),
par I’observation des pics moléculaires, quand ceux-ci ne sont pas visibles en mode
impact électronique. Plus précisément, il s’agit des ions quasi moléculaires [M+H]" et
(M+H)". L’observation de ces ions donne accés a la masse molaire des composés.
Aussi, certains auteurs ont utilisé la SM(ICP) afin de différencier certains alcools des
esters correspondants par I’observation de leurs pics moléculaires. 1l faut signaler
qu’en SM(IE), ces molécules peuvent perdre soit une molécule d’eau soit une
molécule d’acide acétique et présenter des spectres de masse identiques [37,38].
L’examen des fragmentations fournit également des informations sur la structure des
molécules. Ainsi, les quatre stéréoisomeres de I’isopulégol sont différenciés sur la base
de leurs spectres de masse obtenus en utilisant I’isobutane comme gaz réactif [38]. De
méme, la connaissance de ces ions MH*, MH" et des adduits [M+CH,]",[M+NH,] a
permis I’identification des esters de thymyle, de néryle, de bornyle et de lavandulyle
dans I’huile essentielle d’Eupatorium cannabinum, I’ammoniac ou le méthane étant
employés comme gaz reéactif [39]. Divers sesquiterpénes ont pu étre identifiés en
utilisant ces techniques d’ionisation douces [37]. La SM(ICN) s’est révélée efficace

pour déterminer la masse de certaines substances soufrées [40].

Toutefois, cette technique a montré ses limites pour I’identification de molécules
ayant des structures voisines. Ainsi, le nérol et le géraniol qui ne différent que par la
stéreochimie d’une double liaison, présentent des spectres de masse ICN identiques
[41]. Ce non sélectivité occasionnelle, associée a la difficulté d’obtention des spectres
reproductibles quand ils sont enregistrés dans différents laboratoires, fait que la
SM(ICN) ou la SM(ICP) n’ont pas connu un essor considérable. En fait, cette
technique d’ionisation douce doit donc surtout étre considérée comme une technique
complémentaire de la SM(IE) pour [I’identification des constituants des huiles

essentielles [42].
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1.1.1.6. Le couplage CPG-SM-SM

Diverses difficultés rencontrées lors de I’analyse de mélanges complexes, que
ce soit dans le domaine médical (drogues, poisons), dans la recherche de polluants
dans I’environnement ou dans I’étude de coupes pétroliéres, etc... ont conduit,
récemment, a la mise en oeuvre de la spectrométrie de masse multidimensionnelle a
double analyseur (SM/SM) [43] ou a triple analyseur [44]. Cette technique consiste a
sélectionner les ions correspondant a un rapport m/z choisi au moyen d’un premier
analyseur qui joue ainsi le r6le d’un filtre. Les fragments de I’ion secondaire
constituent un deuxiéme spectre de masse qui differe en fonction de I’origine de I’ion
primaire [45]. Dans le domaine des huiles essentielles, Decouzon et coll. ont montré
que la SM/SM-ICN permet la différenciation des quatre stéréoisomeres du
dihydrocarvéol a partir des fragments caractéristiques obtenus, qui différent en
fonction de la stéréochimie axiale ou équatoriale des groupements hydroxyle et
méthyle [46]. Ce couplage a aussi été utilisé dans I’analyse de I’huile essentielle de
vétiver de Chine pour mettre en évidence la présence de 20 composés dont
I’identification ne pouvait étre réalisée uniqguement par CPG-SM. Les auteurs ont donc
pu identifier 118 composeés dans cette huile essentielle et confirmer la présence de I’a-
cedréne, de I’acoradiéne et du khusimene qui n’avaient pas pu étre mis en évidence par
CPG-SM [47].

1.1.1.7. Le couplage CPG-IRTF

La spectrophotométrie infrarouge renseigne en général sur les fonctions
chimiques présentes dans les molécules et elle permet également de différencier les
isomeéres. Le couplage de la CPG avec I’IRTF a été rendu possible car les limites de
détection de I’IRTF ont considérablement été améliorées ces dernieres années grace au
développement d’interfaces performantes [48]. Cette technique permet I’analyse des
substances volatiles. L’IRTF renseigne, bien entendu, sur les fonctions chimiques
présentes dans les molécules. 1l différencie les stéréoisoméres geométriques éventuels

(tout particulierement la stéréochimie E/Z des doubles liaisons disubstituées). Il
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permet également I’identification de certaines molécules par I’examen du domaine dit

«des empreintes digitales ».

Le couplage CPG-IRTF s’applique a I’analyse de diverses familles de composes :
les produits pétroliers et leurs additifs, les arémes, les essences naturelles, les produits
de synthese (pour I’identification des produits secondaires, des impuretés, ...) [49,50].
A titre d’exemple, le couplage CPG/IRFT s’est avéeré déterminant pour I’identification
du (E,E)-2,4-tridécadienal présent dans I’huile essentielle de Bifora radians [51]. Il est
particulierement intéressant lorsqu’il permet d’identifier des molécules présentant des
spectres de masse insuffisamment différenciés comme par exemple les isomeéres du
farnésol [52]. L’IRTF a également demontré son efficacité en permettant
I’identification du germacrene B et du bicyclogermacrene dans les huiles essentielles
d’orange et de pamplemousse [53]. Cependant dans le domaine des huiles essentielles,
le couplage CPG/IRFT doit plutdt étre utilisé en complémentarité de la SM et des

Indices de rétention, plutdt que comme technique unique d’analyse [54].

1.1.1.8 Le couplage CPG-IRTF-SM

Hedges et coll. ont mis en ceuvre la CPG couplée en parallele a deux détecteur
IRTF et SM pour I’analyse de I’huile essentielle d’Eucalyptus australiana [55]. Ceci a
permis d’identifier d’un nombre important de produits en faible quantité a coté du 1,8-
cinéole ultra majoritaire. De plus, une meilleure séparation et détection peuvent étre
obtenues par I’utilisation de la CPG multidimensionnelle (CPGMD) a trois colonnes,
une pré-colonne de polarité intermédiaire et deux colonnes analytiques polaire et
apolaire, combinées avec deux détecteurs spectroscopiques (CPGMD/IRTF/SM) [56].
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1.1.2. La CLHP et les couplages avec une technique spectroscopique

1.1.2.1. Le couplage CLHP-SM et CLHP-SM-SM

Les composés thermolabiles, polaires et ceux ayant une tres haute température de
vaporisation sont quelquefois non élués et donc indétectables par CPG. La
chromatographie liquide s'adresse donc a ces substances peu ou pas volatiles,
thermolabiles ou polaires. La mise en ceuvre du couplage de la chromatographie
liquide haute performance avec la spectrométrie de masse (CLHP-SM) nécessite de
contourner certains problémes dus aux conditions opératoires des deux techniques :
haute pression, température ambiante et phase liquide pour la CLHP ; vide poussé,
température plus élevée et phase gazeuse pour la SM. Le développement de
microcolonnes a tres faible débit a rendu possible ce couplage. Ainsi, le couplage
CLHP-SM a été utilisé pour I’identification de coumarines et de flavones dans
différentes huiles essentielles d’agrumes [57] et pour I’analyse de xanthones, de
sécoiridoides et de flavones dans les extraits méthanoliques de différentes especes de
la famille gentianacées [58]. D’autres travaux ont mis en ceuvre pour I’analyse de
terpénes (diterpenes acides ou glycosyleés, triterpénes), d’alcaloides ou bien encore de

composés phénoliques [59-62].

La spectrométrie de masse en tandem (SM-SM) couplée avec la chromatographie
liquide est utilisée, par exemple, pour la détermination de la streptomycine et de ses
dérivés dans le lait et le miel [63]. De méme I’analyse de procyanidines dans le
chocolat a été réalisée par CLHP-SM (IE) et CLHP-SM-SM [64].

1.1.2.2. Le couplage CLHP-CPG-SM
Dans le couplage CLHP/CPG/SM, I’utilisation de la CLHP permet un premier
fractionnement. En effet, les constituants sont séparés par classe de composés avant

I’introduction dans la colonne capillaire de la CPG, ou une nouvelle séparation est

réalisée. Ce pré-fractionnement permet une fiabilité plus grande dans I’identification
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par SM en limitant les coélutions et a donné d’excellents résultats dans I’analyse des

huiles essentielles de diverses variétés d’agrumes [65,66].

1.1.2.3.Le couplage CLHP-RMN *H

La RMN du proton apporte des informations extrémement précieuses sur la
structure des molécules, mais présente I’inconvénient d’étre beaucoup moins sensible
que les techniques spectroscopiques décrites precédemment (IR et surtout SM). Ainsi,
I’utilisation du couplage CLHP- RMN H s’est considérablement développée depuis
I’apparition d’aimants supraconducteurs de plus en plus performants (jusqu’a 21,1
Tesla) permettant d’abaisser le seuil de détection pour les composes purs a des valeurs
de I’ordre du nanogramme [67]. Les mesures sont effectuées selon deux modes : le
«flux stoppé» (stopped flow) et le «flux continu» (continuous flow). Dans le premier
mode, I’élution est arrétée lorsqu’un constituant est présent dans la sonde du
spectrometre alors que dans le second, I’acquisition des données est faite tout au long
du passage du flux chromatographique dans la cellule RMN [68]. L’utilisation des
sondes de RMN a été adaptée depuis quelques temps a I’identification des composés
dissous dans un flux chromatographique. Le probléeme d’interprétation des spectres
RMN *H lié aux pics intenses des solvants a été résolu en supprimant ces pics par une
irradiation sélective et parfois en utilisant des solvants deutériés qui permettent de

s’affranchir des « techniques de suppression » du solvant [69-71].

L’utilisation de la CLHP couplée a la RMN s’est révelee efficace Pour
I’identification de molécules thermosensibles responsables de I’amertume de la biére
[72] et de flavonoides dans un extrait méthanolique de feuilles de Sorocea bomplandii
du Brésil [73]. Plus récemment, la CLHP-RMN-'H a permis I’identification des
produits de deégradation issus de I’acide 5-aminosalicylique dans un médicament

générique [74].

Par ailleurs, le couplage de la CLHP, de la RMN, de la SM et de la SPE a permis,

sans purification préalable, la détection et d’identification des composés connus ou
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inconnus présents dans des échantillons biologiques complexes ou encore dans des
extraits de plantes [75].

Ainsi, apres avoir resumé les avantages et les inconvénients de différents
couplages d’une technique chromatographique avec une technique spectroscopique,
illustré par les exemples précédents, nous pouvons constater que la voie se révele
performante dans de nombreux types d’analyse, analyses de routine, de contréle de
qualité mais également d’analyses fines, a condition que puissent étre mis en ceuvre les
moyens techniques adéquats et éventuellement plusieurs techniques complémentaires.
Pourtant, toutes ces méthodes ont leurs propres limites. Ainsi, les analyses d’huiles
essentielles extrémement complexes (ciste, vetiver, ...) ont nécessité la mise en ceuvre

d’une séquence en deux étapes illustrée par la voie B décrite ci-dessous.

1.2. Identifications des constituants apres séparation totale (purifications) ou
partielle (enrichissement) : voie : B

L’identification des différents composés d’un mélange complexe peut également
étre réalisée selon le principe de la voie B, basé sur la séparation des constituants
préalablement a leur identification. Cette procédure est comparable, ou presque, a celle
mise en ceuvre lors de [I’identification de molécules nouvelles. L’isolation (ou
I’enrichissement dans une fraction) des constituants peut étre effectuée par une ou
plusieurs techniques chromatographiques telles la chromatographie sur colonne (CC),
la chromatographie sur couche mince (CCM), la CLHP et la CPG préparative (CPGP).
La distillation fractionnée ou la cristallisation peuvent aussi étre mises en ceuvre.
L’identification est par comparaison des données spectrales avec celles de composés
de référence : spectres de masse, spectres IR, spectres de RMN du proton et du
carbone-13, RMN bidimensionnelle, lorsque la quantité de produit isolé est suffisante.
Cette voie est extrémement fiable et elle permet de déterminer sans difficulté toutes les
molécules rencontrées dans les mélanges naturels et décrites dans la littérature.
L’élucidation de la structure d’un composé qui n’a jamais été décrit, se fait dans la

foulée, mais nécessite une tres grande purete.
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Bien que cette voie en deux étapes ait éte délaissée au profit des couplages « en
ligne » plus rapide, elle se révéle souvent indispensable dans le cas de I’analyse de
mélanges naturels tres complexes. A titre d’exemple nous pouvons citer les nombreux
travaux de Weyerstahl et coll., menés sur la composition de diverses huiles essentielles
extrémement complexes [76-81] et qui illustrent bien I’intérét de cette technique.
Ainsi, I’huile essentielle du veétiver d’Haiti a été fractionnée en deux parties, un acide
et I’autre neutre. La partie neutre est ensuite soumise a une distillation fractionnée qui
sépare les produits légers des produits lourds. Les différents constituants sont sépares
par chromatographie répétitive sur colonne puis éventuellement par CCM. Les
constituants sont ensuite analysés par CPG/SM, RMN *H et par fois RMN *3C. Prés
de 170 composés sesquiterpéniques possédant des squelettes tres divers (eudesmane,
seco-eudesmane, érémophilane, guaiane, salvialane, cédrane, oppositane, prézizaane),
mono ou poly fonctionnalisés. La partie acide est soumise & une réaction
d’estérification ou de réduction avant la séparation des constituants appartenant aux

familles. zizaane, khusiane, spirovétivane et cyclocopacamphane.

Nous pouvons également mentionner les travaux de Braun et coll. [82] qui ont
analysé une huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis L. Chaque fraction obtenue
apres la distillation fractionnée de I’huile essentielle a été ensuite fractionnée par
chromatographie répétitive sur gel de silice ou gel de silice imprégné de nitrate

d’argent. Les auteurs ont caractérisé 155 composes, presque tous par CPG/SM.

Apres ce bref tour d’horizon des principales méthodes d’analyses des mélanges
complexes naturels, il nous est possible de formuler quelques observations. La voie A,
s’illustre par sa rapidité, particulierement bien adaptée aux analyses de routine et aux
composés volatils, notamment dans le domaine des huiles essentielles. La voie B, plus
longue, est donc géneralement réserveée a I’analyse pour les mélanges non volatils,
d’huiles essentielles complexes ainsi que d’extraits. Elle permet d’utiliser, en tant que
de besoin, les données de la RMN pour I’identification des constituants d’un melange
naturel. Une troisieme voie, la Voie C, intermédiaire par rapport aux précédentes,

fonde I’identification et si besoin la quantification des principaux constituants des
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mélanges naturels (huiles essentielles, huiles végétales, résines, extraits, ...) sur I’étude
du spectre de RMN du carbone-13 du mélange, sans séparation préalable. Elle permet
de tirer profit des informations fournies par la RMN en supprimant ou tout au moins
en diminuant considérablement les étapes de séparation. Cette technique a été

développée au Laboratoire et a fait I’objet de divers travaux depuis plusieurs années.

1.3. Analyse par RMN du carbone-13 sans séparation préalable : voie C

La RMN du carbone-13 a été utilisée depuis le début des années quatre vingt
pour confirmer la présence d’un constituant dans un mélange complexe naturel,
préalablement identifié par une autre technique, la SM par exemple. Le principe de
cette méthode est simple : il s’agit d’observer dans le spectre du mélange, les raies de
résonance appartenant a un composé donné et ce faisant identifier ce composé.
Comme nous I’avons mentionné, I’objectif de cette méthode est donc d’éviter, ou tout
au moins de réduire, les étapes fastidieuses de purification des constituants. La RMN
du carbone-13, en tant qu’outil d’analyse des mélanges, a fait I’objet de travaux dans
difféerents domaines d’investigation : coupes pétrolieres, produits agroalimentaires,
huiles essentielles. Dans le droit fil des travaux précurseurs de Formacek et Kubeczka
dans le domaine des huiles essentielles [83, 84], la plupart des études continuent a
utiliser la RMN comme méthode de confirmation plutdét que méthode d’identification.
Depuis le début des années 1990, les travaux menés par I’équipe « Chimie et
Biomasse » de I’Université de Corse, ont fait de la RMN du carbone-13 un véritable
outil d’analyse des mélanges complexes naturels [85, 86], complémentaire des
techniques conventionnelles développées. Nous allons développer cette méthode dans

les paragraphes suivants.
1.3.1 Intérét de la RMN du carbone-13

Malgré sa faible abondance isotopique naturelle (1,1%) et son moment

gyromagnétique qui le rendent environ 5700 fois moins sensible que le proton [87], le
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carbone-13 est malgreé tout préféré aux autres noyaux dans la domaine de I’analyse des

mélanges complexes car il présente les avantages suivants :

> Le carbone constitue le squelette de toutes les molécules organiques et les
différents atomes présents sont, a quelques exceptions pres, magnétiquement
non équivalents. Donc, on observe en général dans un spectre de RMN du
carbone-13 autant de raies de résonance gu’il y a de carbones dans la molécule ;

> Les spectres de RMN du carbone-13 peuvent étre simplifiés par irradiation
totale des noyaux d’hydrogene, ce qui permet de n’observer dans le spectre
qu’une seule raie de résonance par carbone. En plus I’Effet NOE (Nuclear
Overhauser Enhancement) résultant de ce découplage large bande produit une
augmentation d’intensité du signal [88] ;

> Le temps de relaxation transversal T2 (temps de relaxation spin-spin) est plus
important pour le carbone que pour le proton. La largeur a mi-hauteur du signal
de résonance étant inversement proportionnelle a T2, il en résulte un gain dans
la finesse des pics et donc en résolution ;

> Le domaine de résonance du carbone s’étend sur une plage beaucoup plus vaste
que celle du proton (schématiquement, 240 ppm par rapport a 12 ppm), ce qui
améliore notablement la résolution effective c’est-a-dire la dispersion spectrale
[86] ;

> L’enregistrement des spectres de RMN *C est réalisé a température ambiante.
Cela évite la degradation ou la transformation éventuelle des molécules
thermosensibles ;

» La RMN étant une technigue non destructive, I’échantillon peut étre récupéré et

soumis a d’autres analyses.

Il résulte donc, de tous les points cités jusqu’ici qu’il est possible d’identifier par
RMN 3C la plupart des molécules organiques, méme dans les cas de molécules ayant
des structures trés proches. En effet, la moindre modification structurale induit des
variations, plus ou moins importantes mais toujours mesurables, des déplacements

chimiques des carbones d’une molécule, permettant son identification. En fait, le
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spectre de RMN '*C peut étre considéré comme « I’empreinte digitale » de la

molécule.
1.3.2. Identification des constituants en mélange par RMN du carbone-13

L’identification des constituants d’un mélange par RMN *3C est réalisée par
comparaison des déplacements chimiques du mélange avec ceux des composes de
référence contenus dans une ou plusieurs bibliotheques de spectres. Par rapport aux
précedentes techniques de couplage entre un chromatographe et un spectrometre, dans
le cas de la RMN, chaque composé ne fait pas I’objet d’une individualisation. Pour
identifier un composé au sein, il faut é&tre a8 méme de pouvoir observer les signaux qui
lui appartiennent et de les individualiser, puis d’attribuer les déplacements chimiques a
une molécule donnée. Pour cela, les conditions expérimentales d’enregistrement des
spectres doivent étre optimisées et standardisées de facon a permettre une bonne
reproductibilité des résultats obtenus. Il est également important de savoir apprécier la
concentration minimale d’un produit minoritaire dans le mélange, permettant

I’observation de ses signaux dans le spectre.
1.3.2.1. Observation et individualisation des signaux

L’observation des raies de résonance des carbones d’une molécule dans le spectre
d’un mélange dépend de divers parametres :

- lasensibilité de I’appareil qui s’exprime par le rapport signal sur bruit (S/B) ;

- la masse de produit disponible ;

- la solubilité du produit dans le solvant choisi ainsi que de sa viscosité ;

- le nombre d’acquisitions.
L’individualisation des raies de résonance dépend de la résolution de I’appareil de
RMN (puissance de I’aimant et caractéristiques du systeme informatique permettant

I’acquisition du signal. Examinons ces différents points :
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Grace au développement des aimants supraconducteurs, la RMN voit sa
sensibilité augmenter avec l'intensité du champ magnétique des aimants (21,1 Tesla
pour les plus performants). Il est donc possible d’utiliser des quantités de plus en plus
faibles de produit, ce qui peut étre utile dans des cas particuliers, mais qui ne constitue
pas, d’une maniere générale, un handicap majeur, car les produits naturels sont en
général disponibles en quantités appréciables. C’est pourquoi, il est possible de réaliser
des spectres de RMN de mélanges naturels avec des appareils de routine, 1,9 Tesla lors
des premiéres expériences, 4.7 Tesla pendant longtemps, 9.4 Tesla de nos jours. Par
ailleurs, certaines séquences impulsionnelles permettent d’augmenter la sensibiliteé.
Ainsi, I’irradiation des protons liés aux noyaux de carbone, produit par I’intermédiaire
de I’Effet Overhauser Nucléaire (NOE), une augmentation d’intensité pouvant s’élever
a 200% [87, 89]. Cette technique est couramment utilisée lors de I’enregistrement des

spectres de mélanges, ne serait ce que pour simplifier les spectres.

Pour améliorer le rapport S/B et observer le maximum de signaux dans le spectre,
il est nécessaire d’augmenter le nombre d’acquisitions. Néanmoins, le rapport S/B
étant proportionnel a la racine carrée du nombre d’acquisitions, au-dela d’un certain
seuil, le temps d’analyse — et donc le temps d’occupation de I’appareil - devient
prohibitif par rapport au gain. Si les composés sont en trop faible quantité (teneur trop
faible dans le mélange), il est difficile d’obtenir un rapport S/B mesurable, méme en

augmentant considérablement le nombre d’acquisitions.

Pour réduire le temps d’utilisation de I’appareil, il est parfois possible de disposer
de sondes de 10 mm (au lieu des sondes habituelles de 5 mm) ce qui permet quasiment
de tripler la quantité de substance disponible pour I’enregistrement du spectre. Le
choix du solvant est également importants, surtout quand certains constituants du
mélange ont une masse molaire élevée et/ou sont polyfonctionnalisés. Cependant une

large gamme de solvants deutérés est actuellement disponible.

Parallelement a la sensibilité, il faut tenir compte de la résolution de I’appareil

qui permet d’individualiser les signaux dans le spectre du mélange. On peut définir la
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limite de résolution comme la plus petite différence de fréquence entre deux signaux
de résonance pouvant encore étre enregistrée séparément [88]. L’individualisation des
signaux d’un composé pur pose rarement des problémes, les superpositions fortuites
des signaux de deux carbones étant assez exceptionnelles. En revanche, dans le cas du
spectre d’un mélange complexe, le nombre de constituants et le nombre de carbones
qui composent chaque molécule, sont autant de facteurs qui augmentent la probabilité
de superposition de raies de résonance. La résolution est donc un facteur essentiel pour
I’identification des constituants d’un mélange complexe. Divers parametres influent
sur la résolution :

- plus le champ magnétique est élevé, meilleure est la résolution. Cette meilleure
séparation des signaux de resonance des différents noyaux permet de limiter le nombre
de superpositions se produisant fortuitement et donc de faciliter I’identification. Il en
résulte une interprétation plus facile des spectres, ce qui est primordial dans le cas des
études réalisées sur les composés ayant une masse moléculaire élevée (oligomeéres et
protéines par exemple) dont les spectres sont extrémement complexes ;

- d’un point de vue informatique, diverses techniques d’acquisition des données
et/ou de traitement du signal permettant d’ameliorer la résolution sont disponibles. On
peut signaler que I’utilisation de convertisseurs numeériques performants améliore le
traitement des données tout comme [I’utilisation de multiplications exponentielles
effectuees directement sur le signal de la FID (decroissance libre d’induction) avant la
transformée de Fourrier [87, 90] ;

- de méme, la méthode du «Zero Filling» permet d’augmenter le nombre de
points de digitalisation sur le signal de décroissance libre d’induction avant
transformée de Fourier. Les pics sont alors définis par un nombre de points plus
importants, ce qui donne une meilleure définition des signaux [87, 91] ;

- enfin, Iutilisation d’une largeur spectrale réduite, permettant d’enregistrer le
spectre sur une zone d’intérét, ou en plusieurs portions, permet une amélioration de la
résolution. A titre d’exemple, en utilisant cette technique pour enregistrer le spectre
d’un mélange des deux diastéréoisoméres du farnesane (2,6,10-triméthyldodécane)
avec un appareil opérant a 5,8T, Alemany a pu observer 29 signaux sur les 30

attendus, certains d’entre eux n’étant separés que de 0,003 ppm [92].
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En conclusion, il est possible d’enregistrer et de tirer des informations
intéressantes sur les constituants des mélanges en utilisant un appareil de routine.
L’ opérateur peut effectuer toute une série d’opeérations, lord de la préparation de
I’échantillon, directement sur la FID et ensuite sur le spectre lui-méme, permettent
d’adapter I’analyse a I’objectif a atteindre en tenant compte de [’appareillage

disponible.

1.3.2.2. Attribution des signaux

L’identification d’un composé par RMN **C dans un mélange complexe repose
principalement sur I’attribution des déplacements chimiques des carbones qui le
constituent. L’intérét de la spectroscopie de RMN réside dans sa capacité a reconnaitre
un noyau déterminé par rapport a son environnement dans la molécule. Contrairement
a la majorité des autres techniques spectroscopiques, il est tres peu probable que deux
composés de structure différente présentent des spectres de RMN-"*C superposables

ou insuffisamment différentiés.

La fréquence de résonance des carbones d’une molécule donnée (déplacement
chimique) est trés sensible a I’environnement stérique et électronique. Le déplacement
chimique est le parameétre essentiel pour I’identification d’un composé par RMN du
carbone-13. Il est donc nécessaire d’avoir une excellente reproductibilité des valeurs
des déplacements chimiques, dans le spectre du mélange, par rapport aux spectres des
composés de référence. Divers parametres doivent étre pris en compte :

- la valeur du déplacement chimique est indépendante de la valeur du champ
magneétique By de I’appareil utilisé, des séquences impulsionnelles, des parameétres
d’acquisition et de traitement du signal ;

- a contrario, et en fonction de la fonctionnalisation des molécules, les valeurs
de déplacements chimiques peuvent étre influencées par la concentration et la présence

d’autres molécules.
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Ainsi, afin d’obtenir une meilleure reproductibilité des déplacements chimiques,
il faut que les conditions expérimentales d’analyse (nature du solvant, concentration)
des spectres des mélanges soient identiques a celles des composeés de référence. Quand
cela est possible, il y a intérét a utiliser de faibles concentrations pour I’enregistrement
des spectres. Ceci permet également I’utilisation des spectres décrits dans la littérature

comme données de reférence pour I’identification des composés en mélange.

Nous détaillerons ci-dessous, quelques exemples d’utilisation de la RMN du
carbone-13 pour identification des constituants de meélanges complexes, dans les
domaines de la pétrochimie et de I’agroalimentaire :

- Allerhand et Mapple ont utilisé la RMN *C pour identifier les constituants
dans un échantillon d’essence sans plomb [93]. Etant donnée la complexité du spectre
(1600 raies de résonance ont été individualisées en utilisant des spectres partiels)
I’identification 32 hydrocarbures a été réalisée par enregistrement d’une série de
spectres d’un méme échantillon enrichi a chaque fois avec un produit de référence et
par comparaison avec le spectre initial ;

- dans des coupes pétrolieres a bas point d’ébullition, Brekke et coll. [94] ont
réalisé, en se référant aux valeurs moyennes des déplacements chimiques des carbones
de composés purs et en mélanges artificiels, I’identification de six a huit
hydrocarbures ;

- en 1991, Matlengiewicz et coll. ont mis au point un programme informatique
d’aide a I’identification des composés en mélange prenant en compte les déplacements
chimiques et les intensités relatives des signaux, qui leur a permis d’identifier 10
hydrocarbures monoaromatiques présents dans un mélange artificiel [95] ;

- Markowetz et coll. [96] ont travaillé sur les constituants de miel et de jus de
fruits. Ils ont pu ainsi mettre en évidence la présence de glucose et de fructose
accompagnés de quelques di- et trisaccharides minoritaires dans le miel, et de glucose,
de fructose, d’acide ascorbique (vitamine C) ainsi que divers acides aminés (proline,
arginine, etc.) dans les jus de fruits. ;

- Chon et coll. [97] ont analysé les constituants du vin (alcools, sucres, acides

organiques, acides aminés). Plus récemment Kosir et Kidric [98] ont identifié en
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mélange, avec I’utilisation de séquences de RMN 1D et 2D, 17 acides aminés
présentés comme des constituants minoritaires du vin ;

- dans le cas des mélanges lipidiques naturels (huiles végétales et graisses
animales), il est possible, a partir de I’observation des signaux relatifs a certains
carbones, d’accéder a la classe lipidique [99], a la distribution des acides gras sur le

glycérol [100-102], a la position et a la stéréochimie des doubles liaisons [103].

Dans le domaine des huiles essentielles, nous rappellerons que I’utilisation de la
RMN *¥C pour I’identification des constituants majoritaires est due a Formécek et
Kubeczka [83, 84, 104, 105]. Ces auteurs ont constitué leur propre bibliothéque de
spectres et en analysant les huiles essentielles dans les mémes conditions
expérimentales ils ont montré qu’il était possible de confirmer la présence de terpenes
dans une huile essentielle, par ailleurs mis en évidence par CPG-SM. Les variations
des déplacements chimiques, par rapport a celles des composés de référence, sont
parfois importantes a cause des concentrations élevées qui devaient étre utilisées par

ces auteurs pour pallier le manque de sensibilité des appareils de I’époque.

Par la suite, diverses études ont été réalisées ponctuellement. Ainsi, la RMN **C a
permis I’identification des principaux composés de I’huile essentielle de Echinophora
sibthorpiana [106] et de 12 sesquiterpenes présents dans une fraction
chromatographique de I’huile essentielle de bois de Guarea guidonia [107]. Plus
récemment, une méthode d’identification des constituants d’un mélange complexe par
RMN du carbone-13 a été developpeée par Ferreira et coll. [108]. Elle est basée sur la
comparaison du spectre du mélange avec de mono- et sesquiterpénes décrits dans la
litterature. Les valeurs des déplacements chimiques du mélange et la multiplicité de
chacun des carbones déterminée par des séquences DEPT sont pris en compte par un
logiciel informatique. 1l propose une identification aprés consultation de la banque de
spectres decrits dans la littérature. Cette méthode a eté appliquée a I’étude de la
composition chimique des huiles essentielles de Piper cernum et P. regnellii (10 et 5

composés identifiés, respectivement).
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1.3.3 La méthode d’analyse développée au laboratoire

Depuis 1989, I’équipe « Chimie et Biomasse » utilise la RMN du carbone-13
comme outil d’analyse des mélanges naturels. L’objectif a atteindre a pour but
I’identification, et éventuellement la quantification, des constituants de mélanges
naturels sans étape préalable de purification ou avec un fractionnement réduit autant
que possible [85, 86].

Selon la méthode mise au point et développée au laboratoire, I’identification des
composés dans le spectre RMN-*C du mélange, est réalisée par comparaison des
déplacements chimiques des carbones du melange avec ceux de produits de référence
contenus dans des banques de données spectrales congues a cet effet. L enregistrement
des spectres de référence et des mélanges sont réalisés dans les mémes conditions
expérimentales (nature du solvant, concentration, parametres d’enregistrement des
spectres). Cette méthode ne nécessite donc aucune individualisation préalable des
constituants. Son originalité réside dans I’informatisation du traitement des données
spectroscopiques grace a un logiciel d’aide a I’identification spécialement élaboré au
laboratoire (figure 2). Ce logiciel permet en plus, I’édition de toutes les informations
nécessaires a la caractérisation des constituants d’un mélange, a savoir I’attribution des

pics, les variations des déplacements chimiques et les superpositions.

Ainsi, I’identification des composés présents dans un mélange est réalisée par la
prise en compte de trois parameétres directement accessibles par le logiciel :
> le nombre de pics observés par rapport au nombre de pics attendus pour
chaque molécule ;
> le nombre de superpositions de pics qui peuvent se produire quand deux
carbones appartenant a des moléecules différentes présentent fortuitement le
méme déplacement chimique ;
> les variations des déplacements chimiques des carbones dans le spectre du

mélange par rapport aux valeurs de références.
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Figure 2 : identification des constituants d’un mélange complexe par RMN du carbone-13.
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De plus, I’intensité des pics permet éventuellement de contréler I’appartenance

du signal d’un carbone a tel ou tel composé.

Cette méthode a été appliquée a différentes familles de molécules (terpénes,
lipides, sucres, phénols) selon un protocole expéerimental spécifiguement adapte
(nature du solvant, dilution, parameétres d’enregistrement des spectres). Ainsi,
différentes banques de spectres ont été crées a partir de produits commerciaux et sont
continuellement enrichies avec les spectres des produits isolés a partir de mélanges
naturels ou bien encore préparés par hémi-synthese. A I’heure actuelle, la banque de
composés la plus importante enregistrée au Laboratoire est celles des terpenes. Elle
contient les données de plus de 700 molécules (mono-, sesqui- et diterpénes). D’autres
bibliothéeques de spectres ont également été construites: composés linéaires,
triterpenes, Ces lipides, phénols, sucres, coumarines, etc. Par ailleurs, d’autres
bibliothéques de données spectrales, correspondant aux mémes familles de composeés,
ont été élaborées a partir de données publiées dans la littérature. La mise en ceuvre de
cette méthode d’analyse et son application aux familles de composés citées ci-dessus a
fait I’objet de revues [109-111].

L utilisation de la RMN ™*C devient particuliérement intéressante lorsqu’elle
permet d’identifier rapidement et sans ambiguité, des composés délicats a analyser par
les techniques conventionnelles. Dans le domaine des huiles essentielles, des résultats
trés intéressants ont été obtenus. Avec I’expérience acquise par notre equipe, apres
I’enregistrement de plusieurs milliers de spectres, nous pouvons faire le bilan suivant :

1) dans un méme melange, deux douzaines de composés avaient été identifiés
dans une huile essentielle avec un spectrométre pourvu d’un aimant de puissance 4,7
Tesla. L utilisation d’un appareil fonctionnant avec un aimant de 9,4 Tesla a permis un
gain pouvant atteindre 50%. Ainsi, dans le meilleur des cas — une huile essentielle de
Piper bavinum du Viét-Nam — 38 constituants, présents avec des teneurs comprises

entre 0,4 et 10% ont pu étre identifiés sans aucune separation préalable [112] ;
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2) La teneur minimale des composeés identifiables avec notre spectrometre (9,4T)
est de I’ordre de 0,5%. Parfois des composes présents a des teneurs inférieures peuvent
étre identifiés (0,4% et méme 0,3%) ;

3) En général, tous les carbones des molécules identifiées sont observes, a
I’exception de certains carbones quaternaires (qui relaxent moins bien que les carbones
liés a des protons et donnent donc un signal moins intense dans les conditions de
I’expérience) appartenant aux composés minoritaires ;

4) Le nombre de superpositions est limité et ne constitue pas, dans la grande
majorité des cas, un facteur limitant ;

5) Les variations des déplacements chimiques (Ad) sont généralement inférieures
a 0,05 ppm pour la tres grande majorité des cas. Il y a quelques exceptions, en
particulier avec les composes phénoliques (thymol, carvacrol...) dont certains
carbones présentent de plus importantes variations des déplacements chimiques selon
la polarité et la fonctionnalisation des autres constituants du mélange.

1.3.4. Application a I’analyse d’huiles essentielles ainsi qu’a d’autres

melanges naturels

L’analyse par RMN du carbone-13, qui allie rapidité et fiabilité, est
complémentaire des techniques conventionnelles exposées précédemment dans les

voies A et B. Nous rappelons ici quelques études réalisées au sein du Laboratoire.

1.3.4.1. Caractérisation d’huiles essentielles

La caractérisation des huiles essentielles — et d’ailleurs de tout mélange naturel —
peut prendre plusieurs aspects en fonction du besoin et de I’objectif assigné. Ainsi,
dans la trés grande majorité des huiles essentielles, les 15-25 composés majoritaires
représentent 80-95% de la composition globale et sont donc suffisants pour
caractériser cette huile essentielle. 1l faut toutefois signaler que la connaissance des
composés minoritaires est parfois un parametre important de la qualité biologique ou

organoleptique du produit et qu’en conséquence une analyse fine est nécessaire. 1l faut
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également signaler qu’une analyse peut étre totalement faussée par la mauvaise

identification d’un seul constituant.

Au laboratoire, la méthode d’analyse basée sur la RMN-C, utilisée en
complément de la CPG/Ir ou en combinaison avec la CPG/Ir et CPG/SM, a permis de
caractériser un grand nombre d’huiles essentielles obtenues a partir de plantes de
Corse, de Sardaigne et du pourtour mediterranéen, d’Afrique, d’Asie, d’Amérique
centrale et du sud.

- Nous avons vu que 38 constituants de I’huile essentielle de Piper bavinum du
Viét-Nam [112] avaient été identifiés par RMN-'3C sans aucune séparation préalable.
Cette analyse ne présentait pas toutefois de difficulté majeure, tous les composeés étant
présents dans notre bibliothéque de spectres construite au laboratoire. Dans cet
exemple, la quantification des constituants, préalablement identifies par RMN et
reperés sur le chromatogramme par leurs indices de rétention (colonnes apolaire et
polaire) a été réalisée par CPG(FID),

- I"analyse du spectre de RMN-"3C de I’huile essentielle de feuilles d’Eupatorium
coelestinum [113] du Viét-Nam, a clairement montré la présence, parmi les composés
majoritaires, du cis-cadin-4-en-7-ol, dont les indices de rétention et le spectre de masse
n’étaient pas présents dans les bibliotheques commerciales [113],

- un sesquiterpene inhabituel, le 1,5-epoxysalvial-4(14)-ene, qui n’avait jamais
été décrit dans les huiles essentielles d’aucune espece de Piper, a été identifié dans
I’huile essentielle de Piper obliguum de Panama [114],

- le presifiperfolan-9a-ol a été détecté pour la premiére fois dans I’huile
essentielle d’Artemisia vulgaris du Viét-Nam [115],

- le 9-hydroxynérolidol et un de ses isomeres ont été trouvés dans I’huile
essentielle de Fokienia hodgibsii du Viét-Nam [116],

- la 5-[(E)-hexylidene]-5H-furan-2-one et son isomére Z ont été identifiées dans
I’huile essentielle de feuilles d’lsolona cooperi de Cdte d’lvoire alors que ces
molécules n’étaient présentes dans aucunes des bibliotheques informatisées dont nous

pouvons disposer [117],
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- de nombreuses autres plantes ont été ainsi étudiées et leur huile essentielle
caractérisée : Myrtus communis [118], Cistus ladaniferus [119], Stachys glutinosa
[120], Ferula arigonii [121], Ferula communis [122] de Corse, Rosmarinus officinalis
[123], Thymus herba barona [124, 125], de Corse et de Sardaigne, Lavandula dendata
[126], Thymus ciliatus et T. fontanesii [127, 128] d’Algérie, Pistacia lentiscus de
Corse et d’Algeérie [129, 130, 131], Lippia multiflora de Cote d’lvoire [132], Xylopia
aethiopica de Guinée [133], Commiphora africana du Benin [134], Ocimum canum,
O. gratissimum, O. minimum de Sao Tomé et Principe [135], Acanthopanax trifoliatus
[136], Enhydra fluctuans [137], Baeckea frutescens [138], Hibiscus abelmoschus
[139], Hlicium griffithii [140, 141] et du Viét-Nam, trois espéces de Piper du Panama
et de Bolivie [114, 142], trois especes d’Hedyosmum de Costa Rica [143], etc.

1.3.4.2. Identification de stéréoisomeres

La RMN-C est un bon moyen d’identifier certains stéréoisoméres dont
I’analyse par les techniques conventionnelles est délicate. A titre d’exemple, nous
pouvons citer I’identification des stéréoisomeres du dihydrocarvéol réalisée au
laboratoire [144], dont nous avons vu, dans un paragraphe précedent que
I’identification avait nécessité I’utilisation de la SM/SM-ICN [46]. De méme, les
isomeres géométriques des sequiterpenes linéaires farnésol, acétate de farnésyle et

farnésal ont pu étre différenciés malgré la similitude des structures [145].

Tout aussi intéressante est la distinction de I’a-cédréne et de I’a-funébrene
d’une part, du B-cédréne et du B-funébréne d’autre part, dans les huiles essentielles de
bois de cedre [86] et de Cupressus funebris [146]. En effet, chaque couple de
molécule, qui ne differe que par la stéréochimie de la jonction des cycles, possede des
spectres de masse superposables et des indices de rétention trés proches. La RMN **C
a également permis I’identification, toutefois, apres un fractionnement partiel, des
quatre diastéreoisomeres du bisepoxyfarnésatriéne et des quatre diastéréoisomeres de

I’époxyfarnésatriénol dans I’huile essentielle d’Inula viscosa de Corse [147].
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1.3.4.3. Identification de molécules thermosensibles

La RMN ®*C a également pu étre utilisée pour analyser des molécules
thermosensibles dans des huiles essentielles. Ainsi I’identification et la quantification
du furanodiéne et du furanoéléméne ont été rendues possibles dans I’huile essentielle
de rhizomes et fleurs de Smyrnium olustrum de Corse [148]. Le furanodiéne se
transforme thermiquement (réaction sigmatropique [3.3] ou transposition de Cope) au
cours de I'analyse CPG en furanoélémeéne. Les deux composés ont donc les mémes
indices de rétention et ne sont pas différenciables en CPG/IK et en CPG/SM. Une
appreéciation correcte de la teneur des différents constituants de I’huile essentielle a été

obtenue en combinant les analyses par CPG et RMN.

De méme, cette technique analytique a également permis d’identifier et de
quantifier I’ascaridole et son isomeére (isoascaridole) dans I’huile essentielle de
Chenopodium ambrosioides de Madagascar [149]. En effet une partie de I’ascaridole

s’isomérise thermiquement en isoascaridole au cours de I’analyse en CPG.

1.3.4.4. Identification simultanée de composés neutres et acides

Les acides diterpéniques sont abondants dans les résines des coniféres (acide
abietique, acide pimarique, acide palustrique, acide levopimarique,....) ou ils se
présentent en mélange avec des composés neutres tel I’a-pinene, des aldéhydes et
alcools diterpéniques polycycliques (pimaral, pimarol,...) ou macrocycliques
(cembrane et dérivés). La caractérisation des résines nécessite donc une partition
acido-basique qui precede I’analyse proprement dite de chacune des deux fractions.
Les composés acides, ne peuvent étre détectés, par CPG/IK et par CPG/SM, en
absence de dérivatisation. Par contre, I’identification et la quantification des diterpenes
acides et neutres dans des oléorésines et des extraits de Pinus nigra ssp. laricio de
Corse ont pu étre réalisées par la RMN-"3C sans partition acido-basique préalable

[150]. De méme, des acides sesquiterpéniques minoritaire ont été identifiés, apres
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partition acido-basique, dans les huiles essentielles d’Inula graveolens [151] et de
Dittrichia viscosa [152].

1.3.4.5. Etude de la variabilité chimique

En permettant I’identification, des composés jusqu’a une teneur de 0,3-0,5% la
RMN du carbone-13, combinée a la CPG (indices de rétention), est bien adaptée a
I’étude de la variabilité chimique puisqu’elle permet d’identifier, a partir d’un spectre
unique, les composés majoritaires d’une huile essentielle ou d’une résine. Elle a été
appliquée avec succes aux huiles essentielles de Calamintha nepeta [153], Cistus
ladaniferus [154], Ferula communis [122], Inula graveolens [151], Juniperus
phoenica [155], J. oxycedrus [156], Lavandula stoechas [157], Pinus nigra ssp.
laricio [158], Pinus pinaster [159], Pistacia lentiscus [129], Thymus herba barona
[124] de Corse, Juniperus phoenicea var. turbinata [160] et Thymus carnosus, T.
caespititius, T. camphoratus [161-163] du Portugal, Elsholtzia blanda, E. penduliflora,
E. winitiana [164] et Baeckea frutescens du Viét-nam [165], Lavandula dentata L
[166], Pistacia lentiscus [130, 131] d’Algérie. Par ailleurs, plus de 200 variétés
d’agrumes cultivées en Corse ont fait I’objet d’une étude [167-170] destinée a
proposer une aide a leur classification taxonomique, sur la base de la composition

chimique de leurs huiles essentielles.

1.3.4.6. L analyse qualitative et quantitative de composés non volatils

La méthode développée au laboratoire a été appliquée avec succes a
I’identification et la quantification de composes « lourds » ou peu volatils comme les
triterpenes du liege [171-173] et des feuilles d’olivier [174], les sucres dans les miels
[175] et les extraits au solvant des feuilles de Pinus nigra et Abies alba [176], les
triglycérides d’huiles d’olive, d’extraits de farine de chataigne et du lait [177], ainsi
que les composés phénoliques et les sucres ou I’hydroxyaldéhyde présents dans les

liquides de pyrolyse de la biomasse [178-180].
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1.3.4.7. Différentiation énantiomérique

Depuis quelques années, des travaux sont menés au laboratoire afin d’évaluer
les potentialités de la RMN *C, en utilisant des réactifs de déplacement chimique
chiraux, pour analyse énantiomérique des constituants des huiles essentielles. Ainsi, en
ce qui concerne les composés de référence il a été possible de déterminer la pureté
énantiomérique de certains monoterpenes oxygéneés. Il s’agit d’alcools terpéniques
linéaires mono-, sesqui- ou diterpéniques, [181], d’alcools, cétones et acétates en série
menthanique [147,182]. Il a egalement été démontré par des expériences de
différentiation énantiomérique menées directement sur les huiles essentielles, sans
purification préalable des constituants qu’il était possible de savoir que seul
I’énantiomére (+) de la fenchone était présent dans I’huile essentielle de Lavandula
stoechas de Corse [157] et que seul I’énantiomere (-) de I’acétate de bornyle est
présent dans I’huile essentielle d’Inula graveolens de Corse [183]. Par contre la
fenchone (ou le camphre) dans la lavande sauvage de Corse sont présentes sous forme
d’un mélange d’énantiomeres (60/40) Il a également été démontre, en utilisant les
complexes binucléaires Ag(fod)-Yb(hfc); que les énantioméres des oléfines mono et
sesquiterpeniques pouvaient étre différenciés tout autant que ceux du furanodiene qui

ne possede pas de carbone asymétrique et qui de plus s’isomérise en CPG [184].

1.3.4.8. L’analyse structurale de nouvelles molécules

A contrario de ce qui a été exposé jusqu’a présent, I’analyse structurale d’un
composé inconnu, c’est-a-dire non décrit dans la littérature, ne peut étre réalisée qu’a
partir  d’un  produit purifié par difféerentes techniques, généralement
chromatographiques (CC, CCM, CLHP ou CPGP). Elle requiert donc une quantité
suffisante de produit pur (quelques milligrammes) afin de réaliser une étude compléte
par toutes les méthodes spectroscopiques habituelles (SM, IRTF, UV, RMN *H, RMN
BC et RMN 2D). A partir de la combinaison de toutes ces techniques
complémentaires, il est possible d’établir la structure chimique de la molécule

inconnue.
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De nos jours, la RMN (1D et 2D) constitue manifestement la technique
analytique la plus performante et la plus utilisée pour I’élucidation structurale des
molécules. La RMN 2D, en particulier, permet la mise en évidence des interactions
homo- et hétéronucléaires entre les différents noyaux [90]. Parmi les diverses
séquences, les expériences de corrélation entre les différents protons d’une molécule,
voisins (COSY) et a longue distance (COSY Long Range, NOESY), ou entre protons
et carbones (HSQC, HMBC), fournissent des renseignements précieux sur la structure
moléculaire et facilitent considérablement I’analyse structurale. La séquence de
corrélation homonucléaire carbone-carbone (INADEQUATE) conduit a la structure
sans ambigiité mais nécessite une quantité de produit plus importante que pour la mise

en ceuvre des autres sequences [185].

Au laboratoire, de nouvelles molécules ont été isolées et caractérisées lors de
I’analyse de certaines huiles essentielles. Apres seéparation et purification par
chromatographies successives (colonnes de silice, Sephadex), ces molécules ont été
caracterisées par les techniques spectroscopiques conventionnelles incluant la RMN
'H, la RMN *3C et la RMN 2D. Ainsi, le trans-dauc-8-en-4p-ol a été identifié dans
I’huile essentielle de Daucus carota [186], le 4-épi-cis-dihydroagarofurane dans
I’huile essentielle de Cedrelopsis grevei de Madagascar [187], I’eudesm-5-en-11-ol
dans I’huile essentielle d’Helichrysum italicum de Corse [188], les esters de f3-
cyclolavandulyle et de B-isocyclolavandulyle dans I’huile essentielle de Peucedanum
paniculatum de Corse [189]. On peut egalement citer I’isolement et la caractérisation
structurale, a partir d’un extrait au solvant de cette méme plante, de deux coumarines
tres originales dont le squelette présente un motif B-cyclolavandulyle lié au noyau

coumarinique par une liaison carbone-carbone [190]

En conclusion, il ressort de cette synthése bibliographique, que la méthode mise
au point et développée au laboratoire, d’identification (et éventuellement de
guantification) des constituants des mélanges naturels, basée sur I’analyse informatisée

du spectre de RMN du carbone-13 du mélange, sans séparation prealable, est efficace
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et complémentaire des techniques conventionnelles. Elle peut étre appliquée a toute
sorte de mélanges naturels, contenant des composés volatils ou non volatils, huiles
essentielles, résines, extraits aux solvants, biocombustibles, biocarburants, huiles
vegétales, miels, etc. Elle permet d’identifier et de quantifier des composes volatils ou
non, des stéréoisomeres, des molécules thermolabiles, sans séparation ni dérivatisation
préalable, aprés optimisation et validation des conditions expérimentales a chaque

famille de composes.
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Il. PROBLEMATIQUE DE LA RECHERCHE

Nous avons vu tout au long du premier chapitre que I’analyse de la composition
d’une huile essentielle constitue une opération délicate qui nécessite pour atteindre une
fiabilité totale de mettre en ceuvre plusieurs techniques. Dans ce contexte, hous avons
démontré les possibilités, les atouts et les avantages de la méthode d’analyse par RMN

du carbone 13 développée par I’équipe Chimie et Biomasse.

Deux objectifs étroitement liés sont poursuivis dans ce travail :

- d’un point de vue méthodologique, il s’agit de contribuer a I’étude du
phénomene de variation des déplacements chimiques. En effet la méthode développée
au laboratoire nécessite la comparaison des valeurs des déplacements chimiques des
carbones dans le mélange avec celles de produits de référence, contenues dans des
bibliothéques de données spectrales construites avec des spectres enregistrés au
laboratoire ou encore avec des données de la littérature récente. Cette variation des
déplacements chimiques est généralement inférieure a 0,05 ppm mais peut
exceptionnellement, étre 10 fois supérieure. En réalisant de nombreux mélanges
binaires associant des alcools et diverses molécules possédant des fonctions oxygénées
(alcool, phénol, oxydes, cétones, aldéhydes, esters), nous pouvons mesurer les
variations et ainsi approfondir le mode d’interaction entre les molécules afin de mieux
appréhender, et a court terme de prévoir le phénomene de la variation des

déplacements chimiques.

- parallélement, il s’agit de contribuer a la caractérisation chimique de produits
issus de la biomasse et en particulier les huiles essentielles en vue de leur éventuelle
valorisation. Il s’agit au-dela de la connaissance académique de la plante, de fournir
aux producteurs d’huiles essentielles locaux, des données scientifiques objectives sur
cette plante. Dans cet esprit, nous avons réalisé une étude phytochimique sur une
plante de I’ile de Madere Clinopodium ascendens en collaboration avec le Professeur
Paola Castillo de I’Université de Madeira et deux plantes de Corse: Bupleurum

fruticosum et Santolina corsica, espéce endémique cyrno-sarde. Ainsi, nous avons mis
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en ceuvre la méthode basée sur la RMN du carbone-13, mise au point et développée
au laboratoire, afin de caractériser les huiles essentielles des parties aériennes (fleurs,
tiges, feuilles) a travers I’identification de leur constituants mais aussi de leur activité
antimicrobienne. Par ailleurs, il nous a semblé intéressant d’élargir nos investigations
sur Bupleurum fruticosum, a I’huile essentielle obtenue par extraction par micro-ondes

en I’absence de solvant et a I’extrait au solvant de I’hydrolat.
Lors de ce travail, nous nous proposons de mettre également en ceuvre les

séquences de la RMN 1D et 2D pour la caractérisation de molécules, nouvelles ou non,

dont les données spectrales n’ont jamais été décrites dans la littérature.
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Ainsi que nous I’avons signalé dans le chapitre précédent, I’identification, par
RMN C, des terpénes présents dans une huile essentielle, nécessite la comparaison
des valeurs des déplacements chimiques des carbones dans le mélange avec celles de
produits de référence, contenues dans des bibliothéques de données spectrales
construites avec des spectres enregistrés au laboratoire ou encore avec des données de
la littérature récente. Cette identification nécessite la prise en compte de quatre
parametres :

- le nombre de signaux des carbones observés, par rapport au nombre attendu, en
tenant compte de la symétrie de certaines molécules et du fait que les carbones
quaternaires présentent des temps de relaxation plus longs que ceux des carbones
protonés peuvent ne pas étre observés (composés minoritaires) ;

- le nombre de superpositions des signaux qui peuvent se produire fortuitement,

- la variation des déplacements chimiques entre les spectres des composés de
référence et ceux des mélanges.

- enfin, ’observation de I’intensité des signaux dans un spectre peut également
aider a leur attribution a tel ou tel composé quand les valeurs de déplacements

chimiques sont treés proches.

En ce qui concerne la variation des déplacements chimiques, les nombreuses
¢tudes menées au laboratoire sur des mélanges naturels trés variés (plusieurs milliers
de spectres enregistrés et traités), montrent que ces variations sont faibles et dans la
trés grande majorité des cas demeurent inférieures ou égales a 0,05 ppm et ce, quelles
que soient la structure des molécules et les fonctions chimiques présentes dans ces
molécules. Cela est probablement du au fait que les mélanges naturels, et les huiles
essentielles en particulier, contiennent un nombre important de constituants et qu’en

conséquence, la teneur relative de chacun d’eux n’est pas tres élevée.

Néanmoins, des variations plus importantes des valeurs de déplacements

chimiques ont été observées ponctuellement pour certaines associations. Par exemple,
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la présence simultanée au sein d’une huile essentielle d’alcools terpéniques et de
dérivés phénoliques (thymol, carvacrol) peut induire, sur certains carbones de ces
derniers, des variations de déplacement chimique plus importantes que prévu. C’est
pourquoi, une ¢tude globale a été réalisée au laboratoire afin d’appréhender le sens et

I’amplitude de ces variations sur chacun des carbones de la molécule considérée.

Afin d’évaluer I’influence de la présence d’autres molécules présentes dans le
mélange sur les déplacements chimiques des phénols substitués par divers
groupements (alkyle, méthoxy), nous avons utilis¢ des mélanges binaires, les deux
composés étant présents a des concentrations plus importantes que celles que 1’on
observe dans les mélanges naturels [191]. Les phénols choisis étaient d’une part, le
thymol et le carvacrol, phénols terpéniques substitués par des groupements alkyle,
d’autre part, ’eugénol et la vanilline, appartenant a la famille des phénylpropanoides
ou en découlant. Divers enseignements ont été tirés de ces expériences :

- tout d’abord, la présence d’un hydrocarbure terpénique dans le mélange binaire
(une oléfine plus précisément) n’induit aucune variation des déplacements chimiques
des carbones des dérivés phénoliques,

- la méme observation est faite avec des mélanges binaires de phénols
diversement substitués (thymol, carvacrol, 2,5-diméthylphénol),

- en présence d’un alcool ou d’une cétone, les déplacements chimiques de
certains carbones du thymol et du carvacrol subissent des variations. Ainsi les
carbones C1 (qui porte la fonction hydroxyle, nomenclature de I’'UIPAC) et C2 sont
déblindés tandis que les carbones C4 et C5 sont blindés.

- des variations moins importantes ont été¢ observées sur les carbones du noyau
aromatique de I’eugénol et de la vanilline, probablement parce que le groupement
hydroxyle est moins disponible a cause d’une liaison hydrogene intramoléculaire avec

le groupement méthoxy en a.

Les résultats obtenus suggerent que les variations des déplacements chimiques

observées sur les carbones du noyau phénoliques sont dues a la présence de liaisons
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hydrogéne intermoléculaires entre I’hydrogéne du phénol et I’oxygeéne de 1’alcool ou

du carbonyle.

Au cours des nombreuses analyses d’huiles essentielles trés diverses réalisées au
laboratoire, nous avons parfois observé des variations des déplacements chimiques de
certains carbones de molécules terpéniques oxygénées et insaturées, a 1I’image du
linalol (3,7-diméthylocta-1,6-dien-3-ol), qui est présent dans la composition d’huiles
essentielles trés variées (thym, lavande, basilic, ....) ou encore du géranial et du néral
(3,7-diméthylocta-2,6-dienal E et Z), aldéhydes a,p-insaturés, présents dans les huiles
essentielles de cymbopogon, cubébe et mélisse. Nous nous sommes donc proposés
d’¢étudier le comportement du linalol d’une part et du citral (mélange de géranial et de
néral) d’autre part, dans des mélanges binaires dans lesquels ces molécules se trouvent
en présence d’un dérivé phénolique, d’un alcool, d’une cétone, d’un aldéhyde ou d’un
acétate comme cela est fréquemment le cas dans une huile essentielle. Nous avons
choisi de compléter ces ¢tudes en examinant la variation de déplacement chimique des
carbones de sesquiterpénes et diterpénes apparentés au linalol, a savoir le nérolidol et
le géranyllinalol. Nous avons également examiné le comportement du citronellol et du

tétrahydrogéraniol.

Avant d’aborder cette étude, nous nous sommes assurés de 1’influence de la
concentration sur les déplacements chimiques des carbones du linalol. L’attribution
des déplacements chimiques des carbones du linalol ne présente pas de difficulté et a

¢été faite en accord avec les données de Bohlmann et al. [192].

73,48
2571 124,34 42,06 145,05
1 Linalol

Figure 3 : déplacements chimiques de carbones du linalol (1)
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Nous avons utilisé une gamme de concentrations (0,125 mol.L" — 1,0 mol.L™)
qui va au dela de ce qui est observé dans les huiles essentielles. En effet, dans une
analyse classique, nous utilisons environ 40 mg d’huile essentielle dans 0,5 mL de
solvant. Nous prendrons donc comme concentration de référence, celle que nous
utilisons pour I’enregistrement des spectres de référence qui ont servi a construire la
bibliothéque de spectres, & savoir 0,25 mol.L™" (soit environ 19 mg de linalol complété
a 0,5 mL avec le chloroforme deutéré). Une telle quantit¢ de linalol correspond

d’ailleurs a une teneur voisine de 50% de ce composé dans une huile essentielle.

Tableau 1: variations des déplacements chimiques des carbones du linalol en fonction
de la concentration.

e C Ad 0,1%15 0,25*_1 Ad O"?l Ad 0,7_51 Ad 1,(_)1
mol.L mol.L mol.L mol.L mol.L
Cl 0,00 111,70 -0,01 -0,01 -0,01
C2 0,00 145,04 0,01 0,02 0,04
C3 0,00 73,50 -0,02 -0,03 -0,06
C4 -0,01 42,06 0,00 0,02 0,05
C5 0,00 22,81 0,00 0,00 0,01
Co6 -0,01 124,33 0,01 0,04 0,08
C7 0,03 131,95 -0,03 -0,08 -0,15
C8 0,01 25,71 0,00 0,00 0,00
C9 0,01 17,70 0,00 0,00 -0,01
C10 0,02 27,87 -0,02 -0,04 -0,08
*référence

Nous constatons tout d’abord, que pour les concentrations 0,125 et 0,5 mol.L™,
les variations des déplacements chimiques sont inférieures a 0,05 ppm et peuvent donc
étre considérées sans influence lors de 1’identification du linalol dans une huile
essentielle. Pour les concentrations plus importantes, 0,75 et 1,0 mol.L™", les variations
les plus importantes concernent le carbone sp® C7 et dans une moindre mesure le

carbone C6 et le méthyle C10.
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Nous avons enregistré les spectres des molécules précitées en mélange binaire
(mélange équimoléculaire, 0,5 mol.L™") avec d’autres composés oxygénés et calculé la
variation moyenne du déplacement chimique (ainsi que I’écart type) provoquée sur
chaque carbone par la présence de chaque famille de composés. Cette concentration a
¢été choisie pour amplifier d’éventuelles variations des déplacements chimiques. Cette
¢tude devrait nous permettre d’évaluer Dl'influence de la formation de liaisons
hydrogeéne intermoléculaires sur les variations de déplacements chimiques des
carbones des molécules de référence. Pour chacune de ces molécules, nous avons
calculé pour chaque carbone :

- la variation moyenne du déplacement chimique = Ad,,

- D’écart type = ET.

Pour faciliter la lecture, les tableaux donnant le détail des résultats sont reportés
en annexes (Ad pour les carbones de la molécule dans chaque mélange, valeur
moyenne du AJ et écart type) et nous avons reporté les valeurs moyennes sur les

figures afin de mieux visualiser I’influence du composé en mélange.
I. MELANGES BINAIRES LINALOL-COMPOSE OXYGENE
I.1. Mélanges binaires linalol-composé phénolique
Nous avons enregistré huit spectres de mélanges binaires dans lesquels le linalol est
en présence d’un composé phénolique en quantité équimolaire. Les phénols

sélectionnés sont : 2-éthylphénol, 3-éthylphénol, 4-éthylphénol, 3,4-diméthylphénol,
3,5-diméthylphénol, 3-méthoxyphénol, carvacrol et thymol.

17,70 -0,01
o 27,85
131,92 22,81 1 ;3 ~OH 111,69
7\6 p 4 2/ 1
8 73,48 0.41
2571 12434 42,06 " 14505 001 0,09 009 -0,
1 Linalol la Linalol + phénol

Figure 4 : déplacements chimiques de carbones du linalol (1) et variations moyennes
observées en présence d’un dérivé phénolique (1a) (détails en annexe 1).
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Nous constatons que les variations sont importantes et peuvent correspondre a
des blindages ou a des déblindages. Il est vraisemblable que les variations observées
avec les dérivés phénoliques soient dues a la présence d’une liaison hydrogéne entre
I’atome d’hydrogene de la fonction phénol et I’oxygene de 1’alcool de linalol [191].
On s’attend donc a ce que les plus fortes variations soient observées pour les carbones
qui sont proches de la fonction alcool. C’est effectivement ce qui est observé : le
carbone quaternaire C3 qui porte le groupement hydroxyle et le méthyle (A = +0,66
ppm) et le carbone sp> méthylénique C1 (A8 = +0,34 ppm) sont fortement déblindés
alors que le methyne sp® C2 et le méthyle C10 sont blindés respectivement de - 0,41 et
- 0,30 ppm. L’influence du phénol est beaucoup moins importante sur le quatriéme
carbone en B de I’hydroxyle, a savoir le carbone méthylénique C4 (As = - 0,09 ppm).
Elle est pratiquement négligeable sur les déplacements chimiques des carbones C5, C8
et C9 (A3 < 0,03 ppm). Enfin, cette influence du phénol est moyennement importante
sur les carbones ¢thyléniques C6 (A3 = -0,09 ppm) et C7 (As = +0,14 ppm), malgré
leur ¢loignement par rapport a la fonction alcool. A priori, une liaison hydrogéne qui
expliquerait les variations des carbones C1, C2, C3 et C10 proches de la fonction
alcool, ne peut justifier la variation du déplacement chimique des carbones C5 et
surtout C7, situés pratiquement a I’autre bout de la chaine. Nous remarquons toutefois,
que la variation de déplacement chimique est de méme amplitude mais de signe
oppos¢ a ce que nous avions observé lors de I’enregistrement de spectres en solution

concentrée (1,0 mol.L™") (As = -0,15 ppm pour C7).

1.2. Mélange binaire linalol-cétone/ester/aldéhyde/oxyde

Les mélanges du linalol avec les composés ci-dessous (rapport €quimolaire) ont
¢té réalisés et leurs spectres enregistrés:

- cétones : menthone, pulégone, camphre, fenchone, verbénone,

- aldéhydes : géranial, périllaldélyde, myrténal, 2-vanilline, cuminaldéhyde

- esters : acétates de géranyle, de citronellyle, de néo-menthyle, d’a terpinyle et

de bornyle,
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- oxydes : 1,8-cin€ole, oxydes d'a et de B-pinene, cis et trans époxydes de

limonéne

-0,02 0,12 0,09 -0,16 0,09 0.00 0.10 0’07-0,130’07
1b Linalol + cétone 1c Linalol + acétate
-0,02

6
0,01 009 007 " goe 000 g7 005 0,04

1d Linalol + aldéhyde le Linalol + oxyde

Figure 5: variations moyennes des déplacements chimiques des carbones du
linalol en présence d’une cétone (1b), d’un acétate (1c), d’un aldéhyde (1d), d’un
oxyde (1e). (annexe 2-annexe5)

Pour I’ensemble des carbones des molécules carbonylées (cétones 1b, esters 1c ,
aldéhydes 1d) et pour les oxydes (le), les variations des déplacements chimiques
mesurées sont de méme sens et d’amplitude voisine. Seules les cétones conduisent a
des variations légérement plus importantes. Par contre, nous remarquons que ces
variations (A3 max = -0,22 ppm) sont beaucoup moins intenses que celles qui étaient

dues a la présence d’un dérivé phénolique (Ad max = +0,66 ppm ).

De maniére inattendue, c’est le carbone tétrasubstitué sp® C7 qui subit la plus
forte variation (A8 compris entre -0,22 ppm et -0,17 ppm) alors que les autres carbones
¢thyléniques subissent des variations de leur déplacement chimique deux a trois fois

moins importantes : -0,05 a -0,08 ppm pour C1, +0,04 a +0,09 ppm pour C2 et +0,07 a
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+0,12 ppm pour C6. Au voisinage de la fonction alcool, les variations sont

appréciables uniquement pour le carbone fonctionnalisé C3 (-0,11 a -0,16 ppm).

De nouveau, on peut imaginer que les variations des déplacements chimiques
observées pour les carbones proches de la fonction alcool sont dues a la formation
d’une liaison hydrogene entre I’hydrogene de 1’hydroxyle et ’oxygéne simplement ou
doublement 1i¢ de la molécule partenaire. Par contre, comme nous I’avons déja noté
pour les mélanges linalol-phénol, la variation observée pour les carbones C6 et surtout

C7, situés en 0 et € de I’hydroxyle, demeure inexpliquée.

1.3. Mélanges binaires linalol-alcool

Dans ce paragraphe, nous décrirons les variations des déplacements chimiques
des carbones de linalol provoquées par la présence d’une des molécules suivantes
possédant une fonction alcool (primaire, secondaire ou tertiaire) et présentant diverses
structures (linéaire, cyclique ou bicyclique pontée): nérol, menthol, a-terpinéol,

terpinen-4-ol, alcool périllylique, bornéol, et fenchol

D’une maniere générale, les variations des déplacements chimiques des carbones
sont encore moins importantes que celles qui avaient été observées en présence de
dérivé phénolique, de composé carbonylé ou d’oxyde. De nouveau, c’est le carbone
tétrasubstitué sp> C7 qui subit la plus forte variation (As = -0,13 ppm) suivi par le
carbone sp® C10 (As = -0,09 ppm) et le carbone fonctionnalisé C3 (A5 = - 0,07 ppm).
Les autres carbones sp” subissent des variations deux a trois fois moins importantes
que celle de C7, a savoir A3 = +0,06 ppm pour C6, +0,03 ppm pour C2 et -0,01 ppm
pour C1. Pour le carbone C10 situé¢ au voisinage de la fonction alcool, le Ad est un peu

plus élevé que pour les autres composés oxygenés (-0,09 ppm vs -0,05ppm).
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-0,07
0,00 0,06 0,04 0,03

1f Linalol + alcool

Figure 6 : variations moyennes des déplacements chimiques des carbones du linalol
observées en présence d’un dérivé alcool (1f) (annexe 6).

La présence d’un alcool, en mélange avec le linalol, induit des variations des
déplacements chimiques des carbones de ce dernier, de méme sens mais moins

importantes que les autres composés oxygénés non phénoliques (Figure 6).

Il est probable que les liaisons hydrogene intermoléculaires créées se fassent
aussi bien entre 1’hydrogéne de I’hydroxyle du linalol et I’oxygéne de 1’autre alcool
qu’en sens inverse. Cependant, ici également, compte tenu de la distance, il est a priori
difficile d’imputer la variation observée pour le carbone C7, a la présence d’une

liaison hydrogeéne.

1.4. Influence de la dilution du linalol

Il nous restait a vérifier si les variations des déplacements chimiques des
carbones du linalol, induites par la présence d’un autre composé¢ oxygéné, sont
linéaires en fonction de la concentration relative du linalol et du composé partenaire.
Pour ces expériences nous avons choisi, d’une part le carvacrol et d’autre part la
verbénone, deux molécules qui induisent des variations de déplacement chimique
importantes. Nous avons enregistré deux séries de spectres en conservant la
concentration du linalol (0,5 mol.L™") et en faisant varier les concentrations relatives de
la verbénone d’une part et du carvacrol d’autre part, de 0,05 a 0,5 mol.L". Les

résultats sont décrits dans les tableaux 2 et 3.
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La variation des déplacements chimiques des carbones du linalol présente un
caractére quasiment linéaire en fonction du rapport linalol/verbénone ou linalol/
carvacrol. Nous constatons que méme pour les plus fortes concentrations, la variation
de déplacement chimique des carbones du linalol en présence de verbénone demeure
faible et permet son identification aisée. En présence du carvacrol et compte tenu des
variations plus importantes observées, particulierement sur les carbones C1, C2 et C3,
I’identification du linalol peut devenir délicate pour des concentrations élevées de
carvacrol. Néanmoins, dans les conditions expérimentales que nous utilisons (environ
40 mg d’huile essentielle complété a 0,5 mL avec le chloroforme deutéré), de telles
concentrations (jusqu’a 0,5 mol.L™") de carvacrol et/ou de ’autre alcool sont rarement
atteintes. Il nous faut donc simplement retenir qu’en ce qui concerne le linalol, des
déplacements chimiques supérieurs a 0,05 ppm peuvent étre observés pour les

carbones C1, C2 et C3, lorsque le linalol est en présence d’un dérivé phénolique.

Dans les deux cas, il est probable que les liaisons hydrogéne intermoléculaires
créées sont responsables de ces variations. Par contre et compte tenu de la distance, il
est a priori difficile d’imputer la variation observée pour le carbone C7, a la présence
d’une liaison hydrogéne. Des liaisons faibles de type Van der Waals et plus
précisément des interactions dipdle permanent-dipdle induit (Debye) sont

probablement responsables de cette observation.
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Tableau 2 : variation des déplacements chimiques des carbones du linalol (0,5 mol.L"
" en fonction de la concentration de verbenone (0,05-0,5 mol.L™)

1°C linalol B Ad 0,0_51 Ad 0,1_1 Ad 0,2_1 Ad 0,3_1 Ad 0,4%1 Ad 0,5_1
0,5 mol.L mol.L mol.L mol.L mol.L mol.L mol.L
Cl 111,69 -0,02 -0,02 -0,04 -0,05 -0,07 -0,10
C2 145,05 0,02 0,02 0,03 0,04 0,05 0,07
C3 73,48 -0,04 -0,04 -0,09 -0,11 -0,14 -0,20
C4 42,06 0,02 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
C5 22,81 0,00 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 -0,02
C6 124,34 0,03 0,03 0,05 0,07 0,08 0,11
C7 131,92 -0,06 -0,05 -0,11 -0,14 -0,17 -0,25
C8 25,71 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,01 -0,01
C9 17,70 0,00 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 -0,03
C10 27,85 0,00 0,00 -0,02 -0,03 -0,03 -0,05

Tableau 3 : variation des déplacements chimiques des carbones du linalol (0,5 mol.L"
" en fonction de la concentration de carvacrol (0,05-0,5 mol.L™").

0°C linalol B Ad 0,0_51 Ad 0,1_1 Ad 0,2_1 Ad 0,3_1 Ad 0,4!1 Ad 0,5_1
0,5 mol.L mol.L mol.L mol.L mol.L mol.L mol.L
Cl 111,69 0,04 0,09 0,11 0,16 0,22 0,25
C2 145,05 -0,04 -0,09 -0,12 -0,17 -0,25 -0,28
C3 73,48 0,07 0,17 0,22 0,30 0,43 0,48
C4 42,06 0,01 -0,01 -0,01 -0,02 -0,03 -0,04
C5 22,81 0,01 0,01 0,01 0,02 0,03 0,03
C6 124,34 0,01 -0,01 -0,03 -0,03 -0,05 -0,07
C7 131,92 0,00 0,03 0,04 0,04 0,06 0,09
C8 25,71 0,00 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01
C9 17,70 0,00 0,00 0,00 -0,01 -0,01 -0,01
C10 27,85 -0,04 -0,07 -0,09 -0,14 -0,20 -0,21

Il. MELANGES BINAIRES DES (E)- ET (Z)-NEROLIDOLS ET DU (6E,
10E)- GERANYLLINALOL AVEC DES COMPOSES OXYGENES

Le squelette du nérolidol peut étre considéré comme un « sesquilinalol » c'est-a-

dire une molécule de linalol sur laquelle est greff¢é un synthon isoprénique. Il se
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présente sous la forme de deux stéréoisomeres en fonction de la stéréochimie (E) et (Z)
de la double liaison en position 6. Le géranyllinalol est un diterpéne que 1’on peut
considérer comme une base de linalol sur laquelle ont été greffés deux synthons
1sopréniques liés téte-queue. Il se présente sous la forme de quatre stéréoisomeres en
fonction de la stéréochimie des doubles liaisons en position 6 et 10. Il est d’ailleurs
vendu sous forme d’un mélange des 4 stéréoisomeres dans lequel I’isomeére (6E ,10E)

est nettement majoritaire.

15 14 27,86
22,7313

0
131,41
2/ 1
135,54 73,52
12 ’ ,
o571 2424 3071 12426 4205 14506

2 (E)-nérolidol

3 ’

2 73,42
42,37

145,03

17,69 16,01 16,03
20 19 18 27,87
on 111,67
131,21 1

> 12440 39,7139 30,7350 04 1348
2571 , , 12412 , 124,24 42,09 145,07

4 (6E ,10E)- géranyllinalol

Figure 7 : déplacements chimiques de carbones du (E)-nérolidol (2), du (Z)-nérolidols
(3) et du (6E ,10E)- géranyllinalol (4)
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L’attribution des déplacements chimiques des carbones des (E)- et (Z)-nérolidols
et du (6E ,10E)-géranyllinalol a été réalisée au laboratoire, 1’utilisation d’un réactif de
déplacement chimique (RDC) ayant permis de lever toutes les ambiguités [193]. En
effet, avec cette technique, il est possible de suivre 1’évolution linéaire des
déplacements chimiques de tous les carbones de la molécule en fonction d’un rapport
de concentration RDC/substrat croissant. Les valeurs des variations de déplacement
chimique, induites par le RDC, diminuent d’un bout a 1’autre de la chaine carbonée au
fur et a mesure que 1’on s’¢loigne de la fonction complexante (la fonction alcool en
I’occurrence). Ainsi, a titre d’exemple, les signaux résonnant a 124,25 et 125,06 ppm
sont attribués aux carbones C6 des isomeres E et Z, respectivement tandis que ceux
résonnant a 124,28 et 124,29 ppm appartiennent aux carbones C10 de ces mémes

1someres.

I11.1. Mélanges binaires des (E)- et (Z)-nérolidols et du (6E, 10E)-

géranyllinalol avec des dérivés phénoliques.

Dans le cas de mélange des nérolidols ou du geranyllinalol avec des composés
phénoliques  (carvacrol, thymol, 3-isopropylphénol,  4-éthylphénol,  3,5-
diméthylphénol) les résultats sont trés proches de ceux obtenus avec le linalol (Figure
8). Le carbone tétrasubstitué C3 qui porte I’hydroxyle et le méthyle (2a, 3a, A =
+0,68 ppm ; 4a, A5 = +0,70 ppm) et le carbone sp2 C1 (2a, 3a, 4a, A = 0,35 ppm) sont
fortement déblindés alors que le carbone sp® C2 (2a, 3a, 4a, AS = -0,44ppm) et le
méthyle C13 (2a, 3a, A3 =-0,30 ppm) ou C17 (4a, A5 =-0,31 ppm) sont blindés. Nous
constatons que la variation du déplacement chimique s’atténue rapidement avec
1’¢loignement par rapport & la fonction alcool a I’exception des carbones sp” C6 (2a,
A8 = -0,14 ppm ; 3a, 4a, A5 = -0,11 ppm) et C7 (2a, 4a, AS = +0,14 ppm ; 38, AS =
+0,11 ppm).
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0,14 0,
0,02 0,00 -0,14  -0,09 -0,44

12
0,00
2a (E)-nérolidol + phénol

0,01

3a (Z)-nérolidol + phénol

0,00 0,00 0,00
20 19 18 -0,31

3
167 0,01 14 12 0,03 10 5 014 o , 970
000 002 000 .91 000 011 -010 -044

4a (6E ,10E)-géranyllinalol + phénol

Figure 8 : variations moyennes des déplacements chimiques des carbones du (E)-
nérolidol (2a), du (Z)-nérolidol (3a) et du (6E ,10E)- géranyllinalol (4a) observées en
présence d’un dérivé phénolique. (annexe7-annexe9) .
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I1.2. Mélanges binaires des (E)- et (Z)-nérolidols et du (6E,10E)-

géranyllinalol avec des cétones.

Dans le cas de mélange du (E)-nérolidol 2 avec des cétones (camphre, fenchone,
verbénone, carvone, pulégone), les variations des déplacements chimiques sont
beaucoup plus faibles que celles qui avaient ¢€té observées avec les dérives
phénoliques. Les carbones qui présentent des variations de déplacement chimique
supérieures a 0,05 ppm sont les carbones C1 (Ad = -0,08 ppm) et surtout et C3 qui
porte la fonction alcool (Ad = -0,16 ppm) et C7 beaucoup plus éloigné (Ad = -0,17
ppm). Ces variations sont tout a fait similaires a celles mesurées pour le linalol. Nous
observons ¢€galement une variation trés importante du déplacement chimique du

carbone C11, vraiment trés ¢loigné de la fonction alcool (Ad = -0,10 ppm).

o 004 o000 005 005 _0'160 05
-0,01 , , , ,
2b (E)-nérolidol + cétone
-0,04
001 002 -002 0,00 2 OH -0,07

-0,19

14
-0,01 -0,01

3b (Z)-nérolidol + cétone

16 -0,09 -0,18 0,15
0.00 0,00 0,00 0,01 -0,01 0,10 0,04 0,05

4b (6E ,10E)- géranyllinalol + cétone

Figure 9 : variations moyennes des déplacements chimiques des carbones du (E)-
nérolidol (2b), (Z)-nérolidol (3b) et du (6E ,10E)- géranyllinalol (4b) observées en
présence d’une cétone (annexel0-annexel2) .
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Par comparaison avec ’isomere (E), les variations observées sur les carbones du
(Z)-nérolidol 3, sont similaires. Les plus fortes valeurs concernent le carbone C3

fonctionnalisé (-0,15 ppm) ainsi que les Csp® C7 et C11 respectivement-0,19 et -0,11
ppm.

Le (6E, 10E) géranyllinalol a un comportement tout a fait comparable a celui du
(E)-nérolidol. Ainsi, en présence d’une cétone, les variations de déplacement chimique
les plus importantes sont observées pour les carbones C3 et C7 (Ad = -0,15 et -0,18
ppm), suivis par les carbones éthyléniques quaternaires C11 et C15 (Ad = -0,09 et -
0,10 ppm).

I11.3. Mélanges binaires des (E)- et (Z)-nérolidols et du (6E,10E)-

géranyllinalol avec des alcools.

Dans le cas du mélange des (E)- et (Z)-nérolidols 2 et 3 et du (6E,10E)-
géranyllinalol 4 avec des alcools (menthol, bornéol, fenchol, terpinéol-4,
perillylalcool), nous constatons, comme dans le cas du linalol, des variations assez
faibles pour les carbones proches de la fonction alcool C3 (- 0,07 et -0,08 ppm) et C13
(pour 2c et 3c) et C17 pour 4¢ (-0,09 ppm et -0,12 ppm) liées a la présence des liaisons
hydrogene. Par contre, les variations observées sur le C7 (-0,11 et -0,12 ppm) pour 2c,
3¢ et 4¢c mais aussi le C11 (-0,07, -0,06, -0,05 ppm ppm) pour 2C, 3C et 4C ne peuvent

probablement pas étre reliées a la présence de liaisons hydrogeéne.

Comme dans le cas du linalol, les variations de déplacement chimique concernant
des Csp” et plus particuliérement les carbones quaternaires, qui ne s’atténuent pas avec
I’allongement de la chaine carbonée (nérolidols et géranyllinalol), traduisent une
probable interaction entre les doubles liaisons et la fonction alcool. Des liaisons de
Van der Waals entre un dip6le permanent (la fonction alcool) et un dipdle induit (la
double liaison) pourraient étre responsables de ces variations. Cette interaction

présente un caractére intermoléculaire puisqu’elle diminue avec la dilution.
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0,00 -0,01
3¢ (Z)-nérolidol + alcool
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001 001 " ~oo01 00122004 002" 000

4c (6E ,10E)- géranyllinalol + alcool

Figure 10 : variations moyennes des déplacements chimiques des carbones du (E)-
nérolidols(2¢), (Z)-nérolidols (3c) et (6E ,10E)- géranyllinalol (4C) observées en
présence d’un alcool (annexe 13-15).

1. MELANGE BINAIRE CITRONELLOL ET DU
TETRAHYDROGERANIOL AVEC DES PHENOLS, DES ALCOOLS OU DES
CETONES

Afin d’étudier la relation entre la position de I’alcool et celle de la double liaison
C6-C7, nous avons choisi de travailler avec le citronellol. Dans ce composé 1’alcool
est primaire et est porté par le C1 et la seule double liaison est en bout de chaine. Cette

double liaison est absente dans le tetrahydrogéraniol (dihydrocitronellol). Ces deux
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molécules ne sont pas directement comparables au linalol, a cause de la position de la
fonction alcool en C1 sur ces deux molécules, en C3 sur le linalol. Néanmoins, leur
comportement est susceptible de fournir des informations complémentaires.
L’attribution des déplacements chimiques des carbones a ¢té réalisée de manicre

conventionnelle et est en accord avec les résultats obtenus par Bohlmann et al. [192]

17,65 19,52 22,61 19,65
9 10 10
131,27 25,47 5 61,12 27.99
7\6 A 4 2
8 29,18 1 OH 8 29’53 1 OH
25,73 124,73 3724 39,89 22,72 39,28 37,40 39,98
5 citronellol 6 tétrahydrogéraniol

Figure 11: déplacements chimiques des carbones du citronellol (5), et du
tétrahydrogéraniol(6).

Au vu des résultats reportés dans la Figure 12, nous constatons que, en présence
de phénols, les variations concernent uniquement deux carbones proches de la fonction
alcool : C2 (A = -0,23 et -0,22 ppm) et C1 (As = +0,10 et +0,15 ppm). Il semblerait
donc que les variations observées avec le phénol et ses dérivés soient dues par
conséquent a la présence de liaisons hydrogéne entre 1’atome d’hydrogene de la
fonction phénol et I’oxygene de 1’alcool de citronellol. On n’observe pas de variation
des déplacements chimiques de carbones situés en bout de chaine, qu’ils soient saturés

ou insaturés.

8 0,02 8 0,00
-0,01 -0,01 -0,04 -0,23 -0,01 -0,02 -0,03 -0,22

5a citronellol + phénol 6a tétrahydrogéraniol + phénol

Figure 12: variations moyennes des déplacements chimiques des carbones du
citronellol (5a), tétrahydrogéraniol (6a) observées en présence d’un dérivé phénolique
(annexe 16-17).
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En ce qui concerne les mélanges de citronellol avec les cétones et les alcools on
constate que les variations des déplacements chimiques sont élevées pour le C1 (-0,21
ppm et -0,19 ppm) et toujours appréciables pour le C7 (-0,16 ppm et -0,10 ppm). Dans
le cas de du tétrahydrogéraniol, la seule variation notable de déplacement chimique est
observée sur le C1 qui porte la fonction alcool. En I’absence de la double liaison C6-
C7, la variation de déplacement chimique pour le C7 est nulle. Ces résultats

confirment une probable interaction entre la double liaison et la fonction oxygénée.

8 0,03 OH 0,00
-0,01 0,07 0,03 -0,02 0,00 0,01 0,02 -0,01

5b citronellol + cétone 6b tétrahydrogéraniol + cétone

0,03
0,00 0,05 004 ' -0,03 000 002 0,03

2
-0,03

5c citronellol + alcool 6¢ tétrahydrogéraniol + alcool

Figure 13 : variations moyennes des déplacements chimiques observées en présence
d’une dérivé cétone citronellol (5b), tetrahydrogeraniol (6b) et en présence d’un dérivé
alcool, citronellol (5C), tétrahydrogéraniol(6C) (annexe 18-21).
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IV. MELANGES BINAIRES DU GERANIAL ET DU NERAL AVEC UN
PHENOL, UN ALCOOL OU UN ACETATE.

L’attribution des déplacements chimiques des carbones du géranial et du néral a
¢té réalisée de maniere conventionnelle et est en accord avec les résultats de Bohlmann

etal. [192].

1
2567 122,59 40626391157 43 2566 12229 3259 7
7 géranial 8 néral

-0,01

° 007 " 015 ©
002 007 0 003  -010 0,06 a1
7a géranial + phénol 8a néral + phénol
-0,01 -0,01 0,00

0 0,00
0,00 10

13 8
8 001 002  -0,02 0,12 o)
-0,01 -0,01 0,00 0,00 u 1
7b géranial + alcool 8b néral + alcool
-0,01 -0,03
0,00
10 H
-0,05 -0,12
° 001 "% 502
0,01 0,05 ’ Y,
7c géranial + acétate 8c néral + acétate

Figure 14 : déplacements chimiques de carbones du géranial (7), du néral (8) et
variations moyennes observées en présence d’un phénol (7a, 8a), d’un alcool (7b, 8b),
et d’un acétate (7c, 8c),(annexe 22-27).
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Nous reportons ici les résultats obtenus relatifs a la variation des déplacements
chimiques des aldéhydes a, B-insaturées en présence de phénols, d’alcools ou d’esters
(acétates). Nous avons choisi comme molécule de référence, le néral et le géranial qui

sont fréquemment présents dans les huiles essentielles (citronnelle, cubébe et mélisse).

Nous avons enregistré les spectres de différents mélanges d’aldéhydes avec une
série de phénols (carvacrol, thymol, 3-isopropylphénol, 4-éthylphénol, 3,5-
diméthylphénol). Nous constatons de tres fortes variations des déplacements
chimiques des carbones aldéhydiques C1 (A8 = +0,76 ppm) et encore plus du carbone
oléfinique quaternaire C3 (A3 = +1,57 et 1,52 ppm). Le carbone C2 subit une légere
variation en sens inverse (Ad = -0,15 et -0,16 ppm). Ces variations peuvent s’expliquer
par la formations de liaisons hydrogéne importantes entre 1’oxygéne du carbonyle et
I’hydrogéne du dérivé phénolique. Par contre, les variations de déplacement chimique

de tous les autres carbones demeurent faibles et inférieures ou égales a 0,07 ppm.

En présence d’alcools (linalol, géraniol, bornéol, a terpinéol), les variations des
déplacements chimiques sont beaucoup plus faibles et toujours inférieures a 0,05 ppm
excepté pour le carbone C3 (Aé = +0,13 et 0,12 ppm). Dans ce cas, également, nous
pouvons suspecter la formation de liaison hydrogéne, plus faibles qu’avec les phénols,

entre I’oxygene du carbonyle et I’hydrogéne de la fonction alcool.

Enfin, quand les deux aldéhydes sont en présence d’un acétate, on observe
¢galement des variations des déplacements chimiques de carbones C1 (A8 = -0,12 et -
0,14 ppm) et C3 (A = -0,18 et -0,15 ppm). Les déplacements chimiques de tous les

autres carbones ont des variations inférieures a 0,05 ppm.

V. BILAN DE L’ETUDE

Au cours de cette étude sur la variation de déplacement chimique des carbones de

molécules terpéniques en présence de composés oxygénés, nous nous sommes plus
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particulierement intéressés a des molécules comportant la sous structure linalol, le
linalol lui-méme 1, les (E) et (Z)-nérolidols, 2 et 3, ainsi que le (E,E)-géranyllinalol 4.
A titre de comparaison, nous avons également examiné le citronellol 5 et le
tétrahydrogéraniol 6. Les résultats obtenus montrent que, dans la plupart des cas, les
variations observées sont dues a la formation de liaisons hydrogéne. Néanmoins, le
mode de formation des liaisons hydrogeéne intermoléculaires n’est pas le méme pour
les dérivés phénoliques et pour les composés oxygénés (alcools, esters, composés

carbonylés, oxydes)

De manicre globale, I’effet due a la présence de liaison hydrogéne se propage,
comme attendu, a travers les liaisons. Les variations des déplacements chimiques des
carbones, induites s’atténuent au fur et a mesure que l’on s’¢loigne du site de
complexation sauf s’il existe une ou plusieurs doubles liaisons dans la chaine. Pour les
alcools de type linalol (la fonction de alcool est portée par le carbone C3), il y a deux
comportements induits par les différents composés oxygeénés, d’une part les dérives
phénoliques et d’autre part les autres composés oxygénés, alcool, aldéhyde, cétone,
acétate ou oxyde. Les variations des déplacements chimiques des carbones voisins de
la fonction alcool sont de signe opposé selon que la molécule de référence est en
mélange avec un phénol ou un des autres composés oxygénés. La méme observation
est faite avec les carbones éthyléniques quaternaires (par exemple le C7 du linalol).
Par ailleurs, la modification de la stéréochimie d’une double liaison ne semble pas

jouer un réle.

Cependant la formation de liaisons hydrogene ne peut a elle seule expliquer les
variations de déplacement chimique observées et concernant les Csp® et plus
particulierement les carbones quaternaires des molécules comportant la sous structure
linalol (linalol, nérolidols et géranyllinalol). Il existe probablement une interaction
entre les doubles liaisons et la fonction oxygénée. Cette interaction présente un
caractere intermoléculaire  puisque les variations des déplacements chimiques

diminuent avec la dilution. Des liaisons de Van der Waals entre un dipdle permanent
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(la fonction oxygénée) et un dipole induit (la double liaison) pourraient éEtre

responsables de ces variations.

Pour les molécules de citronellol et de tétrahydrogéraniol ou la fonction d’alcool
est portée par le carbone Cl1, les variations des déplacements chimiques des carbones
sont tres faibles. Enfin, en ce qui concerne les d’aldéhydes o, B-insaturés, les
variations les plus importantes sont observées sur les carbones C1 et C3. Ces
variations sont nettement plus importantes quand 1’aldéhyde est en mélange avec un
phénol qu’avec un autre composé¢ oxygéné. Par ailleurs, nous observons des effets
opposés suivant que 1’on mélange un aldéhyde avec un phénol ou un alcool ou avec un

acétate.

D’un point de vue pratique, il ressort de cette ¢tude que des variations des
déplacements chimiques de certains carbones des molécules terpéniques oxygénées
sont mises en évidence lorsque ces molécules sont en mélange. Néanmoins, les
concentrations que nous avons utilisées pour mettre en €¢vidences ces variations sont
plus importantes que celles que nous avons observées lors de 1’analyse d’une huile
essentielle. La connaissance des carbones qui subissent les variations, du sens de ces
variations et de leur amplitude relative, doit nous permettre d’affiner nos analyses et de

mieux appréhender la présence de ces molécules dans un mélange naturel.
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Chapitre III L huile essentielle de Clinopodium ascendens (Jordan) Sampaio de Madére

I. INTRODUCTION

Le travail décrit dans ce chapitre entre dans le cadre du programme de
coopération entre 1’Université de Corse et I’Université de Madeira (Funchal, Portugal)
relatif & I'¢tude de la biodiversité végétale insulaire par la production et 1’analyse
d’huiles essentielles. Cette coopération a ¢€té initiée par une ¢étude relative a
I’identification et & la quantification de deux lactones sesquiterpéniques, la costunolide
et la dihydrocostus lactone dans 1’huile fixe de Laurus azorica [194]. Elle se poursuit,

dans le cadre de cette these.

Les résultats décrits ci-apres concernent la caractérisation de I’huile essentielle de
Clinopodium ascendens, plante qui pousse a I’état spontané dans 1’1le de Madere.
Pratiquement, [’échantillonnage, 1’obtention de 1’huile essentielle et [’étude
antibactérienne ont été réalisés a Madere, le fractionnement et les analyses

chromatographique et spectroscopique ont été réalisés en Corse.

Dans ce chapitre, nous allons tout d’abord décrire en détail 1’analyse d’une huile
essenticlle de C. ascendens, réalis¢é par combinaison de la chromatographie sur
colonne ouverte de silice, la CPG(Ir), la CPG-SM et de la RMN du carbone-13. Un
certain nombre de composés dont les données spectrales (RMN °C) étaient soient
absentes de nos bibliothéques de spectres ou non décrites dans la littérature, ont fait
I’objet d’une étude particuliere qui sera détaillée. Enfin, nous décrirons I’activité

antibactérienne de cette huile essentielle.
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Il. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Clinopodium ascendens Moeuch est une plante de la famille des Labiées assez
répandu dans le sud de I’Europe. C'est une plante, a 1’odeur agréable de menthe, qui
pousse en lisieres des bois et taillis. La plante est annuelle : elle pousse en général au
printemps et la période de floraison se situe aux environs de septembre a novembre.
Les fleurs sont rassemblées en petites grappes groupées a la naissance des feuilles. Les
deux levres du calice sont trés inégales et bordées de longs cils. Le tube de la corolle

est presque droit. Les feuilles sont bordées de dents peu profondes.

Figure 15 : les rameaux de Clinopodium ascendens.

La classification taxonomique de cette plante a évolué au cours du temps et a fait
I’objet de diverses dénominations associés aux genres Calamintha, Satureja et
Clinopodium. D’ailleurs, Morin et al. [195] rappellent que les frontiéres entre les cing
genres proches Calamintha Miller, Micromeria Benth, Satureja L., Clinopodium L. et
Acinos Miller sont mal définies et suggerent d’utiliser les marqueurs

chemotaxonomiques pour les différencier.

Trois grandes especes se cotoient dans le genre Calamintha :
i) Calamintha nepeta Savi, (Lesser Calamint), calament des montagnes

(Mountain Calamint) ou Baume des montagnes (Mountain Balm);
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ii) Calamintha sylvatica Bromf (syn. Calamintha intermedia Braun), calament
des bois (Wood Calamint, Woodland Calamint);

iii) Calamintha sylvatica Bromf. ssp ascendens P.W. Ball, calament commun
(Common Calamint) ; synonymes : Calamintha ascendens Jordan, Satureja ascendens
Maly, Calamintha menthifolia Host, Calamintha clinopodium, Melissa calamintha et
enfin Clinopodium ascendens (Jordan) Sampaio. C’est cette derniére dénomination qui

est aujourd’hui retenue et que nous utiliserons.

C. ascendens est une plante particuliérement prisée par les anciens herboristes.
Elle est utilisée en médecine populaire dans diverses applications, résumées ci-dessous
et pour lesquelles nous conserverons la dénomination d’origine.

- Stuart, se référant a Calamintha ascendens (calament commun, calament des
montagnes ou baume des montagnes), note que les feuilles peuvent-étre utilisées
comme un cataplasme pour soigner les contusions ainsi que les douleurs causées par la
sciatique [196] ;

- Cependant, Wren signale le méme type d’utilisation pour Calamintha officinalis
Moeuch (synonyme Calamintha menthifolia Host), plante pour laquelle il emploie les
termes de calament commun, calament des montagnes mais aussi basilic sauvage ou
« basilic-thym » [197] ;

- le calament intervient également dans les traitements psychiques. Il a été utilisé
pour calmer I’hystérie, dans le traitement de la mélancolie car il procure un effet
euphorique ;

- I’infusion sert a combattre les troubles de I’estomac, du foie et la rate [198]. Le
calament intervient également, sous forme de sirop, comme expectorant pour
combattre la fievre et la toux [198] ;

- T’huile essentielle est utilisée pour frictionner la peau, en particulier pour
soulager les douleurs due aux névralgies ou a la sciatique. Appliquée avec un coton sur

une dent cariée, elle est supposée avoir une action contre la douleur.
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Seulement trois études concernant la composition chimique de C. ascendens ont
¢té décrites. Les deux premicres sont relatives a des huiles essentielles d’origine
d’espagnole :

- un premier échantillon, qui posséde une activité antimicrobienne et
antipyrétique, contient la pulégone comme composé majoritaire (54,5%), associée a
I’isomenthone (15,2%), au 1,8-cinéole (12,6%) et au menthol (10,2%) [199,200] ;

- deux autres échantillons (I’un sauvage, I’autre cultivé) sont dominés par
I’isomenthone (36,8 et 43,3%), produit majoritaire, associ¢ au 1,8-cinéole (18,4 et
14,0%) et a la pulégone (7,8 et 4,7%), et présentent une activité antifongique [201] ;

- la troisiéme analyse décrit la composition d’une huile essentielle d’origine
turque avec 1’oxyde de pipéritone (21,8%), le limonene (15,7%) et 1’oxyde de

pipériténone (10,5%), comme composés majoritaires [202].
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I1l. ETUDE DETAILLEE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE PARTIES
AERIENNES DE C. ASCENDENS

Les parties aériennes de C. ascendens produisent par hydrodistillation une huile
essentielle pratiquement incolore, qui posséde les caractéristiques suivantes (Données
pour I’échantillon étudié):

- indice de réfraction = 1,475 £ 0.002,

- densité = 0,903 + 0,06

- pouvoir rotatoire = —-53,1 + 0,1°.

Les rendements varient de 1,78 et 2,26%, respectivement (rendements calculés
par rapport au végétal séché), pour des plantes récoltées pendant la phase végétative et
pendant la période de floraison. Chaque mesure résulte de la moyenne obtenue pour

trois distillations.

Pour réaliser cette étude, nous disposions donc de divers échantillons d’huile
essentielle de Clinopodium ascendens, en quantités variables, qui nous ont été fournis
par le Professeur Paula Castilho de l'universit¢é de Madeére. L’échantillon, dont la

quantité €tait plus importante, a été utilis€é pour I’analyse détaillée.

I11.1. Analyse d’un échantillon d’huile essentielle totale

Dans la continuité des travaux menés au laboratoire sur la caractérisation des
huiles essentielles, nous avons privilégié Dutilisation de la RMN "“C pour
I’identification des constituants. Aussi, dans un premier temps, [’analyse de
I’échantillon d’huile essentielle de C. ascendens, a été réalisée par CPG, en prenant en
compte les indices de rétention sur deux colonnes de différente polarité¢ et par RMN
1C, sans séparation préalable des constituants. Alors que le profil chromatographique
de [D’échantillon laissait suspecter une huile essentielle riche en monoterpénes
(oxygénés), avec un composé trés majoritaire (environ 75%, Ir apol/pol = 1159/1587).
L’interrogation de la bibliotheque « Terpenes » du Laboratoire n’a permis d’identifier
que 2 composés, aisément repérés sur le chromatogramme en utilisant leurs indices de

rétention sur colonnes apolaire et polaire, par comparaison avec ceux des produits de
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référence. Il s’agit en fait de deux monoterpénes minoritaires, la pulégone (6,9%) et le

limonéne (2,5%).

Parallélement, D’interrogation de la bibliothéque de données RMN °C
« Littérature » du laboratoire ne donne pas non plus de résultats probants, si ce n’est la
présence probable de la trans-isopulégone parmi les composés minoritaires. De plus,
I’examen du chromatogramme nous démontre que le composé trés majoritaire co-¢lue
avec un autre constituant sur colonne apolaire. L’analyse de I’huile essentielle par SM
permet I’identification de quelques composés minoritaires et suggére la structure de
I’isopulégone (isomere non spécifié¢) pour ce composé majoritaire et pour un autre
composé (4,5% sur colonne polaire, Ir = 1592) qui est donc probablement la trans-
isopulégone, observée par RMN. Les deux molécules présentent des spectres de masse
identiques, donnant ainsi un argument supplémentaire a la présence d’isomeres. Dans
ce contexte, il nous a semblé plus judicieux de réaliser un fractionnement de 1’huile

essentielle sur colonne ouverte de silice avant de poursuivre I’analyse.

I11. 2. Fractionnement et étude détaillée

Nous avons réalisé le fractionnement de 531 mg sur colonne ouverte de SiO,
avec un gradient d’élution pentane/oxyde de diéthyle (Figure 16). Nous avons obtenu 7

fractions (F1-F7) qui ont été analysées par CPG(Ir) et par RMN "°C (Tableau 7).

L’analyse de la fraction F1, éluée au pentane, permet d’identifier deux
hydrocarbures  sesquiterpéniques, le (E)-B-caryophylléne (47,6%) et le
bicyclogermacrene (9,7%). Les hydrocarbures monoterpéniques présents dans 1’huile
essentielle, ont disparu lors de I’évaporation du solvant a I’évaporateur rotatif.

Curieusement, le pipéritone (6,3%) est également observée dans cette fraction.

75



Chapitre III L huile essentielle de Clinopodium ascendens (Jordan) Sampaio de Madére

HE C. ascendens

(531 mg)
Pentane
Chromatographie
sur colonne SiO,
(200-500 um) 25 g v
F1
8,4 mg
Ether / Pentane =3/97
A 4 \4 \4 \ 4
F2 F3 F4 F5
131,7 mg 183,9 mg 95,0 mg 78,9 mg
Ether
Y
\ 4 A\ 4
Fé6 F7
12 mg 18,6 mg

Figure 16: schéma de fractionnement de 1’huile essentielle de Clinopodium ascendens
de Madere.

111.3. Identification des trans et cis-isopulégones

Les fractions F2-F5, de loin les plus importantes en masse, contiennent le
composé majoritaire de 1’huile essentielle, & une teneur variant de 60 a 87 % (F2). Le
spectre de RMN "°C de la fraction F2 fait apparaitre une série de dix raies de
résonance appartenant au composé majoritaire ainsi qu’une vingtaine d’autres signaux
d’intensité beaucoup plus faible. La recherche informatisée permet d’identifier la
pulégone a partir de la bibliotheque « Terpénes » ainsi que la trans-isopulégone a partir
de la bibliotheque « Littérature ». La structure et les déplacements chimiques de cette

derniere sont présentés dans la tableau 4.
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Tableau 4 : structure et déplacements chimiques de la trans-isopulégone observés
dans la fraction F2 et décrits dans la littérature (8 °C, ppm).

n°C 3§ § [203]
1 35,36 35,24
2 50,56 50,48
3 210,17 210,18
7 4 57,68 57,64
5 31,13 31,11
6 33,86 33,78
7 22,36 22,25
8 143,49 143,42
9 112,82 112,76
10 21,28 21,26

La teneur du composé majoritaire dans la fraction F2, est suffisamment
importante pour que puissent étre enregistrés et exploités les spectres de RMN 1D ('H
et °C, DEPT) et 2D (HSQC) (Tableau 5). Le spectre obtenu a ’aide de la séquence
DEPT permet d’identifier deux carbones quaternaires (211,79 et 142,77 ppm), deux
méthines (56,91 et 33,34 ppm), quatre méthylenes (112,16, 48,20, 30,12 et 27,61 ppm)
et deux méthyles (21,65 et 20,56 ppm). Ces données, en conjonction avec la valeur du
pic moléculaire observé en SM (m/ z =152) conduisent a la formule brute C,,H;¢0. La
structure de la molécule, qui possede trois centres d’insaturation, contient donc une
fonction carbonyle (211,79 ppm) et un méthyléne exocyclique (C résonnant a 142,77
ppm et CH, résonnant a 112,16 ppm) et un cycle. Ces informations sont confortées par
I’étude du spectre du proton dans lequel on observe bien les deux protons vinyliques
(4,96 et 4,79 ppm) ainsi qu’un méthyle résonnant sous forme d’un doublet (6 = 0,98
ppm) et un méthyle vinylique (8 = 1,73 ppm). La molécule est donc une
cyclohexanone substituée par un groupement isopentényle et par un groupement
méthyle, autrement dit, une menthone insaturée. Il s’agit de la cis-isopulegone. Les
protons du cycle sont attribués en tenant compte des corrélations proton-carbone dans

le spectre HSQC.
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Tableau 5 : structure et déplacements chimiques de RMN 'H et ">C observés dans

fraction F2 de la cis-isopulégone (6 C, ppm).

n°C &°C DEPT & 'H*

1 3334 CH 2,15 (m)

) 2,39 (d,J=9.3 Hz)
2,20 (d, J=7.8 Hz)

3 211,79 C .

4

5691 CH 2,98 (t,]=6,4Hz)

4820 CH,

5 2761  CH, ?éi gg

6 30,12 CH, }2‘1‘ Eg

7 20,56 CH; 0,98(d,J = 6,6 Hz)
8 142,77 C ;

9 112,16 CH, j’gg 8

10 21,65 CH; 1,73 (s)

* attributions proton-carbone réalisées par la corrélation hétéronucléaire simple liaison
HSQC

La stéréochimie cis des substituant est confirmée par 1’examen des déplacements
chimiques du méthyle C7, dans les deux isomeéres. En effet, on observe un blindage
d’environ 1,8 ppm (20,56 vs 22,36 ppm) dans I’isomeére cis par rapport a 1’isomere
trans. Cet effet y stérique est encore plus marqué sur le carbone C5 (27,61 vs 31,13
ppm). La disposition axiale du méthyle dans 1’isomeére cis est confirmée par 1’examen
des déplacements chimiques des carbones C1, C2 et C6. En effet, ces derniers sont
plus déblindés dans 1’isomére trans par rapport a ceux de 1I’isomeére cis (C1 : 35,36 vs
33,34 ; C2: 50,56 vs 48,20 et C6 : 33,86 vs 30,12 ppm). Ces différences sont dues a la
perte, dans I’isomére cis, des dispositions anticoplanaires des hydrogénes vicinaux,
induisant un blindage des déplacements chimiques [204]. Nous remarquons également,

si ’on en juge par les valeurs des constantes de couplage, que la cis-isopulégone
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n’adopte probablement pas une véritable conformation chaise mais plutdét une

conformation chaise aplatie ou conformation croisée.

Il est intéressant de noter que les deux isopulégones isomeres présentent les
mémes indices de rétention sur colonnes apolaire. En effet, aussi bien la BP1 que la
DB5 se sont montrées inefficaces pour la séparation de ces deux composés. Sur
colonne polaire, les deux composés sont séparés par cinq points d’indices (1587 et
1592). Comme attendu, les deux isomeres présentent des spectres de masse
insuffisamment différenciés. A I’inverse, ils sont facilement identifiables par RMN

13 . o, , . . r
C, puisque aucune superposition de leurs déplacements chimiques n’est observée.

111.4. Identification du néoiso-isopulégol

L’analyse de la fraction oxygénée F6 par CPG/Ir montre la présence d’un
composé majoritaire (71,5%, Ir apol = 1166 ; Ir pol = 1614) et de plusieurs composés
minoritaires dont la pulégone, le linalol et un alcool sesquiterpénique, le spathulénol.
Les données de la SM ainsi que les indices de rétention d’un autre composé
minoritaire (1142/1568) sont en accord avec la structure du néo-isopulégol. Tous ces
composés sont également présents dans la fraction suivante F7, dans laquelle nous
identifions, de plus, le bornéol, I’a-terpinéol et un autre isomere de 1’isopulégol, a

savoir 1’iso-isopulégol (Ir = 1159/1632, 8,1%).

L’analyse par CPG-SM suggere la structure de 1’isopulégol pour ce composé.
Néanmoins, la concordance des indices de rétention avec ceux de I’isopulégol de
référence (Ir apol = 1135 ; Ir pol = 1575) n’est pas bonne. L’examen du spectre de
RMN du carbone-13 confirme que le composé majoritaire de la fraction 6 n’est pas
I’isopulégol dont les données spectrales sont présentes dans notre bibliothéque de
spectres. Il ne s’agit pas non plus de 1’iso-isopulégol, ni du néo-isopulégol, également
identifiés dans les fractions en tant que compos€s minoritaires. L’ensemble des
données chromatographiques et spectroscopiques (SM et RMN) nous laisse suspecter

la présence du quatriéme isomere, a savoir le néoiso-isopulégol.
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Tableau 6 : structure et données RMN 'H et ">C du néoiso-isopulégol.

n°C §'°C DEPT & 'H*

1 2788 CH 1,83 (m)

2 3780 CH, 171 (m)

3 6832 CH 3,93 (q,J=4,0Hz)

4 48,04 CH  2,17(dt,J=9,8 et 3,8 Hz)
s 2120 CH, iig(ﬁg J=9_8 et 3,8Hz);
6 31,12 CH, 157 (m),1,53(m)

7 2129 CH; 1,11(d,J=7,1Hz)

SRS V1. ¥ N o S —

9 112,16 CH, 4,97 (s), 4,86 (s)

10 23,48 CH; 1,79(s)

* attributions proton-carbone réalisées par I’expérience de corrélation hétéronucléaire
simple liaison HSQC

Une quantité plus importante de ce composé a été obtenue par réduction par
LiAlH,, de la cis-isopulégone présente dans 1’huile essentielle brute, a une teneur de
75%. Le composé inconnu, qui représentait 6% de 1’huile essentielle, voyait sa teneur
atteindre 79% dans I’huile essentielle « réduite ». Sur le spectre de RMN du carbone-
13, nous observons une série de 9 raies de résonance d’intensité importante. Les
données de la SM (m/z = 154) et la réalisation d’une séquence DEPT nous suggerent
la formule brute C,oH;30. Nous sommes en présence d’un carbone quaternaire (146,84
ppm), 3 méthines (68,32, 48.04 et 27,88 ppm), 4 méthylénes dont 1 Csp2 (112,16,
37,80, 31,12 et 21,29 ppm) et 2 méthyles (23,48 et 21,29 ppm). Il faut noter que la
superposition a 21,29 ppm de deux résonances appartenant a un carbone méthylénique
et un méthyle. Les valeurs des déplacements chimiques, en RMN du proton et du
carbone-13 mettent en évidence la présence d’une fonction alcool a 68,32, ppm et
d’une double liaison (142,77 et 112,16 ppm) et de deux groupements méthyle (21,29 et
23,48 ppm) dont un en position vinylique puisque la séquence HSQC montre la
corrélation du 8 C (23,48 ppm) avec & 'H (1,79 ppm). La molécule posséde par

conséquent une structure cyclique compatible avec celle du néoiso-isopulégol.
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L’expérience de corrélation hétéronucléaire simple liaison HSQC associe le carbone
méthyne C3 (68,32 ppm) avec le signal a 3,93 ppm ainsi que le carbone C4 (48,32
ppm) avec le signal a 2,17 ppm présentant une multiplicité caractéristique de doublet
de triplet (J = 9,8 et 3,8 Hz). Comme dans le cas de la cis-isopulégone, les valeurs des
constantes de couplage montrent que cette molécule adopte une conformation chaise

aplatie ou conformation croisée.

Au terme ce notre étude sur la composition chimique de I’huile essentielle de C.
ascendens, nous avons identifié vingt-trois composés par combinaison des techniques
chromatographiques (CC et CPG (Ir)) et de la RMN "C. Treize composés sont
identifiés a 1’aide de la bibliothéque de spectres du laboratoire, un a I’aide des données

de la littérature et deux apres purification ou hémisynthese.

Tableau 7 : fractionnement de 1’huile essentielle de C. ascendens.

Composes IrA IrP HE FI F2 F3 F4 F5 F6 F7
Eluant 100 97/3 97/3 97/3 97/3 100 100
Masses (mg) 531 8 132 184 95 79 12 19
o.-pinene 930 1026 0,2

sabinene 964 1120 tr

B-pinéne 970 1110 0,2

myrcene 980 1164 0,2

p-cymene 1011 1274 0,1

limonéne 1022 1206 25

(2)-B-ocimene 1024 1235 0,1

terpinoléne 1080 1280 tr

linalol 1083 1554 0,1 1,2 1,9
menthone 1133 1467 0,1

néo-isopulégol 1142 1568 0,2 1,3 04
bornéol 1148 1707 tr 2,8
cis-isopulégone * 1159 1587 75,2 86,7 85,5 79,2 60,0
trans-isopulégone * 1159 1592 4,5 6,1 54 50 30
iSo-isopulégol* 1159 1632 0,2 8,1
néoiso-isopulégol 1166 1614 6,0 2,7 152 71,5 18,2
a-terpinéol 1173 1703 tr 1,8
pulégone 1216 1654 6,9 55 6,7 105 84 84 14
piperitone 1228 1736 tr 6,3

(E)-B-caryophylléne 1420 1600 0,3 47,6
bicyclogermacréne 1493 1708 0,1 9,7
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spathulénol 1564 2133 0,2 51 51 7.2
oxyde de caryophylléne 1571 1990 0,2
Total ( %) 97,3 63,6 98,3 97,6 97,4 91,7 87,5 41,8

L’ordre d’élution et les pourcentages sont donnés sur colonne apolaire, excepté pour les
composés dont les noms sont suivis d’un astérisque. * : pourcentage sur colonne polaire. Ir A
et Ir P: indices de rétention mesurés respectivement sur colonne apolaire (BP-1) et polaire
(BP-20). -: indices de rétention non déterminés. tr: composés a I’état de trace <0,05%.

111.5. Données spectrales des 4 isomeéres de I’isopulégol

Puisque nous disposons maintenant des quatre isomeres de I’isopulégol, il nous a
semblé intéressant de comparer leurs données spectrales (Tableau 8). Dans le néoiso-
1sopulégol, nous notons particulierement le blindage important du C5 (21,29 ppm). En
effet, la disposition axiale du méthyle et du groupement hydroxy induit un effet y
stérique marqué sur le carbone C5 si on le compare avec les trois autres isomeres.
Cette disposition entraine aussi la perte des dispositions anticoplanaires des
hydrogenes vicinaux, induisant un blindage des déplacements chimiques de C2, C4 et

C6 [204].

Afin de participer a I’enrichissement de la banque de terpénes du laboratoire,
nous avons aussi synthétisé 1’acétate de néoiso-isopulégyle a partir du chlorure
d’acétyle en présence de triméthylamine. L’ensemble des déplacements chimiques des
différents carbones de cette molécule ainsi que ceux des trois autres isomeres sont

données dans la partie annexe en fin de mémoire (annexe 28).
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Tableau 8: structures et données RMN "°C des 4 isoméres de 1’isopulégol.

néo-isopulégol

néoiso-isopulégol

isopulégol [205] isopulléég(:)_l[20 5] 1so-isopulégol néoiso-isopulégol
carbone o (ppm) o (ppm) 0 ppm) o (ppm)
C-1 31,46 25,80 28,26 27,88
C-2 42,70 40,95 39,48 37,80
C-3 70,37 66,33 66,48 68,32
C-4 54,14 48,41 54,81 48,04
C-5 29,68 23,94 24,74 21,29
C-6 34,34 34,77 30,92 31,12
C-7 22,24 22,24 18,59 21,29
C-8 146,67 147,32 146,66 146,84
C-9 112,81 111,28 112,63 112,16
C-10 19,21 22,77 19,45 23,48
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IV. BILAN DE L’ETUDE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE
CLINOPODIUM ASCENDENS.

Vingt trois composés, qui représentent 97,3% de la composition chimique de
I’huile essentielle, ont été identifiés par combinaison des trois techniques : CPG(Ir),
CPG-SM et RMN "°C. Les composés possédant le squelette menthanique substitué en
C3 sont les plus importants, a la fois en nombre et en teneur (Tableau 9):

- le composé majoritaire, la cis-isopulégone représente plus de 75% de I’huile
essentielle.

- I’isomere trans de I’isopulégone et la pulégone elle-méme sont présentes a des
teneurs de 4,5% and 6,9% respectivement ;

- trois des quatre isomeres de 1’isopulégol (Tableau 8) ont été identifiés dans cette
huile essentielle : le néoiso-isopulegol (6,0%), le néo-isopulegol (0,2%) et I’iso-
isopulegol (0,2%), tandis que D’isopulégol lui-méme n’était pas détecté ni par
spectrométrie de masse, ni par RMN ;

- les quatre sesquiterpénes identifiés représentent moins de 1% de I’huile
essentielle ;

- aucune variation significative de la composition chimique n’a été observée pour
cette huile essentielle, que ce soit en termes de localisation dans 1’1le de Madére, ou

que ce soit en fonction du stade de développement de la plante.

Jusqu’a ce jour, la présence simultanée des deux isoméres de I’isopulégone n’a
été reportée, a notre connaissance, que pour deux plantes: Agathosma crenulata
(buchu) [206] en trés faible quantité et Cyclotrichium origanifolium [207] a des teneurs

plus importantes.

L’isomere cis de I’isopulégone résultant de la voie biogénétique du (-)-limonene,
présent dans les menthes [208,209] est I’énantiomere dextrogyre, de configuration 2R,
5R. L’huile essentielle de Clinopodium ascendens étudiée ici, est 1évogyre et contient

majoritairement (75%), la 2S, 5S-(-)-cis-isopulégone.
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Tableau 9 : bilan de I’étude de la composition chimique de I’HE de C. ascendens.

Composés IrA IrP HE Identification
a-pinéne 930 1026 0,2 Ir, SM, RMN "C
sabinéne 964 1120 tr Ir, SM

B-pinéne 970 1110 0,2 Ir, SM, RMN “C
myrcéne 980 1164 0,2 Ir, SM, RMN “C
p-cymene 1011 1274 0,1 Ir, SM

limonéne 1022 1206 2,5 Ir, SM, RMN "C
(Z)-B-cyméne 1024 1235 0,1 Ir, SM

terpinoléne 1080 1280 tr Ir, SM

linalol 1083 1554 0,1 Ir, SM, RMN “C
menthone 1133 1467 0,1 Ir, SM
néo-isopulégol 1142 1568 0,2 Ir, SM, RMN “C
bornéol 1148 1707 tr Ir, SM
cis-isopulégone * 1159 1587 75,2 Ir, SM, RMN 'H & "°C
trans-isopulégone * 1159 1592 4,5 Ir, SM, RMN "C
iso-isopulégol* 1159 1632 0,2 Ir, SM, RMN °C
néoiso-isopulégol 1166 1614 6,0 Ir, SM, RMN 'H & “*C
o-terpinéol 1173 1703 tr Ir, SM, RMN B
pulégone 1216 1654 6,9 Ir, SM, RMN "°C
pipéritone 1228 1736 tr Ir, SM, RMN °C

(E)-B-caryophylléne 1420 1600 0,3 Ir, SM, RMN "*C
bicyclogermacréne 1493 1708 0,1 Ir, SM, RMN "°C

spathulénol 1564 2133 0,2 Ir, SM, RMN “C
oxyde de caryophyllene 1571 1990 0,2 Ir, SM
Total (%) 97,3

L’ordre d’élution et les pourcentages sont donnés sur colonne apolaire, excepté pour les
composes dont les noms sont suivis d’un astérisque. * : pourcentage sur colonne polaire. Ir A
et Ir P: indices de rétention mesures respectivement sur colonne apolaire (BP-1) et polaire
(BP-20). tr: composés a I’état de trace <0,05%.

85



Chapitre III L huile essentielle de Clinopodium ascendens (Jordan) Sampaio de Madére

La composition de I’huile essenticlle de Clinopodium ascendens (syn =
Calamintha sylvatica ssp ascendens) de Made¢re différe considérablement de celle des
¢chantillons d’origine espagnole [199,200] qui contiennent la pulégone (54.5%),
I’isomenthone (15,2%), le cinéole (12,6%) et le menthol (10,2%), ou 1’isomenthone
(36.8%), le cinéole (18,4%) ainsi que la pulégone (16.6%) comme composés

majoritaires[201].

Cette composition se différencie également de celle des autres espéces de
calament :

- ainsi, deux études menées sur 1’huile essenticlle de Calamintha sylvatica
Bromf. subsp. sylvatica du sud de I’Europe, fait apparaitre des différences importantes:
la premiere fait état de la pulégone comme composé majoritaire (54,2%) [210], tandis
que dans la seconde étude, c’est I’oxyde de cis-piperitone [211] qui est majoritaire
(66,6%, 69,2% and 74,6%, en fonction du stade de développement de la plante, pré-
floraison, pleine floraison et apres floraison).

- I’huile essentielle de trois populations de Calamintha sylvatica Bromf. (sous
espece non précisée), native de la région montagneuse du sud-ouest de la Serbie [212]
présente également 1’oxyde de cis-pipéritone comme compos¢ majoritaire (48,9-
59,2%).

- Une revue de la littérature montre que les divers taxons de Calamintha
produisent presque exclusivement des dérivés menthaniques qui portent une fonction
oxygenée sur le carbone C3. La seule exception concerne 1’huile essentielle de
Calamintha officinalis dans laquelle la carvone, cétone menthanique oxydée en
position C6, est prédominante (60%) [213].

- L’huile essenticlle de Calamintha nepeta ssp nepeta ou ssp glandulosa, a fait
I’objet de nombreuses études. Les travaux de Baldovini [153] et al., dans notre
laboratoire, font état d’une importante variabilité chimique. En Corse, 1’existence de
trois types chimiques a été démontrée. Certains échantillons présentent la pulégone
(associée a divers autre monoterpénes menthaniques tels la menthone, I’isomenthone,

le menthol ou la pipéritenone) ou la menthone, ou encore la carvone comme composés
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majoritaires de ces huiles essentielles. D’autres échantillons sont dominés par les
oxydes de pipéritone et/ou de pipériténone. Sarer et al. [214] avaient identifié¢ la
pulégone comme composé majoritaire de 1’huile essentielle de Calamintha nepeta ssp.
glandulosa. Flamini et al. [215] ont observé un large spectre d’activités
antimicrobiennes pour un échantillon d’huile essentielle de Calamintha nepeta (sensu
lato) d’origine italienne, dont la composition révele aussi la pulégone comme

constituant majoritaire.

La composition chimique des huiles essentielles d’autres espéces de Calamintha
a été étudiée ponctuellement. Par exemple :

- I’huile essentielle d’une population de Calamintha vardarensis originaire du
sud de la République de Macedoine (ex Yougoslavie) [212] contenait 1’oxyde de cis-
pipéritone comme composé majoritaire (65,6%) ;

- Baser [216] a étudié la composition des huiles essentielle de cinq taxa de
Calamintha originaires de Turquie, identifiant leurs composés majoritaires comme suit
: I’isopinocamphone (49-56%) pour C. grandifolia; I’oxyde de pipériténone (67%)
pour C. incana; la pulégone (36%) et 1’acétate de menthyle (28%) pour C. pamphylica
ssp pamphylica; la pulégone (38%, associée a la menthone 10%, a 1’acétate de
menthyle 9%, et au menthol 9%) pour C. pamphylica ssp davisii et I’oxyde de trans-

pipéritone (25-58%) pour C. nepeta ssp glandulosa.

Dans notre revue de la littérature, nous n’avons jamais observé que
I’isopulégone ait été trouvée comme composé majoritaire de 1’huile essentielle d’une
espeéce de Calamintha. Cependant, une teneur appréciable en isopulégone (isomeére
non précisé¢) a été trouvée dans I’huile essentielle de Tanacetum khorassanicum
(Krasch.) Parsa (13%) [217], et de Micromeria libanotica Boiss. (6,5%) [218]. Baser
et al. [207, 216] ont observé la présence de la cis-isopulégone (en proportions
variables, 4-52%) dans 1’huile essentielle de Cyclotrichium origanifolium, une espéce
endémique de Turquie. A notre connaissance, c’est la plus forte teneur de cis-
1sopulégone reportée dans la littérature (identifiée a partir de son spectre de masse et

indices de rétention).
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Il apparait donc que le calament que nous avons étudi€ et qui pousse a 1’état
spontané dans 1’7le de Madére, contient une huile essentielle dont la composition, tres
largement dominée par la cis-isopulégone, differe considérablement de celle des
¢chantillons d’origine espagnole ou turque qui ont fait 1’objet d’études. Manifestement
la cis-isopulégone joue un rdle d’antibiotique aussi important que celui dévolu a la

pulégone elle-méme.

Aussi, il pourrait étre intéressant d’utiliser cette huile essentielle en
remplacement des huiles essentielles riches en pulégone. En effet, la pulégone montre
une toxicité hépatique (supérieure d’ailleurs pour I’isomere R-(+) que pour I’isomere
S-(-)), probablement due a des profils métaboliques différents. Quand la S-(-)-
1sopulegone est utilisée comme substrat, seule une petite quantité d’un seul métabolite
(le menthofurane) est observée, la substance demeurant majoritairement non
métabolisée. WHO [219], FEMA [220] et AFC [221] sont unanimes pour admettre que

I’isopulégone est significativement moins hépatotoxique que la pulégone.

V. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE
CLINOPODIUM ASCENDENS.

L’activité biologique de I’huile essentielle de Clinopodium ascendens a été testée
dans les laboratoires de I’Universit¢ de Madére avec 1’objectif de valider 1’utilisation
traditionnelle de cette plante. L huile essentielle a été testée sur sept micro-organismes
suivants qui sont des pathogénes humains fréquemment rencontrés:

- Bactéries gram + : Staphylococcus aureus CCMI 335, Streptococcus mutans
CCMI 1022 et Streptococcus faecium CCMI 338

- Bactéries gram - : Agrobacterium tumefasciens et Escherichia coli CCMI 270,

- Champignon : Botrytis cinerea CCMI 899 et Candida albicans CCMI 209
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La méthode de diffusion par disques est utilisée et la zone d’inhibition est

mesurée en mm. La rifampicine pour les bactéries, la 5-fluorocytosine pour C.

albicans et la carbendazime pour B. cinerea sont utilisées comme témoins positifs

Tableau 10: résultats des tests anti-bactériens et anti-fongiques par disques.

Microorganismes HE Rifampicine Carbendazime 5 fluorocytosine
A. tumefasciens 20 40 n.t. n.t.
E. coli 22 15 n.t. n.t.
S. aureus 15 35 n.t. n.t.
S. faecium - 20 n.t. n.t.
S. mutans - 45 n.t. n.t.
B. cinerea 20 n.t. 30 n.t.
C. albicans - n.t. n.t. 15

- absence d’activité ; n.t : non testé

Les résultats(Tableau 10) obtenus ont montré que [’huile essentielle de

Clinopodimn ascendens présente une activité antibactérienne contre Agrobacterium

tumefasciens Escherichia coli et dans une moindre mesure Staphylococcus aureus et

B. cinerea. Par contre I’huile essentielle est inactive vis-a-vis de S. faecium, S. mutans

et C. albicans. Il est étonnant de constater que cette huile essentielle utilisée de

maniére traditionnelle pour traiter les maux de dents ne présente aucune activité vis-a-

vis de la bactérie S. faecium qui est un pathogéne humain de la cavité buccale.
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I. LE GENRE BUPLEURUM

Le genre Bupleurum appartient a la famille des Apiaceae (Ombelliféres), qui
comprend environ 200 especes [222] est essentiellement localisé dans I’hémisphére
Nord (Europe, Asie et ’Afrique du Nord. Dans I’aire méditerranéenne, le genre
buplévre est représenté par environ une trentaine d’espéces dont Bupleurum
fruticosum, B. falcatum ssp. cernum, B. rotundifolium, B. salicifolium ssp. acciphyllum
Certaines sont endémiques des iles Canaries comme B. hadiense ou des iles Baléares

comme B barceloi.

Depuis plus de 2000 ans, comme 1’atteste un ouvrage de pharmacopée chinois,
les racines de nombreuses especes sont utilisées fréquemment dans la médecine
traditionnelle pour le traitement de diverses affections parmi lesquelles : la fievre, la
grippe, les inflammations, 1’hépatite, la malaria [222]. Les racines de buplévre sont
connues sous le nom de Chaihu en chinois, Saiko en japonais et Shiko en coréen.
Environ, 50 espéces du genre Bupleurum ont fait I’objet d’études conduisant a la
caractérisation d’environ 120 dérivées de saikosaponines [223-227] qui sont
formellement des triterpénes avec une entité glycoside, plus de 50 lignanes [228, 229]
ainsi qu’un grand nombre de coumarines [230], de flavonoides [231], de stérols [232],
de phénylpropanoides [233, 234]. En ce qui concerne les huiles essentielles, plus de

220 composés ont été identifiés [222, 235-239].

Aujourd’hui plusieurs espéces de buplévre sont inscrites dans les pharmacopées
chinoise et japonaise. Au dela de leurs propriétés médicales qui ont fait 1’objet de
dizaines de publications et ont conduit aux dépots de plus de 400 brevets, ces plantes
sont utilisées comme supplément diététiques. Aussi pour répondre a cette forte
demande, de nombreuses espéces font 1’objet de mises en cultures. C’est le cas de

Bupleurum chinense en Chine et de Bupleurum falcatum au Japon [222].
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Bupleurum fruticosum L. ou buplévre ligneux appartient a la section des
Coriacea Godron et a la famille des Apiaceae. Cette espéce, poussant a 1’état spontané,
est particuliérement répandue sur le pourtour du bassin méditerranéen, notamment
dans les régions a garrigue et lieux stériles: Provence, Languedoc, Roussillon, Italie,
Corse, Afrique du Nord, Syrie, Liban [236, 238, 240]. En Corse, il est assez
fréquemment trouvé depuis le bord de mer jusqu’a une altitude d’environ 800m et,
bien qu’aucune étude pédologique n’ait été réalisée, sa répartition semble liée a la
présence de sols schisteux (Castagniccia, Cortenais, Cap corse). Une seule station, qui
comprend moins d’une trentaine de pieds, est localisée dans le sud de la Corse sur un

sol granitique.

Figure 17 : les rameaux de Bupleurum fruticosum.

Le buplevre est une ombellifére vivace, a souche épaisse et ligneuse. Sous
arbrisseau de un a deux meétres de haut, il est posséde des rameaux treés feuillus. Ses
feuilles sont éparses, coriacées, persistantes, oblongues, atténuées a la base, sessiles,

veinées en réseaux et munies d’une bordure étroite et transparente. Les ombelles sont
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convexes constituées de 8 a 12 rayons €gaux. L’involucre et I’involucelle présentent
plusieurs folioles réfléchies, caduques a maturité, plus courtes que les rayons et les

pédicelles. Le fruit est oblong, a cotes saillantes, aigués [240].

Bupleurum fruticosum posséde une odeur forte, principalement due a la présence
d’huile essentielle dans le bois et les feuilles. Les animaux ont une certaine répulsion
pour cet arbuste mais paradoxalement le parfum et la saveur des fruits, qui rappellent
ceux du fenouil, font que ceux ci sont parfois utilisés comme épice [237, 241]. Cette
plante est aussi employée en médecine populaire comme remede anti-inflammatoire et
anti-microbien. L’huile essentielle, extraite a partir du B. fruticosum, présente aussi

une activité anti-inflammatoire et également une activité antispasmodique [242].

Les principales études concernent 1’extraction et la purification de nouveaux
compos€s obtenus par extraction aux solvants (n-hexane, méthanol ou
dichlorométhane) des racines de buplevre. Ces extraits contiennent des produits
“lourds ” (non volatils) qui présentent un intérét en pharmacologie. Les saponines
triterpéniques, notamment, possédant une activit¢ hémolytique importante [243, 244].
D’autres extraits, obtenus a partir des feuilles du buplévre, contiennent des dérivés

phénylalkylés [233, 234] et des coumarines [234].

Relativement peu d’études concernent la composition chimique de [’huile
essentielle du buplévre (Tableau 11). Une étude ancienne, évidemment peu détaillée,
décrit une huile essentielle d’origine italienne (Sardaigne) caractérisée par la présence
de I’a-pinene, du B-phellandréne et d’un composé oxygéné dénommé bupleurol, qui
serait un alcool terpénique isomere du citronellol [245]. En 1970, Peyron et Roubeau
[236] analyserent une huile essentielle obtenue a partir de sommités fleuries cueillies
dans les Alpilles (France) et ils mirent en évidence la présence de monoterpénes
cycliques ou bicycliques, ’a-pinene et le B-pinéne étant les plus abondants. Ils
tenterent de vérifier la présence du bupleurol mais ne trouverent aucune trace de cet

alcool.

93



Chapitre IV I’huile essentielle de Bupleurum fruticosum de Corse

Depuis 1987, les travaux sont plus précis et plus détaillés et quatre compositions
chimiques ont ét¢ mises en évidence. Plusieurs études, en particulier, concernent des
plantes poussant en Italie, plus précisément en Sardaigne a 1’état sauvage, et cultivés a
I’Institut Botanique d’Urbino. Cependant, les huiles essentielles, souvent obtenues par
hydrodistillation, proviennent de matériel végétal différent (feuilles/rameaux, rameaux,

sommités fleuries ou fruits).

Une premiére composition est dominée par le B-phellandréne et le sabinéne. Elle
a été observée :

1) dans un échantillon originaire de Sardaigne, obtenu a partir de jeunes tiges porteuses
de feuilles et de fleurs (B-phellandréne/sabinéne = 64,5%/20,7%) [246] ;

i1) dans une huile essentielle de feuilles provenant de végétaux cultivés a I’Institut
Botanique d’Urbino (Italie) (B-phellandréne/sabinene = 38,7%/39,7%) [237] ;

iii) dans une huile essentielle préparée a partir de feuilles récoltées dans le méme
institut ainsi que celle de plants obtenus par multiplication in vitro (le B-phellandréne
et le sabinéne représentent respectivement 41,7/35,8% et 60,9/12,8%) [247].

- une composition y-terpinéne/o-phellandréne (49,8%/18,3%) est décrite pour un
¢chantillon d’huile essentielle de tiges provenant de plants également cultivés a
I’Institut Botanique d’Urbino [247].

- la composition riche en y-terpinene (48,8%) est décrite pour un échantillon
provenant d’Italie obtenu par hydrodistillation de rameaux [237] ;

- la composition a-pinéne/B-pinéne (41,2%/35,9%) est reportée pour une huile
essentielle de fruits provenant d’Espagne [242].

- enfin la composition [B-phellandréne/a-pinéne  (49,3%/15,3%) est
caractéristique d’une huile essentielle originaire de Lybie obtenue a partir de sommités

fleuries [248].

Il faut aussi signaler 1’étude réalisée par Dugo et al. sur un échantillon de
Bupleurum fruticosum de Sicile en 2002. 65 composés qui représentent prés de 98% de
la composition totale ont été identifiés par le couplage CPG (haute résolution) /SM.

Toutefois, 1’échantillon analysé a ¢été obtenu par hydrodistillation/extraction
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simultanée et non par hydrodistillation. L’o-pinene (21,7%), le B-phellandréne

(21,3%) et le B—pinene (13,2%) sont les composés majoritaires.

Tableau 11 : principaux composés présents dans 1’huile essentielle de Bupleurum
fruticosum (données de la littérature).

Constituants A B C D E F G H I J
o-pinéne 1,7 - 1,9 | 2,6 | 0,1 [153(41,2| - 0,3 | 21,7
sabinéne 6,1 [20,7135,7|39,7128| 3,5 - 12,1 7,1 6,7
B-pinéne 0,3 - 0,6 | 04 - 9,1 359 - - 13,2

o-phellandréne | 2,8 - 29123 (183| - 3,1 [12,2| 183 | 0,7
B-phellandréne | 72,3 |64,5|41,7|38,7|60,9|493| - - 1,6 | 21,3
y-terpinéne 1,5 2,0 | 0,8 - 1,4 0,1 (251488 49,8 | 3,0

A : thése de LOTA (tiges et feuilles, réf. 249), B : Manunta et al. 1987 (tiges et feuilles, réf.
246), C : Bertoli et al 2004 (feuilles, ref.247), D : Manunta et al. 1992 (branches, réf. 237),
E : Bertoli et al. 2004 (plants multipliés in vitro, ref.247), F : Giamperi et al. 1998 (fleurs,
réf. 248), G : Lorente et al. 1989 (fruits, réf. 242), H : Manunta et al. 1992 (feuilles, réf. 237),
I: Bertoli et al 2004 (tiges, réf.247), J : Dugo et al.2002 Réf.239)

Une étude préliminaire, récemment réalisée dans notre équipe par Marie-Laure
Lota [249], avait permis de montrer que ’huile essentielle de buplevre de Corse
semble caractérisée par de fortes teneurs en B-phellandréne, souvent supérieures a
70%. Quelques ¢chantillons étudiés présentent toutefois une composition chimique

assez proche de celle décrite en Italie avec une association B-phellandréne/sabinéne.

De plus, un suivi de la composition chimique sur une période de 18 mois avait
montré que celle ci est remarquablement constante et n’est pas influencée par les
différents stades physiologiques. Le rendement calculé par rapport a la masse de
végétal subit de plus fortes variations de 0,9 a 2,7% et présente un maximum autour de
la période de floraison. Enfin, il semblerait que les différentes parties du veégétal (tiges,
feuilles) contiennent une huile essentielle dont la composition est similaire,
contrairement aux résultats décrits dans la littérature [237, 247]. Ainsi le y-terpinéne,
majoritaire dans les huiles essentielles de tiges (48,8-49,8%) est quasiment absent de

feuilles (0,0 et 0,8%). A contrario, I’association B-phellandréne/sabinéne domine dans
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les huiles essentielles de feuilles (hydrodistillation et extraction par SPME) provenant

de plants cultivés [237] ou obtenus par multiplication in vivo [247]

L’objectif de ce travail s’inscrit dans le cadre d’une étude globale entreprise au
laboratoire sur la famille des Apiacées poussant a 1'état spontané en Corse : Daucus
carota (carotte sauvage) [250], Crithmum maritimum (criste marine) [251], Ferula
communis (férule commune) [122], Peucedanum paniculatum (peucedan a panicules)
[182] afin de contribuer a la caractérisation des ces plantes a travers la composition de
leur huile essentielle. Certaines de ces huiles essentielles sont produites et
commercialisées en Corse. Elles sont utilisées comme matiére premiére dans divers
secteurs industriels (cosmétologie, aromathérapie, agro-alimentaire, pharmacologie). 11
est donc important de connaitre précisément leur composition chimique afin de les
situer par rapport a celles produites dans d’autres pays du pourtour méditerranéen et de
déterminer différents parametres (période de distillation, rendement, etc) pouvant étre

utiles aux producteurs installés en région Corse

Nous avons choisi de poursuivre et de compléter 1’¢tude initiée dans notre équipe
sur I’huile essentielle de buplévre. Cet objectif nous conduira d’abord a examiner la
composition chimique détaillée d’une huile essentielle collective fournie par un
producteur installé dans la région d’Ajaccio. Ensuite, nous nous intéresserons aux
compositions des huiles essentielles obtenues a partir des différentes parties de la
plante (tiges, feuilles, fleurs). Enfin, nous tenterons de cerner 1’homogénéité¢ de la
composition ou a I'inverse I’existence d’une variabilité chimique par I’analyse d’une
trentaine d’échantillons individuels d’huile essentielle de buplévre provenant de

différentes localités de Corse.
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Il. L’HUILE ESSENTIELLE DE BUPLEURUM FRUTICOSUM L

11.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Bupleurum fruticosum L

Nous avons analysé un échantillon de population (collectif) fourni par un
producteur installé en Corse et obtenu par entrainement a la vapeur dans un appareil
industriel (cuve de 3000 L). Cette huile essentielle a été obtenue a partir des

différentes parties du végétal récolté dans le centre de la Corse.
11.1.1. Analyse d’une huile essentielle de population

Nous avons analysé, par CPG-Ir et par RMN du "°C, I’huile essentielle fournie
par le producteur. A partir du spectre unique de I’huile essentielle, nous avons identifié
huit composés majoritaires (tableau 12) dont la quantification a ensuite été réalisée par
CPG-Ir, les différents composés étant repérés sur le chromatogramme en fonction de

leurs indices de rétention sur colonnes polaire et apolaire.

Parmi les huit composés terpéniques identifiés, qui représentent environ 91,1%
de la composition totale de I’huile essentielle, on dénombre sept composés
hydrocarbonés avec un composé nettement majoritaire, le f-phellandréne (66,7%). Les
autres composés hydrocarbonés ont une teneur variant de 9,3% pour le sabinene a
1,2% pour le y-terpinéne. On note la présence d’un seul composé oxygéné, avec une

teneur appréciable, ’acétate de géranyle (1,9%).

Les signaux de tous les carbones des huit composés identifiés sont présents
dans le spectre de RMN "°C et une seule superposition de signaux observés pour un
carbone de I’a-pinene et du limonene. Les variations des déplacements chimiques (Ad)
des carbones dans le spectre du mélange, par rapport aux valeurs des composés de
référence sont extrémement faibles, inférieures ou égales a 0,07 ppm pour tous les

carbones de tous les produits identifiés.
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Apres cette analyse préliminaire, de nombreux composés minoritaires, en
particulier des oxygénés demeurent non identifiés. Aussi dans un but de caractérisation
plus fine, cet échantillon d’huile essentielle a été analysé par CPG-Ir, CPG/SM et
RMN °C. Parallélement, il a été soumis a un fractionnement sur colonne de silice avec
un gradient pentane/ oxyde de diéthyle. Les résultats sont condensés dans le tableau

15.

Tableau 12 : identification par RMN du carbone-13 des principaux constituants d’un
échantillon d’huile essentielle de B. fruticosum.

Composés Ir apol Ir pol RMN SUP %
o-pinéne 931 1022 10/10 1 1,6
sabinéne 966 1114 10/10 0 9,3
myrcene 983 1164 10/10 0 2,3
a-phellandréne 997 1151 10/10 0 2.4
limonéne 1020 1200 10/10 1 5,7*
B-phellandréne 1020 1210 10/10 0 66,7*
y-terpinéne 1047 1242 9/9 0 1,2
acétate de géranyle 1363 1765 12/12 0 1,9

TOTAL (%) 91,1

Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire, sauf ceux qui
portent un astérisque (*), pourcentages sur colonne polaire ; ®Ir Apol, Ir Pol : indices de
rétention colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); RMN : nombre de carbones identifiés
dans le spectre de RMN du carbone-13 par rapport au nombre de carbones attendus ; SUP :
nombre de superpositions.

11.1.2. Fractionnement et étude détaillée de I’huile essentielle
Nous avons soumis 1,03g d’huile essentielle a un fractionnement par

chromatographie sur gel de silice de type Flash (200-500um). Les différentes étapes de

ce fractionnement sont décrites dans la figure 18.
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HE B. fruticosum

(1030 mg)
Chromatographie sur colonne
SiO, (200-500 pm) 25 g Pentane
A 4 v
F1 F2
812 mg 18 mg

Ether / Pentane =3/97

\4

F3
115 mg

Ether

A\ 4

F4
86 mg

Figure 18 : schéma de fractionnement de I’huile essentielle de B. fruticosum L.

Quatre fractions, notées F1, F2, F3 et F4, sont ¢luées respectivement avec le
pentane (F1 et F2) et avec un mélange pentane et I’oxyde de diéthyle (97/3) (F3) et
avec ’oxyde de diéthyle (F4). Chacune des fractions est analysée par la combinaison

CPG-Ir et RMN du "°C (Tableau 15).

Dans la fraction F1 et malgré un fort pourcentage de [-phellandréne, nous
identifions quelques monoterpénes oléfiniques, présents en faibles proportions, dont
certains avaient déja été identifiés dans I’huile essentielle. Nous identifions également

le para-cymene, dont la teneur était trop faible pour qu’il puisse étre identifi¢ par RMN
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dans I’huile essentielle. D’ailleurs, 1’observation des pourcentages du para-cymene
(1,9%) ainsi que ceux du y-terpineéne (0,5%) et de I’a-phéllandréne (0,9%) montre
qu’une aromatisation partielle des deux derniers composés est probablement survenue

lors de la chromatographie sur colonne.

Dans la fraction F2, a c6té des monoterpenes déja observés (sabinéne, myrcene,
para-cymene, limonéne, [B-phellandrene, y-terpinéne), les composés nouvellement
identifiés sont des sesquiterpénes oléfiniques : trans-B-farnéséne, germacréne D,

bicyclogermacrene, et B-bisaboléne.

L’analyse de la fraction F3, ¢luée avec un mélange pentane/oxyde de diéthyle
97/3 permet d’identifier cinq composés supplémentaires, en plus de 1’acétate de
géranyle. Il s’agit de divers esters (acétate d’octyle, isovalérate d'hexyle, acétate de
bornyle, acétate de citronellyle) et de [D’estragole possédant le squelette
phénylpropanoide. Nous traiterons a part le cas du 2-méthylbutyrate de cinnamyle et
de I’isovalérate de cinnamyle, dont nous n’avions pas les valeurs des déplacements
chimiques des carbones dans notre bibliothéque de spectres et que nous avons préparés

a partir de I’alcool cinnamique.

Enfin, I’analyse de la fraction F4 permet d’identifier 7 nouveaux composés, en
plus du décanol, composé majoritaire, qui représente 27,8% de la fraction. Il s’agit de
la cryptone, composé nor-terpénique, qui résulte formellement de 1’oxydation du [3-
phellandréne, du linalol, du terpinen-4-ol ainsi que de deux alcools sesquiterpéniques
épimeres, le viridiflorol et le 1édol. Curieusement, I’élimicine, de la famille des phényl
propanoides, qui ne possede pas de fonction alcool ou phénol, est €luée dans cette

fraction.

Lors de I’analyse de 1’huile essentielle par CPG-SM, deux composés dont les
indices de rétention sur colonnes apolaire et polaire sont respectivement 1646/2310 et
1655/2334, n’ont pas ¢été formellement identifi€s, bien que la structure de deux esters de

cinnamyle ait été¢ suggérée. Ces deux composés se retrouvaient dans la fraction F3
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avec des teneurs de 3,4 et 8,8%, respectivement. Dans le spectre de RMN BC de 1a
fraction F3, il apparait, aprés soustraction des signaux des composés identifiés, une
série de raies de résonance non attribuées, effectivement proches de celles de I’alcool
cinnamique. Ces données confirmeraient donc la présence du noyau cinnamyle dans la
structure de nos deux composés non identifiés. L’examen des autres signaux non
attribués dans le spectre de RMN nous a amenés, en tenant compte des déplacements
chimiques et des intensités relatives, a proposer la structure de 1’isovalérate et du 2-
méthylbutyrate de cinnamyle pour ces deux composés, le plus abondant et le moins
abondant, respectivement. Ainsi, les signaux a 176,53 ppm et 64,78 ppm laissent
suspecter la présence d’un ester de cinnamyle. De plus, la présence de signaux a 41,11
ppm (méthyne), 26,82 ppm (méthyléne), 16,65 ppm (méthyle), 11,67 ppm (méthyle)
est caractéristique du motif 2-méthylbutyrate tandis que les carbones de 1’isovalérate

résonnent a 43,44, 25,75 et 22,44 ppm.

En conséquence, plutdét que de tenter de séparer ces deux esters de structure
extrémement proches, nous avons entrepris de les préparer, a partir de 1’alcool
cinnamique et des chlorures correspondants, les chlorures de 2-méthylbutyryle et
d’isovaléryle, en présence de triméthylamine . Les données spectrales de ces composés
sont reportées dans les tableaux 13 et 14. L’attribution des déplacements chimiques
des protons et des carbones ('H et °C) a été réalisée par utilisation de séquences de
RMN 1D et 2D (DEPT, corrélations proton-carbone HSQC et proton-carbone longue
distance HMBC) et ne présente pas de difficulté particuliere. Cependant, nous notons
que les protons méthylénique diastéréotopes portés par le carbone C10 ne sont pas
équivalents et se présentent sous la forme de multiplets (1,72 et 1,50 ppm). La

présence du carbone asymétrique C9 est responsable de cette non-équivalence [252].
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Tableau 13 : structure et attribution des déplacements chimiques des protons et

des carbones de 1’isovalérate de cinnamyle.

N° C 8 °C (ppm)  DEPT & 'H (ppm, J en Hz) HMBC
1 64,79 CH, 474(@dd;J=64;14) 23

2 123,37 CH  6,28(dt;J=158;64) 1,3,4
3 134,08 CH 6,65 (bd;J=158) 1,2, 4
4 136,28 (O ——

55 126,61 CH 7,38 (m) 3,7
6,6 128,61 CH 7,32 (m) 4

7 128,04 CH 726 (m) 55

8 172,96 O —

9 43,44 CH, 2,24(d,J=173) 10, 11, 11°
10 25,75 CH 214 (m) 11
11,11° 22,44 CH; 0,97 (d, J=6,7) 9,10

*la corrélation entre les hydrogénes et les carbones qui les portent est déterminee grace au

spectre HSQC
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Tableau 14 : structure et attribution des déplacements chimiques des protons et des
carbones du 2-méthylbutyrate de cinnamyle.

12
8 11
T
o
7
n°C &C DEPT d H ( ppm, J en Hz) HMBC
1 64,79 CH, 4,74 (dd ; J=6,4; 1,2) 2,3
2 123,48 CH 6,28 (dt ; J=15,9; 6,4) 4
3 133,96 CH 6,45 (bd;J=159) 4,5
4 136,32 C - -
55 126,61 CH 7,38 (m) 3,7
6,6’ 128,61 CH 7,32 (m) 4
7 128,02 CH 7,25 (m)
8 176,56 C --- -
9 41,12 CH 2,43 (hex J =17,0) 10, 11, 12
10 26,83 CH, 1,72(m J=74),1,50 (mJ=7,4) 9,11,12
11 11,65 CH; 0,92 (t, J=7,4) 9,10
12 16,64 CH3 1,17 (d, J=7,0) 9, 10,

*la corrélation entre les hydrogénes et les carbones qui les portent est déterminée grace au
spectre HSQC

Le fait de disposer des deux esters de cinnamyle nous a permis d’une part, de
confirmer la présence de ces composés avec des teneurs respectives de 3,4 et de 8,8 %
dans la fraction F3 (ainsi que dans I’huile essentielle, 0,3 et 0,4%, respectivement) et

d’autre part, d’enrichir la bibliothéque de spectres de RMN °C du laboratoire. Les
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esters de cinnamyle ne sont pas fréquemment présents dans les huiles essentielles sauf
dans certaines d’entre eux comme [’acétate de cinnamyle dans I’huile de cassia. Ils
sont particulierement recherchés pour leurs propriétés fixatives et pour donner des
notes orientales dans les parfums [253,254]. Les esters de cinnamyle sont présents
dans les baumes (baume du Pérou, Benjoin du Laos, Benjoin de Sumatra) qui peuvent
étre définis comme des oléo-résines contenant des proportions importantes d’acide
benzoique, d’acide cinnamique et de leurs esters. L’acide cinnamique et ses esters
entrent dans la composition d’écrans photoprotecteurs ou ils font écran comme les

salicylates, ou 1’acide p-aminobenzoique aux UV B (290-320 nm) mais pas aux UV A

[1]

Tableau 15 : identification par CPG-Ir et RMN du carbone-13 des constituants d’une
huile essentielle de population de Bupleurum fruticosum apres fractionnement.

COMPOSES* IrA IrP Fl F2 F3 F4  Identification
o-pinéne 931 1027 17 - - - Ir, RMN "C
sabinéne 967 1129 98 81 - - Ir, RMN "°C
myrcéne 982 1166 23 59 - - Ir, RMN "°C
acétate d’hexyle 994 1275 - - 1,8 - Ir, RMN "°C
a-phellandréne 999 1171 0,9 - - - Ir, RMN Bc
3-caréne 1006 1153 05 - - - Ir, RMN "C
para-cymeéne 1013 1276 1,8 61 - - Ir, RMN "C
limonéne* 1026 1207 63 125 - - Ir, RMN "°C
B-phellandréne* 1026 1222 680 259 - - Ir, RMN “°C
v- terpinéne 1050 1250 - 31 - - Ir, RMN "°C
linalol 1084 1550 - - - 31 Ir,RMN “C
cryptone 1157 1683 - - - 42 Ir,RMN "C
terpinéol-4 1163 1605 - - - 86 Ir,RMN "°C
estragole 1176 1678 - - 10,9 - Ir, RMN Bc
acétate d’octyle 1193 1478 - - 105 - Ir, RMN “°C
isovalérate d'hexyle 1226 1448 - - 39 - Ir, RMN "°C
décanol 1255 1768 - - - 278 I,RMN “C
acétate de bornyle 1271 1583 - - 1,3 - Ir, RMN "°C
acétate de citronellyle 1335 1666 - - 52 - Ir, RMN "*C
acétate de géranyle 1361 1762 - - 38,5 - Ir, RMN “°C
trans-B-farnéséne 1448 1669 - 52 - - Ir, RMN “°C
germacréne 1479 1713 - 52 - - Ir, RMN “°C
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bicyclogermacrene 1495 1738 - 10,4 - - Ir, RMN “°C
B-bisaboléne 1503 1730 - 1,9 - - Ir, RMN "°C
élémicine 1517 2237 - - - 28 Ir,RMN “°C
viridiflorol 1587 2093 - - - 111 Ir,RMN“C
1édol 1598 2037 - - - 43  Ir,RMN “°C
i{ﬁiﬁ?ﬁ‘imate e 1646 2310 - - 34 -  ILRMN'"C
isovalérate de cinnamyle* 1655 2334 - - 8,8 - Ir, RMN "°C
TOTAL ( %) 91,3 84,3 843 61,9

4 Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire ; sauf ceux qui
portent un astérisque (*), pourcentages sur colonne polaire ; Ir A, Ir P : indices de rétention
sur colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG
I’écriture en gras indique les constituants identifiés par la RMN du carbone-13 ; tr.<0,05% ;
L’huile essenticlle de population de Bupleurum fruticosum a également été
analysée par CPG-SM, ce qui a permis ’identification de 5 composés minoritaires. Le

bilan global de I’analyse est décrit dans le tableau 16.

Au total, I’analyse de I’huile essentielle de buplévre par différentes techniques
complémentaires CPG (IrA et IrP), CPG-SM et RMN °C, a permis I’identification de
34 composés, qui représentent 97,8 % de la composition de 1’huile essentielle totale
(Tableau 16). Parmi les composés non identifi€s, il ne subsiste que quelques composés
minoritaires dont la teneur n’excéde pas 0,1%. Tous les composés, a I’exception de
cinq oléfines monoterpéniques (présentes a une trés faible teneur et identifiées par SM
et par leurs indices de rétention), ont été identifiés dans au moins une des fractions de

chromatographie par RMN "C.

En conclusion de cette analyse détaillée, nous retiendrons que la composition de
I’échantillon collectif d’huile essentielle de Bupleurum fruticosum est largement
dominée par le B-phellandréne qui représente plus des deux tiers de la composition
totale. Les deux autres composés présents a des teneurs appréciables sont le sabinéne
(9,3%) et le limonene (5,6%). Plusieurs autres oléfines monoterpéniques présentent
des teneurs comprises entre 1,2 et 1,4% (a-pinéne, myrcene, o-phellandréne, y-

terpinéne). Parmi les composés oxygénés, seul 1’acétate de géranyle (1,9%) présente
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un pourcentage supérieur a 1%. De nombreux esters (linéaires, terpéniques et

phénylpropanoides) sont trouvés en faible quantité.

Tableau 16 : bilan de I’analyse d’un échantillon d’huile essentielle de Bupleurum
fruticosum de Corse par CPG(Ir), CPG-SM et RMN du carbone-13.

COMPOSES? IrA IrP HE% Identification
o-thujéne 923 1027 0,1 Ir, SM

a-pinéne 931 1027 1,6 Ir, SM, °C RMN
campheéne 944 1073 0,1 Ir, SM

sabinéne 967 1129 93  Ir, SM, "C RMN
[-pinéne 972 1116 0,3 Ir, SM

myrcéne 982 1166 2,3 I, SM, "C RMN
acétate d’hexyle 994 1275 0,1 Ir, SM, *C RMN
a-phellandréne 999 1171 24 Ir,SM, "CRMN
3-caréne 1006 1153 04 I, SM, >C RMN
o- terpinéne 1011 1176 0,2 Ir, SM

para-cyméne 1013 1276 03 Ir,SM, "CRMN
limonéne* 1026 1207 56  Ir,SM, "CRMN
B-phellandréne* 1026 1222 67,7 I, SM,“CRMN
y- terpinéne 1050 1250 12 I, SM,"CRMN
terpinoleéne 1080 1288 0,2 Ir, SM

linalol 1084 1550 0,1 I, SM, "CRMN
cryptone 1157 1683 0.1  Ir,SM, "CRMN
terpinéol-4 1163 1605 03  Ir,SM,"CRMN
estragole 1176 1678 0,5 Ir, SM, *C RMN
acétate d’octyle 1193 1478 0,5  Ir,SM,"CRMN
isovalérate d'hexyle 1226 1448 02 I, SM,"CRMN
décanol 1255 1768 0,8  Ir,SM, "CRMN
acétate de bornyle 1271 1583 tr Ir, SM, °C RMN
acétate de citronellyle 1335 1666 0,3 I, SM, *C RMN
acétate de géranyle 1361 1762 1,9  Ir,SM,"CRMN
trans-B-farnéséne 1448 1669 ¢ I, SM, "CRMN
germacréne 1479 1713 tr Ir, SM, °C RMN
bicyclogermacréne 1495 1738 0,2 Ir, SM, °C RMN
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B-bisaboléne 1503 1730 ¢ I, SM, "CRMN
élémicine 1517 2237 0,1 Ir,SM, "CRMN
viridiflorol 1587 2093 03  Ir,SM, "CRMN
édol 1598 2037 0,1 Ir,SM, "CRMN
2-méthyl butyrate de L646 2310 03 InSM BC RMN
cinnamyle

isovalérate de cinnamyle 1655 2334 0,4 Ir, SM, *C RMN
TOTAL ( %) 97,8

Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire ; sauf ceux qui
portent un astérisque (*), pourcentages sur colonne polaire ; Ir A, Ir P : indices de rétention
sur colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG
et également par CPG/SM ; tr.<0,05%

11.2. La composition chimique de I’huile essentielle en fonction de I’état

physiologique de la plante et des différentes parties du végeétal

Afin de caractériser le plus completement possible I’huile essentielle de B.
fruticosum de Corse, nous avons entrepris 1’étude de divers paramétres susceptibles
d’entrainer une variation de la composition chimique. Lors de I’étude réalisée par
Marie-Laure Lota, un suivi de la composition chimique des parties aériennes sur une
période de 18 mois montrait que celle-ci demeurait sensiblement constante, toujours
dominée par le PB-phellandréne. Nous avons controlé ce point en réalisant trois
prélevements dans deux stations, avant, pendant et aprés floraison. Nous avons
¢galement centrés nos travaux sur la composition des huiles essentielles obtenues a
partir des différentes parties du végétal. En effet, deux publications [237,247] signalent
des différences quantitatives et qualitatives importantes entre les huiles essentielles de

feuilles et de tiges.

11.2.1. Influence de I’état physiologique de la plante sur la composition de

I’huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes.

Nous avons suivi I’évolution de la composition chimique de deux stations situées

dans le centre de la Corse, a Casanova de Venaco et Saint Pierre de Venaco. Dans
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chaque station, trois prélevements ont €té réalisés, avant floraison (AvVF), en pleine
floraison (PF) et apreés floraison (ApF). Nous ne nous sommes intéressés qu’aux
compos€s majoritaires, a savoir, ceux qui présentent au moins une fois une teneur
supérieure ou égale a 0,5%. Les 13 composés pris en compte représentent de 92,6 a

96,6% de la composition chimique de 1’huile essentielle (Tableau 17).

Tableau 17 : évolution de la composition chimique de I’huile essentielle du
Bupleurum fruticosum en fonction du stade de développement de la plante.

Station Casanova de Saint Pierre
Venaco Venaco

Composés” IrA IrP AvF PF ApF AvF PF ApF
o-pinene 931 1027 19 18 18 20 20 19
sabinéne %7 1129 73 60 82 15 12 1,2
myrcene 982 1166 23 2,1 22 21 23 20
acétate d’hexyle 993 1273 02 0,1 02 0,1 05 1,2
a-phellandréne 999 1171 26 30 25 30 35 23
para-cymene 1013 1276 03 02 05 03 0,01 0,6
limonéne* 1026 1207 56 54 54 58 59 59
Sphellandrene* 1026 1222 728 73,6 704 75,7 78,3 71,6
y-terpinéne 1050 1250 03 03 14 0,1 0,1 0.2
cryptone 1157 1683 0,3 - 02 08 - 2,1
terpinéol -4 1163 1605 06 04 09 0,2 - 0,1
décanol 1255 1768 03 12 08 12 02 16
acétate de géranyle 1361 1762 1,2 16 21 18 15 19

Total 95,7 95,7 96,6 92,6 94,6 92,6

Rendement % 1,2 29 26 08 24 24

8 Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire sauf ceux qui
portent un astérisque (pourcentage sur colonne polaire) ; Ir A, Ir P : indices de rétention sur
colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG;
I’écriture en gras indique les constituants identifiés par la RMN du carbone-13.

Les rendements, calculés par rapport a la masse de végétal frais, sont
particulicrement élevés en période de floraison et d’apres floraison tandis qu’ils sont
notoirement plus faibles lorsque la plante est récoltée avant la floraison. Dans les deux

stations et quelle que soit la période de récolte, la composition demeure sensiblement
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constante et dominée par le B-phellandréne. Nous pouvons également signaler que le
pourcentage de B-phellandréne est maximal en période de floraison, respectivement
73,6% et 78,3%, sans que cette différence soit néanmoins significative par rapport aux
périodes d’avant et d’aprés floraison. Parmi les autres constituants oléfiniques, le
sabinene (1,2-8,2%) et le limonene (5,4-5,9%) sont toujours les plus importants. Les
échantillons de la station de Casanova de Venaco présentant cependant des
pourcentages de sabinéne plus importants que ceux de la station de Saint Pierre
Venaco : 6,0-8,2% vs 1,2-1,5%. Les a et B-pinénes, 1’a-phellandréne, le myrcéne, le
y-terpinene, le 3-caréne et le p-cymene sont présents dans toutes les huiles essentielles
a des teneurs inférieures a 4%. La fraction oxygénée est trés minoritaires et
principalement constituée de composés acycliques, terpéniques ou non : I’acétate de
géranyle (1,2-2,1%), le décanol (0,3-1,6%), le linalol (0.2-0.4%), La cryptone,
compos¢ nor-terpénique, dont la structure est proche du B-phellandréne dépasse
ponctuellement 2% (Saint Pierre de Venaco, apres floraison). Ces résultats confirment
ceux qui avaient été obtenus par Marie-Laure Lota, dans notre laboratoire, il y a
quelques années [249]. La composition chimique de I’huile essentielle d’une station de

buplévre suivie durant 18 mois ne présentait que trés peu de variations.

11.2.2. Composition des huiles essentielles obtenues a partir de différentes

parties du végétal, tiges, feuilles et fleurs

La comparaison de la composition chimique des huiles essentielles, obtenues a
partir des différentes parties de la plante, a été réalisée sur des pieds individuels
correspondant trois stades physiologiques de la plante : avant floraison (Avril 2005,
station de Tolla) ; floraison (septembre 2005, stations de Saint Pierre de Venaco et
Casanova de Venaco) ; apres floraison (Octobre 2005, station de Saint Pierre de
Venaco). Chaque fois, I’expérience a été dupliquée, mais les résultats étant similaires

un seul échantillon par station a été reporté dans le tableau 18.
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Tableau 18 : composition chimique de 1’huile essentielle de Bupleurum fruticosum de
tiges, feuilles et fleurs.

Station Tolla Tolla SPV SPV SPV SPV CV CV
Date de récolte 04/05 04/05 10/0510/0509/0509/05 09/05 09/05
Composés” IrA IrP feuille tige feuille tige fleur fg&?l?e eur f;fl?e
o-pinéne 931 1027 21 2,1 18 18 15 20 16 19
sabinéne 967 1129 0,9 09 22 11 25 15 10 11
myrcéne 982 1166 2,1 2,1 21 20 20 23 20 23
acétate d’hexyle 993 1273 - 0,4 - 15 03 03 0,1 0,2
a-phellandreéne 999 1171 2,3 3,2 22 25 30 34 30 3,3
3-caréne 1006 1153 04 o4 04 04 03 04 04 04
para-cymene 1013 1276 0,5 0,3 04 05 02 01 02 02
limonéne* 1026 1207 6,0 59 59 58 55 57 55 6,0
B-phellandréne* 1026 1222 80,0 754 746 719 713 77,3 71,8 79,1
cryptone 1157 1683 0,1 0,9 08 19 0,1 - 0,1 tr
terpinéol-4 1163 1605 0,1 0,1 02 03 02 - 02 01
estragole 1176 1678 - 0,1 02 04 48 - 6,6 tr
acétate d’octyle 1193 1478 04 o5 08 09 05 08 04 03
décanol 1255 1768 1,2 o5 23 12 11 12 13 0,7
acétate de géranyle 1361 1762 0,8 15 1.8 22 23 24 17 1,2
¢élémicine 1517 2237 0,2 tr 06 - 0,1 - - 02
isovalérate. de 1655 2334 & 07 - 02 04 02 03 03
cinnamyle

TOTAL 97,1 94,3 96,3 94,6 96,1 97,6 959 97,9
Rendement(%) 2,1 1,6 36 21 11 16 13 22

SPV : Saint Pierre de Venaco, CV Casanova de Venaco ; ® Ordre d’élution et pourcentages
des composés donnés sur colonne apolaire sauf ceux qui portent un astérisque (pourcentage
sur colonne polaire) ; Ir A, Ir P : indices de rétention sur colonne apolaire (BP-1) et polaire
(BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG; I’écriture en gras indique les
constituants identifiés par la RMN du carbone-13

Quelle que soit la station et quelle que soit la période de récolte, le rendement
en huile essentielle, calculé par rapport a la masse de végétal frais, est toujours plus
¢levé pour les feuilles que pour les tiges, respectivement 2,2-3,6% vs 1,6-2,1%. Les

fleurs présentent un rendement sensiblement plus faible 1,1 et 1,3%.
Quelle que soit la station et la période de récolte, nous constatons une treés grande

homogénéité dans la composition chimique des huiles essentielles obtenues a partir

des tiges, des feuilles et méme des fleurs. Le B-phellandréne est toujours le produit
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ultra-majoritaire avec une teneur qui fluctue entre 71 et 80% de la composition totale.
Tout au plus, pourrions nous signaler que son pourcentage semble légerement
supérieur dans I’huile essentielle de feuilles que dans celles de tiges et de fleurs. Le
pourcentage des autres composés (limonéne, a-phéllandréne, myrceéne, o-pinéne) subit
aussi trées peu de variations. Il faut toutefois noter que 1’estragole semble
caractéristique des huiles essentielles de fleurs (4,8 et 6,6%) puisque ce composé n’est
présent dans les huiles essentielles de feuilles et de tiges qu’a de trés faibles teneurs (0-

0,2%).

La composition chimique de I’huile essentielle des différentes parties du végétal
(tiges, feuilles, fleurs) présente une trés grande homogénéité, contrairement aux
résultats donnés dans la littérature [237, 247]. En effet, nous n’avons jamais
caractéris€ de composition chimique d’huile essentielle de tiges présentant le y-
terpinéne majoritaire alors que celle-ci est associée a la composition [-

phellandréne/sabinene pour les huiles essentielles de feuilles [237, 247].

11.3. Etude de la variabilité chimique de I’huile essentielle de B. fruticosum

Nous avons vu dans la partie introductive de ce chapitre que divers compositions
chimiques avaient été décrites pour 1’huile essentielle de B. fruticosum. Il s’agit
toujours d’huiles essentielles riches en hydrocarbures monoterpéniques, dominées
respectivement par le B-phellandreéne (38,7-72,3%, accompagné par le sabinéne, I’a-
phellandrene ou I’a-pinene), de 1I’a-pinene et du B-pinene (41,5 et 35,9%) ou du y-
terpinéne (48,8 et 49,8% avec 1’a-phellandréne). Dans le but de caractériser
pleinement 1’huile essentielle de B. fruticosum poussant a 1’état spontané en Corse, de
confirmer 1’homogénéité de la composition chimique ou de mettre en évidence une
éventuelle variabilité chimique, nous avons analysé 37 échantillons préparés a partir
des parties aériennes (tiges et feuilles) de B. fruticosum, récoltées dans divers sites de
I’1le (Figure 19). Tous les prélévements ont été effectués entre avril et novembre

durant la période 2005-2007. La composition chimique des 37 échantillons analysés et
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le rendement en huile essentielle de chaque hydrodistillation sont reportés dans le

tableau 19.

N
[] >1s00m
[ ] 500-1500m
I:l <500m 4 Bastia
San Nicolau
Casanova

Saint Pierre de
Venaco

) : Tolla
Ajaccio

Figure 19 : échantillonnage de B. fruticosum.

Les rendements sont trés variables, compris entre 0,79 et 7,10%. Cependant les
valeurs maximales correspondent toujours a la période de floraison alors que les
valeurs les plus faibles sont obtenues pour des échantillons récoltés avant floraison.
Sur I’ensemble des échantillons, nous nous sommes intéressés aux 13 constituants
majoritaires, représentant de 91,7% a 97,3% de la composition chimique globale de
I’huile essentielle, identifiés par CPG-Ir et par RMN du "“C dans plusieurs

échantillons. L’échantillonnage est qualitativement trés homogene puisque aucun
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nouveau composé (supérieur a 0,5%) n’a ¢€té¢ identifi¢ par rapport aux analyses

précédentes.

Les huiles essentielles sont caractérisées par une forte teneur de monoterpenes
oléfiniques. La composition chimique est caractérisée par une forte proportion de B-
phellandréne (59,0-80,3 %) tandis que le taux de sabinene varie sensiblement (0,9-
19,0%). Le limonene (4,6-6,1%), I’a-pineéne (1,5-7,0%), I’a-phellandréne (1,7-3,6%)
et le myrcéne (1,9-2,3%) présentent des teneurs appréciables dans I’ensemble des
¢chantillons. Parmi les composés oxygénés, nous retrouvons le décanol (0,2-1,8%), le
terpinéol-4 (0,0-2,1%) ainsi que ’acétate de géranyle (0,5-2,5%), la cryptone (0,0-
2,1%).

L’analyse en composante principale réalisée avec les teneurs des 13 composés les
plus abondants démontre clairement 1’homogénéité de 1’échantillonnage. L’huile
essentielle de buplevre ligneux de Corse est caractérisée par un pourcentage tres élevé
de Sphellandreéne qui varie de 59,0% a 80,3%. Plus précisément, ce pourcentage est
compris entre 70,0 et 80,3% pour 30 échantillons sur 37 et il fluctue entre 65.6 et
68.1% pour 8 échantillons. Enfin, les échantillons n°s 26 et 33, avec des teneurs en S
phellandréne égales a 62,8 et 59,0% contiennent, a contrario, des pourcentages plus
¢levés en sabinéne, respectivement 19,0 et 15,3%, et se distinguent de I’ensemble des
autres €chantillons. Ils présentent une composition voisine de celle décrite pour des
échantillons originaire de Sardaigne [246] et d’Italie [247] caractérisés par
I’association PB-phellandréne et sabinene respectivement (64,5 et 20,7%) et (60,9 et
12,8%). La composition chimique de ’huile essentielle de buplevre ligneux de Corse
est caractérisée par le B-phellandréne majoritaire (>70%) qui n’a jamais €té décrite
dans la littérature. Ponctuellement certains €chantillons peuvent contenir des teneurs

en sabinéne proche de 20%.
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COMPOSES? kA |[ItP| 1 | 2|3 4|56 | 7|89 |10]|11]|12]13
a-pinéne 931 (102718 /19|18 |18 171917 (2017|2017 |16]20
sabinéne 967 [1129| 94 | 7,3 |10,3| 3,1 |10,4| 22|73 |15/|09]09 |67 |98 09
B-pinéne 972 | 111603 ]0,31]03|03|03|03|03/03[03[03/0,3]/0,3]0,3
myrcene 982 |1166| 21 |23 |22 |22]22]21|19|21[21[21]20]21]21
o-phellandréne 999 |1171 |24 |26 23262727 (24(30(29(30(261|25]|27
para-cymeéne 1013|1276/ 0,303 | 0,704 ]03|04/08[/03[03|04/03]|03]|04
limonéne* 1025 |1207| 54 | 56 | 54 | 58 |52 |57 |53 |58 |57 |60]56]53]|59
B-phellandréne* 1026 | 1222|70,0|72,8|68,2|76,8|67,8|755|67,2|75,7|76,5|75,8|73,4|71,1|75,2
Y- terpinéne 1050 (1250|0503 1,107 1202270101 tr |03]|02]| tr
cryptone 1157 {1683] 03| 03|08 |04 |02|05[12]08|08|18|04]|03]|11
terpinéol-4 1163 [ 1605| 08 | 06 |09 /03 [09(03[12]02]01]02]|02]|07]0,2
décanol 1255|1768 0,7 | 03 |05|07]08|14|10|12|10|05]|08]08] 10
acétate de géranyle 1361 {1762 22 |12 |16 |07 20|16 |16 |18 |18|05| 15|16 |16

TOTAL 96,2195,8196,1[95.8/95,7|94,893.6|94,8|94,2193,5(95,8|96,6 | 93,4

Rendement % 140121518 [14]14]10]08|13|13[1,5]14]23

COMPOSES*? IrA |[ItP | 14 | 1516 | 17 | 18 | 19 |20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25| 26
a-pinéne 931 {1027|20|70(18 18|18 |19(19|19|18 18| 1,9 |20/ 15
sabinéne 967 (1129 1,2 |48 |24 (12|60 |10(10(13|22 |51 1,2 | 10190
B-pinéne 972 111603 |47]03(03|04(03[03/03[03|03|03]03]0,3
myrcéne 982 (116623 (20|21 (21|21 (212222212120 |23]23
a-phellandréne 999 (11713527 (32 (32 (30(29[29|30(21|17| 23 (33]23
para-cyméne 1013 | 1276/ 0,1 [ 0,2 10,1 | 0,1 [ 020202020611 06 |0,2]03
limonéne* 1025 [ 120759 | 50|56 |56 | 54 (58 |59(59 (59|58 59 |61]|46
B-phellandréne* 1026 | 1222|78,3|65,6 |76,3|76,7|73,6|77,3|77,7|77,6|74,9|69,3| 71,6 |80,3|59,0
y- terpinéne 1050 [ 1250 0,1 [ 05 0,1 |02 |03 [0l | tr {01]01]05] 02 | tr |15
cryptone 1157 | 1683 | tr [ 04 0,1 01|01 [04|04[05[09]|15]| 21 |02/ tr
terpinéol-4 1163 1605 tr | 0,4 |02 01|04 [02|01]{01[03]07] 01 |0,1]21
décanol 1255 (1768 02 |07 |18 |18 |12 (11[11]09|25|17]| 16 |08 |11
acétate de géranyle 1361 (176215 | 1,7 | 15|17 |16 |18 |16 |16 |17 19| 19 |07 |21

TOTAL 95,4195,7195,5(94,9]96,195,1[95,3|95,6|95,4(93,5| 91,7 | 97,3 96,1

Rendement % 21021122123 1[129(29(22(22 1411424 [21]21
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COMPOSES? IrA | IrP | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 32 | 33 | 34 | 35| 36 | 37
o-pinéne 931 |1027(18 (20120 (19| 20 | 22 [17]22(19|21]|21
sabinéne 967 (1129182 (11109 |23 | 44 | 10 |153|09 (98|10 1,0
B-pinéne 972 111603 |03(03|03| 03|03 (03/03|03|04]0,3
myrcéne 982 |1166| 22 (2222 |22| 22 |23 |24|24|23|24]|23
a-phellandréne 999 117112530134 (33| 32|20 |28|36|28]|34]3,3
para-cymeéne 1013 | 1276 | 05|03 (0,1 (01| 02 | 05 (02|01]|03]02]|0,3
limonéne* 1025 | 120754 | 59 | 59 | 57| 56 | 6,2 | 49|57 |53|6,1]6,1
B-phellandréne* 1026 | 1222 |70,4|78,1|79,6|76,6| 741 | 75,1 |62,8(79,9(68,1|79,7|79,1
Y- terpinéne 1050 {1250 14 |03 | 0,1 | 05 | 0,2 tr | 1,701 (2101102
cryptone 1157 (1683102104 |0,1 |01 | 02 | 15 | tr | 0,101 |02]|02
terpinéol-4 1163 |1605( 09 | 0,1 | 0,1 |04 | 04 | 02 |1,7]0,1 (109|020,
décanol 1255 11768 08 |07 |06 | 09| 09 | 0,7 |08 |06 |07 |04]04
acétate de géranyle 1361 | 1762121 | 25|16 |17 | 20 | 22 |15|06 19|08 |16

TOTAL 96,7196,9196,9 96,0 | 95,7 | 94,2 |96,1|96,6|96,5[97,0|97.,0

Rendement % 2624127122 38 | 48 |21 (4371|1719

% Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire sauf ceux qui
portent un astérisque (pourcentage sur colonne polaire) ; Ir A, Ir P : indices de rétention sur
colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG;
I’écriture en gras indique les constituants identifiés par la RMN du carbone-13, tr.<0,05%.

Station de Casanova : n°s1-5 prélevés en mai 2005, n°s15-18 prélevés en Juillet 2006,
n°s 25-28 prélevés en novembre 2006, n°s 33-35 prélevés en juillet 2007, n°s 36 et37

prélevés en octobre,

Station de Saint-Pierre de Venaco: n°6-10 prélevés en mai 2005, n°14 prélevé en
septembre 2005, n°s 22-24 prélevés en octobre 2006, n°s 29et 30 prélevés en Juin
2007, n°s 31et 32 prélevés en juillet 2007,
Station de San Nicolau : n°s 11 et 12, prélevés en mai 2005,
Station de Tolla : n° 13 prélevé en avril 2005, n°s19-21 préleves en juillet 2006
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Figure 20 : ACP de 37 échantillons d’huiles essentielles de B. fruticosum de Corse.
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I11. L’EXTRACTION ASSISTEE PAR MICRO-ONDES ET L’HYDROLAT DE
B. FRUTICOSUM

I11.1. Comparaison de la composition de I’huile essentielle obtenue par
I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes et par hydrodistillation

Les premiers travaux en vue de I’extraction des composés organiques assistée par
les micro-ondes ont été publiés par Ganzler et coll. en 1986 [255]. Depuis cette date,
différentes techniques d’extraction par micro-ondes ont été développées et de
nombreux brevets ont ¢t€¢ déposés :

- MAE pour Microwave Assisted Extraction ou ’extraction avec un solvant

assistée par micro-ondes ou MAE,

- VDMH pour Vacuum Microwave HydroDistillation ou 1’extraction est

réalisée sous vide ;

- SFME (Solvant Free Extraction Microwave) est I’une des plus récentes [256]

et a ¢été, en particulier, développée par le groupe Chemat-Smadja a
I’Université de la Réunion. Cette technique associe un four micro-ondes et
une distillation séche. L’extraction est réalisée a la pression atmosphérique, en
I’absence de solvant et d’eau ajoutée. Les principaux avantages de cette
technique résident dans 1’augmentation de la cinétique d’extraction ainsi que
son caractere plus respectueux de I’environnement (absence de solvant) qui

constitue un des exemples de chimie verte.

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes consiste a placer la matiére
végétale dans un réacteur micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant organique. Le
mécanisme de chauffage par micro-ondes repose sur le fait que certaines molécules
telles que 1’eau présentent des exces et des défauts de charges dues a la différence
d’électronégativité entre les atomes d’oxygene et d’hydrogene. Ces molécules polaires
présentent alors un moment dipolaire ou dipdle. Les dipdles sont susceptibles de
s‘orienter lorsqu’ils sont soumis a un champ électrique et génerent alors un moment
dipolaire induit. Sous I’effet d’un champ électrique alternatif, les dipdles s’orientent
dans la direction du champ, puis se désorientent a la disparition du champ en enfin se

réorientent dans 1’autre sens. Il s’agit de la rotation dipolaire.
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Cependant, I’alignement des dipdles par rapport au champ ¢€lectrique est contrarié
par I’existence de liaisons hydrogéne et de liaisons de Van der Waals qui freinent la
libre rotation et conduisent & un dégagement de chaleur. L'énergie cinétique est alors
transformée partiellement en chaleur. Le chauffage de 1’eau, présente dans la plante,
provoque I’éclatement des glandes contenant 1’huile essentielle. L’huile essentielle
ainsi libérée est entrainée par la vapeur d’eau contenue elle aussi dans la maticre
végétale. Un essencier de type Clévenger permet de condenser le distillat et de
récupérer I’huile essentielle par simple décantation en tenant compte des différences

de densité [257].

Malgré 1’utilisation d’un essencier de type Clévenger pour condenser et refroidir
les vapeurs issues du chauffage du végétal par les micro-ondes, 1’échantillon obtenu
par SFME ne peut rigoureusement étre considéré comme une huile essentielle. En
effet, le terme «huile essentielle» nécessite 1’utilisation du principe de
I’hydrodistillation, de 1'entrainement a la vapeur ou de I’expression a froid. En ce qui
concerne I’hydrodistillation, le chauffage d’une grande quantité d’eau, dans laquelle se
trouve plongée la matiére végétale, permet de libérer I’huile essentielle contenue dans
les cellules. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange «
eau + huile essentielle ». Dans la seconde étape, ce mélange subit une distillation a une
température égale de 100°C sous la pression atmosphérique. Il est ensuite refroidi et
condens¢ dans un essencier de type Clévenger qui permet une distillation en continue
sans modifier la teneur en eau de la matrice. L’eau et les molécules aromatiques, se
séparent, du fait de leur différence de densité et 1’huile essentielle est aisément

récupéree.

Les deux modes d’extraction, bien que voisins, différent cependant par la nature
du chauffage et par le volume d’eau utilisé. Or les phénoménes de solubilité des
composés organiques dans 1’eau sont particuliérement importants dans une

hydrodistillation ou encore un entrainement a la vapeur. Cependant, et en accord avec
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de nombreuses publications, nous utiliserons le terme « huile essentielle » pour un

échantillon obtenu par chauffage du végétal par micro-ondes sans solvant.

De trés nombreuses publications réalisent la comparaison des compositions
chimiques d’échantillons obtenus par SFME et hydrodistillation. Lucchesi et al. ont
ainsi étudié les huiles essenticlles de Labiées (Ocimum basilicum, Mentha crispa L.,
Thymus vulgaris [258], de Citrus (Citrus sinensis L.) [257] ainsi que celles obtenues a
partir d’épices d’Elletaria cardamomum (cardamom) [259]. Dans ce dernier cas, il est
nécessaire de faire tremper les épices dans I’eau avant I’extraction. Pour éviter cette
¢tape, Wang et al. [260] utilisent des poudres a base de fer (Fe—CO) pour augmenter
I’absorption des micro-ondes et le rendement en huile essentielle de Cuminum
cyminum et Zanthoxylum bungeanum. Phutdhawong et al. [261] ont aussi comparé la
composition chimique de I’huile essentielle de Cinnamomum iners Renw. ex Bl
obtenue par micro-ondes et par hydrodistillation. Enfin Bendabou et al. [262] ont
effectué une étude similaire sur Origanum glandulosum d’Algérie. Cette technique a

¢été aussi utilisée pour 1’extraction de triperpénoides contenus dans Ganoderma atrum

Dans la tres grande majorité, les rendements sont proches voire supérieurs a
ceux obtenus par hydrodistillation dans un temps plus court de I’ordre de 30 minutes
alors qu’une hydrodistillation nécessite classiquement trois heures. A rendement
équivalent, les auteurs constatent une augmentation de la proportion des composés
oxygénés dans les huiles essentielles obtenues par SFME. Plusieurs explications sont
avancees pour expliquer ces différences :

- Dobservation des végétaux par Microscopie Electronique a Balayage montre
des différences en termes de d’altération des glandes a huile essentielle.
Celles-ci semblent totalement détruites sous 1’effet des micro-ondes ;

- les composés oxygénés plus polaires et plus solubles dans 1’eau seraient
distillés en priorit¢é par rapport aux hydrocarbures terpéniques dont la

température d’ébullition est pourtant plus faible [257].
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Il est aussi possible qu’¢tant donné le faible volume de la phase aqueuse, les
composés oxygeéneés qui sont souvent assez solubles dans 1’eau, demeurent dans 1’huile
essentielle obtenue par SFME. Dans wune huile essentielle obtenue par
hydrodistillation, ces composés oxygénés seraient probablement présents dans

I’hydrolat.

Nous avons poursuivi nos travaux en réalisant une étude comparative de ’huile
essentielle obtenue d’une part par extraction assistée par micro-ondes et d’autre part,
par hydrodistillation avec un appareil classique de type Clévenger. Deux pieds
individuels de buplévre provenant de la station de Casanova de Venaco, récoltés en

octobre 2007, aprés la période de floraison, ont servi de base a cette étude.

Sur I’ensemble des quatre échantillons, analysés par CPG-Ir et par RMN du "°C,
nous avons identifi¢ 27 constituants représentant de 97,8% a 99,1% de la composition
chimique globale de I’huile essentielle (Tableau 20). Dix composés ont été identifiés
au moins une fois par RMN, les 17 autres 1’ont été par comparaison des indices de
rétention avec ceux des mémes composés observés lors de 1’analyse détaillée décrite

au début de ce chapitre.

Nous constatons tout d’abord que les rendements obtenus par SFME sont trés
inférieurs a ceux de I’hydrodistillation (0.21 et 0.25% vs 1,71 et 1,86%). Malgré
plusieurs essais et ’examen de plusieurs parameétres (temps de chauffage, puissance
de chauffage, teneur en humidité du végétal), nous n’avons jamais pu reproduire par
micro-ondes, les rendements obtenus par hydrodistillation, mesurés a partir du végétal

frais.

Nous notons aussi que les compositions chimiques des quatre échantillons (2 HE
obtenues par hydrodistillation et 2 HE obtenues par micro-ondes) sont homogenes.
Comme dans la littérature, nous notons que le pourcentage des composés oxygeénés est
légerement plus élevé par SFME. Etant donné I’écart de rendement entre les deux

techniques, la comparaison des compositions chimiques s’avere délicate. Dans ce cas,
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I’extraction par micro-ondes permet d’obtenir rapidement, de maniere simple et

économique, une huile essentielle de composition trés voisine a celle obtenue par

hydrodistillation (tableau 20).

Tableau 20: composition chimique des
hydrodistillation (HE) et par extraction sans solvant assistée par micro-ondes (SFME).

huiles

essentielles,

obtenues

COMPOSES? Ir A IrP HE1 SFMElI HE2 SFME2
o-pinéne 931 1027 2,1 1,1 2,1 1,3
camphene 944 1073 0,1 0,1 0,1 0,1
sabinéne 967 1127 1,0 0,7 1,0 0,9
B-pinéne 972 1116 0,4 0,2 0,3 0,3
myrceéne 982 1166 2,4 2,0 2,3 2,0
acétate d'hexyle 992 1251 0,1 0,2 0,1 0,1
a-phellandréne 999 1171 3,4 3,5 3,3 2,8
3-caréne 1006 1153 0,4 0,4 0,4 0,4
para-cymene 1013 1276 0,2 0,2 0,3 0,4
limonéne* 1020 1207 6,1 6,1 6,1 5,9
B-phellandréne* 1020 1222 79,7 76,8 79,1 77,5
v- terpinéne 1050 1250 0,1 0,1 0,2 0,4
terpinoléne 1080 1288 0,1 0,2 0,1 0,2
linalol 1084 1550 0,1 0,2 0,2 0,2
cryptone 1157 1678 0,2 0,3 0,2 0,3
terpinéol-4 1163 1606 0,2 0,0 0,1 0,1
estragole 1176 1674 0,2 0,3 0,1 0,3
acétate d’octyle 1193 1478 0,3 0,5 0,3 0,5
isovalérate d'hexyle 1226 1448 0,1 0,3 0,1 0,3
décanol 1255 1768 0,4 1,3 0,4 1,0
acétate de citronellyle 1335 1648 0,0 0,0 0,2 0,3
acétate de géranyle 1361 1762 0,8 1,2 1,6 2,5
germacrene D 1479 1713 0,0 0,1 0,2 0,2
bicyclogermacréne 1495 1738 0,0 0,3 0,0 0,2
¢lémicine 1517 2237 0,2 0,9 0,1 0,2
2 méthyl butyrate de cinnamyle 1646 2310 0,0 0,2 0,1 0,2
isovalérate de cinnamyle 1655 2334 0,1 0,6 0,2 0,5
TOTAL ( %) 98,7 97,8 99,2 99,1
Re% 1,71 0,21 1,86 0,25

par

4 Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire sauf ceux qui
portent un astérisque (pourcentage sur colonne polaire) ; Ir A, Ir P : indices de rétention sur
colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG;

I’écriture en gras indique les constituants identifiés par la RMN du carbone-13.
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111.2. Composition chimique de I’extrait de I’hydrolat de B. fruticosum L

En région Corse, on observe depuis deux a trois ans, a coté de la production des
huiles essentielles (immortelle, romarin, myrte, agrumes...), une demande croissante
pour les hydrolats. Ces mélanges présentent une valeur ajoutée plus faible que les
huiles essentielles mais peuvent tre obtenues en quantités beaucoup plus importante.
Cependant, s’agissant de phases aqueuses, la conservation de ces mélanges s’avere
délicate et des proliférations bactériennes peuvent survenir. L hydrolat est le nom
donné a la phase aqueuse qui se sépare de I’huile essentielle a la sortie de I’alambic ou
dans un essencier. Ils sont commercialement nommés « eau florale ». La vapeur d’eau
re-condensée est plus ou moins aromatisée selon les plantes distillées. Les hydrolats
contiennent des composants aromatiques des huiles essentielles qui présentent une

solubilité dans 1’eau.

Contrairement aux huiles essentielles, il existe trés peu de données dans la
littérature sur la composition chimique des hydrolats et a fortiori aucune étude
concernant les hydrolats de B. fruticosum. Récemment, une étude a été réalisée dans
notre laboratoire sur 1’huile essenticlle et 1’hydrolat de Mentha suaveolens ssp.
insularis. Nous avons réalis¢ d’une étude comparative de la composition chimique
d’un échantillon d’huile essentielle et son extrait a I’oxyde de diéthyle de 1’hydrolat.
Nous avons suivi le méme mode opératoire et ’hydrolat (300 mL environ) a été
extrait par 1I’oxyde de diéthyle (3 x 30 mL). Aprés séchage sur MgSO, puis
évaporation du solvant, on obtient un extrait (65,4 mg). Nous avons identifié par CPG-
IR et par RMN du BC, 27 constituants représentant de 64,3% et 98,4% de la

composition chimique globale de I’extrait d’hydrolat et 1’huile essentielle (tableau 21).

Nous constatons que la composition chimique de 1’huile essentielle et de
I’hydrolat sont treés différentes. Cette observation était attendue car les composés
majoritaires de 1’huile essentielle qui sont des oléfines sont insolubles dans 1’eau.
L’extrait de 1’hydrolat ne contient que des composés oxygénés qui, a des degrés

divers, sont solubles dans 1’cau.
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Tableau 21 : composition chimique de I’HE et de I’extrait de I’hydrolat de B.
fruticosum L.

COMPOSES* Ir A Ir P HE%  hydrolat
acide angelique 912 1793 - 17,9
o-pinéne 931 1027 2,2 -
camphéne 944 1073 0,1 -
sabinene 967 1127 0,9 -
B-pinene 972 1116 0,3 -
déhydro-cinéole 978 1183 tr -
myrcene 982 1166 2,4 -
acétate d’hexyle 992 1251 0,1 -
o-phellandrene 999 1171 3,6 -
3-caréne 1006 1153 0,4 -
o- terpinéne 1011 1176 tr -
para-cymene 1013 1276 0,1 -
limonéne* 1020 1207 5,7 -
B-phellandréne® 1020 1222 79,9 -
[-ocimene 1037 1240 tr -
y- terpinéne 1050 1250 0,1 -
terpinoléne 1080 1288 tr -
linalol 1084 1550 0,1 3,9
cryptone 1157 1678 0,1 6,9
terpinéol-4 1163 1606 0,1 4,1
o-terpineol 1172 1697 tr 1,6
estragole 1176 1674 0,3 0,5
cis-pipéritol 1182 1680 tr 1,4
trans-pipéritol 1191 1756 - 2,3
acétate d’octyle 1193 1478 0,3 -
cuminaldehyde 1213 1790 tr -
géraniol 1234 1859 tr 0,1
phellandral 1251 1728 - 0,6
décanol 1255 1768 0,6 2,1
cuminol 1267 2119 - 3,0
acétate de citronellyle 1335 1648 0,3 -
acétate de géranyle 1361 1762 0,6 1,3
¢lémicine 1517 2237 0,2 16,8
2 méthyl butyrate de cinnamyle 1646 2310 tr 0,4
isovalérate de cinnamyle 1655 2334 tr 1,4
TOTAL (%) 98,4 64,3

% Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire sauf ceux qui
portent un astérisque (pourcentage sur colonne polaire) ; IR A, IR P : indices de rétention sur
colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG;
I’écriture en gras indique les constituants identifiés par la RMN du carbone-13, tr.<0,05%
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L’acide angélique, qui est le compos€ majoritaire (17,9%), le cuminol (3,0%),
le trans-pipéritol (2,3%) et le phellandral (0,6%) ne sont pas présents dans 1’huile
essentielle. Du fait de leur solubilité dans 1’eau, d’autres composés comme 1’¢élémicine
(16,8%) et la cryptone (6,9%) et dans une moindre mesure les esters de cinnamyle
(isovalérate et butyrate) présentent des pourcentages plus élevés que dans 1’huile

essentielle.

Afin de mettre en évidence une é€ventuelle variabilit¢ de la composition
chimique des extraits d’hydrolat, nous avons réalisé 4 échantillons a partir des parties
aériennes récoltés dans 4 sites de I’ile. Les masses de végétal, les volumes d’eau et
d’hydrolat sont les mémes pour les quatre échantillons. Nous notons que la
composition chimique de 1’extrait d’hydrolat est moins homogene que celle de 1’huile
essentielle puisque la teneur en acide angélique varie de 4,5 a 27,1%. Il faut cependant
noter que le pourcentage de composés identifiés est assez faible, de I’ordre de 65%

bien que les composés majoritaires aient ét¢ identifiés.
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Tableau 22 : composition chimique de 4 extraits d’hydrolat de B. fruticosum.

COMPOSES? IrA IrP H1 H2 H3 H4
acide angélique 912 1793 36 271 3,7 45
B-phellandréne* 1020 1222 0,7 2,1 0,2 0,6
linalol 1084 1550 3,0 3,2 3,0 3,3
cryptone 1157 1678 10,6 6,7 21,9 75
terpinéol-4 1163 1606 3,9 8,0 11,0 5,6
o-terpineol 1172 1697 1,4 1,5 2,7 3,0
estragole 1176 1674 0,2 0,7 - -
cis-piperitol 1182 1680 1,7 1,4 - -
trans-piperitol 1191 1756 2,3 1,7 15 34
cuminaldehyde 1213 1790 - - 0,6 -
géraniol 1234 1859 1,9 1,0 0,6 1,6
phellandral 1251 1728 0,7 0,4 0,5 0,7
décanol 1255 1768 2,6 2,5 3,1 2,9
cuminol 1267 2119 3,9 2,4 9,1 8,6
acétate de geranyle 1361 1762 3,0 2,3 1,8 3,9
¢lémicine 1517 2237 176 34 6,3 14,5
2 méthyl butyrate de cinnamyle 1646 2310 0,2 - 0,2 -
isovalérate de cinnamyle 1655 2334 0,8 - 0,7 0,7
TOTAL ( %) 58,1 644 66,9 60,8

8 Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire sauf ceux qui
portent un astérisque (pourcentage sur colonne polaire) ; Ir A, Ir P : indices de rétention sur
colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les constituants sont identifiés par CPG;
I’écriture en gras indique les constituants identifiés par la RMN du carbone-13
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IV. BILAN DE L’ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES DE B.
FRUTICOSUM DE CORSE

Au terme notre étude sur la composition chimique des huile essentielles de
Bupleurum fruticosum réalisés par CPG(Ir), CPG-SM et RMN *C, nous avons mis en
évidence 34 composés dont 32 a I’aide de la bibliotheque de spectres du laboratoire.
Deux esters de cinnamyle, dont la présence avait été suggérée par I’interrogation de
notre banque de données et par 1’analyse de spectre de RMN du carbone-13, ont été
synthétisés a partir de I’alcool cinnamique. Ainsi, nous avons obtenu les deux séries de
valeurs de déplacement chimiques pour ces deux composé€s et participer a

I’enrichissement de la banque « Terpénes » du laboratoire.

L’huile essentielle de Bupleurum fruticosum, est caractérisée par une forte
teneur en B-phellandréne qui représente plus des deux tiers de la composition totale.
Parmi les composés oxygénés, seul 1’acétate de géranyle présente un pourcentage
supérieur a 1%. De nombreux esters (linéaires, terpéniques et phénylpropanoides) sont

identifiés en faible quantité.

Quelque soit I’organe végétal (feuille, tige, fleur) et la période de récolte, la
composition demeure remarquablement constante, dominée par le B-phéllandréne.
L’analyse statistique en composante principale de la composition chimique de 37
¢échantillons collectés sur ’ensemble de 1’ile et prenant en compte les teneurs des 13
composés les plus abondants montre clairement 1’homogénéit¢ de composition
chimique. L’huile essentielle de buplévre de corse est caractérisée par une forte teneur
en PB-phellandrene Cette composition chimique semble spécifique a la Corse. Seuls
deux échantillons présentent une composition chimique associant -phellandréne et

sabinene identique a celle décrite en Italie.

Nous avons test¢ une nouvelle technique d’obtention des huiles essentielles
SFME (Solvant Free Extraction Microwave). Cette méthode plus rapide et plus

respectueuse de l’environnement permet d’obtenir une huile essentielle dont la
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composition est trés voisine de celle obtenue par hydrodistillation. Cependant, nous
n’avons pas pu, au cours de notre ¢étude, déterminer des conditions opératoires
adéquates qui permettent d’avoir un rendement se rapprochant de celui de

I’hydrodistillation.

Enfin, nous avons déterminé la composition chimique d’un extrait de I’hydrolat
de B. fruticosum de Corse. Ce type de mélange n’est constitué que de composés
oxygeénés qui présentent une grande variété de structure et de fonctions. Ce profil tres
singulier devrait permettre le développement surtout dans le domaine des fragrances

pour ce type de produit.
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Chapitre V. Caractérisation de I’huile essentielle de Santolina corsica de Corse

Au cceur du bassin méditerranéen, la Corse apparait comme une ile remarquable
par sa géographie, son climat, sa géologie. Son couvert général est trés varié¢ et
caractérisé par de nombreuses plantes a répartition restreinte qui constituent «la flore
endémique de la Corse». Celle-ci comprend 296 taxons parmi lesquels 131 sont
strictement corses et 75 sont cyrno-sardes (Corso-sardes). Santolina corsica est une
endémique cyrno-sarde que l’on trouve fréquemment aux étages méso et supra-

méditerranéens [263, 264].

L’origine de la flore corse a fait ’objet de nombreuses hypothéses qui ont été
abondamment discutées. Aujourd’hui encore le débat sur ces diverses hypothéses
demeure ouvert. Cependant, il existe un lien certain entre le pourcentage d’endémisme
et I’isolement ancien du bloc corso-sarde (dérive vers le sud-est) qui a probablement
eu lieu au Mioceéne inférieur [265]. Ce bloc a joué parfois un rdle de milieu
conservateur pour des especes, qui en présence de plantes plus agressives, auraient
sans doute été €¢liminées. L’évolution des espeéces végétales constituent aussi le fruit
d’un processus d’évolution biologique unique avec, comparativement a des especes
continentales, une moindre possibilité d’échanges de geénes et bien moins d’apports
extérieurs. La Flore endémique de la Corse posséde de nombreuses espéces
aromatiques endémiques susceptibles de fournir des huiles essentielles originales sous
I’aspect de leurs compositions chimiques. Afin de déterminer le potentiel de ces
produits naturels pour 1’économie régionale, il s’avére primordial de caractériser
précisément leurs compositions chimiques en vue de leur commercialisation par les

producteurs locaux.

De nombreuses espéces endémiques : Thymus herba-barona [124], Ferula
arrigonii [121], Peucedanum paniculatum [189], Mentha suaveolens ssp insularis ont
fait I’objet de travaux au laboratoire. A titre d’exemple, les compos€s majoritaires de
I’huile essentielle Mentha suaveolens ssp insularis [266], espéce endémique des iles de
la méditerranée occidentale sont la pulégone (44,4%) et la cis-cis-para-menthénolide

(27,3%). La présence de cette a-méthyléne-y-butyrolactone a été signalée pour la
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premicre fois a I’état naturel. Dans les huiles essentielles de racines et des parties
aériennes de Peucedanum paniculatum [189], une espéce endémique de Corse, huit
nouveaux esters de [-cyclolavandulyle et de p-isocyclolavandulyle (acétate,
propionate, isobutyrate et isovalérate) ont été identifiés. La réalisation de séquences de

RMN 1D et 2D a permis de déterminer la structure de ces esters.

Lors de cette étude, nous avons complété et développé 1’étude de 1‘huile
essentielle de Santolina corsica, qui avait fait 1’objet de travaux réalisés par Bernard
Ferrari [267]. Pour cela, nous avons mis en ceuvre une combinaison de la CC, de la
CPG(Ir) et de la méthode d’analyse par RMN C développée au laboratoire pour
compléter 1’étude sur la composition chimique de 1’huile essentielle dans laquelle de
nombreux composés demeuraient non identifiés. En effet, la composition chimique de
I’huile essentielle de S. corsica est caractérisée par la présence d’une douzaine de
monoterpénes irréguliers possédant les squelettes santolinane, artémisane, lavandulane
qui représentent 30% de la composition globale. Cette composition est trés originale
par rapport a celles rencontrées habituellement pour les huiles essentielles du genre

Santolina.

Ensuite, nous avons analysé¢ une trentaine d’échantillons individuels d’huile
essentielle provenant de différentes localités de la Corse. Enfin, nous avons examiné
I’activité antibactérienne de cette huile essentielle vis-a-vis de certaines souches telles

que Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

I. SANTOLINA CORSICA

La santoline Corse, Santolina corsica Jordan et Fourr., espéce endémique
cyrno-sarde, appartient a la famille des Astéracées. Elle se présente sous la forme d’un
sous-arbrisseau dense a feuillage persistant d’une taille d’environ 30 cm. Elle pousse
de préférence sur des emplacements secs et rocailleux bénéficiant d’un fort
ensoleillement et & une altitude pouvant aller jusqu’a 1700 métres. En Corse elle

semble localisée dans le centre de I’ille [263]. En Sardaigne, elle se rencontre
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fréquemment dans le Nord-Ouest de I'ile. La floraison de cette espece a lieu
généralement durant la période juin-juillet et s’avére remarquable par la coloration
jaune intense des fleurs (Figure 21). D’ailleurs le nom de la plante pourrait étre dérivé

du mot grec « xanthos » qui signifie jaune [268].

La santoline corse est morphologiquement assez proche de Santolina insularis
(Genn.ex Fiori) Arrigonii, endémique sarde que 1’on trouve fréquemment dans le
massif du Gennargentu (Est de la Sardaigne). Par contre, ces deux plantes diffeérent par
le caryotype [269], respectivement hexaploide (2n = 54) et tétraploide (2n = 36). Dans
la classification actuelle, elles sont élevées au rang d’espéces alors que précédemment
elles étaient nommées Santolina chamaecyparissus var insularis Genn. ex Fiori et

Santolina chamaecyparissus var corsica Jordan et Fourr.

En pharmacie la plante était utilisée essentiellement comme vermifuge pour
combattre les vers des visceres, et comme spasmolytique [270]. Elle est également

connue pour ses propriétés anti-inflammatoires [263]

Figure 21 : Santolina corsica en floraison a Bistugliu (Centre corse).
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Si prés d’une centaine d’espéces de santoline ont été décrites, il apparait
cependant que I’on revienne souvent a un nombre d’especes principales plus limité.
Parmi les plus connues, on peut donc citer : Santolina chamaecyparissus L., qui se
développe sur I’ensemble du bassin méditerranéen. En France, S. chamaecyparissus
est connue sous le nom de «santoline », « santoline petit cyprés » ou « santoline
blanche » ; sa floraison se situe de mai a juillet. Santolina viridis W., est présente dans
les régions du sud de la France et du Nord de I’Espagne tandis que Santolina pectinata
Lag., reste inféodée a la péninsule ibérique. D’autres especes endémiques ont été
signalées en Espagne et au Portugal [270]: S. rosmarinifolia L., S. sedimentata, S.

canescens.

L’étude des huiles essentielles du genre Santolina porte essentiellement sur des
plantes circumméditerranéennes. Ainsi, concernant 1’espéce la plus répandue S.
chamaecyparissus, 1’artemisia cétone constitue souvent le composé majoritaire. Le 3-
phellandréne, le myrcéne, le camphre, le bornéol et la longiverbénone sont
fréquemment identifiés. En tenant compte des teneurs relatives de ces composés, il est
possible de constituer trois groupes :

- dans le premier groupe, I’artemisia cétone est le composé majoritaire, associé¢ au
myrcéne (échantillons collectés en France) [271]; au myrcéne et au cinéole
(cultivars d’Inde) [272] ; au camphre [273] ; au B-phellandrene [274]; au camphre
et au [-phellandrene [275]; au camphre, au [-phellandrene et a 1la
longiverbénone [276] ; ou encore au t-cadinol [277].

- dans le deuxiéme type de composition rencontré le camphre est le composé
majoritaire, associ¢ au bornéol (ssp. squarossa) [278]; au bornéol et au 1,8-
cinéole (ssp incana) [278]; au cubénol (variété magonica) [278]et a
I’alloaromadendreéne (ssp. squarossa) [279].

- enfin, dans certains cultivars d’Allemagne et de Hongrie c’est la longiverbénone
et le PB-phellandréne qui sont les composés les plus importants, suivis par

I’artemisia cétone [276].

132



Chapitre V. Caractérisation de I’huile essentielle de Santolina corsica de Corse

Parmi, I’espéce S. chamaecyparissus et ses sous espéces, il y a aussi des travaux
ponctuellement sur les espéces S. insularis (Italie) ou le myrcéne est le composé
majoritaire associé au B-phellandréne [280], S. ligustica (Italie) ou le myrcéne, le 1,8-
cinéole et terpineol-4 sont les composé majoritaire [281]. Le P-pinéne etle B-
phellandréne sont majoritaires dans S. rosmarinifolia (Espagne) [282]. Enfin dans S.

canescens (Espagne) c’est le camphre qui est le composé le plus important [283].

A notre connaissance, seules trois publications concernent la composition
chimique de I’huile essentielle de S. corsica dont deux réalisées a I’université de corse.
La publication la plus ancienne concerne 1’analyse d’un échantillon d’huile essentielle
de S. corsica de Sardaigne [269]. Le camphre domine (18,5%) tandis que I’artémisia
cétone (12,9%), le bornéol (7,4%) et ’aromadendréne (5,5%) sont les autres composés
importants. Récemment, la composition chimique d’un échantillon provenant de
Corse a été décrite et est dominée par 1’artémisia cétone (20,0%), le B-phellandréne
(14,4%) et le myrcene (11,7%). Cette huile essentielle présente aussi une activité
antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus [284]. Enfin, le troisiéme article
concerne la caractérisation de deux nouveaux aldéhydes sesquiterpéniques a squelette
sesquilavandulane isolées a partir d’un échantillon d’huile essentielle de S. corsica de
Corse [285]. Cette étude a été réalisée au sein de notre laboratoire et est décrite dans la
thése de Bernard Ferrari. Les travaux réalisés par Bernard Ferrari [267] ont également
montré que les échantillons d’huile essentielle de Santolina corsica, analysés par RMN
PC et CPG(Ir), contenaient une forte proportion de monoterpénes irréguliers

présentant notamment les squelettes santolinane, artémisane et lavandulane.

1. ANALYSE D’UNE L’HUILE ESSENTIELLE DE SANTOLINA CORSICA

L’objet de cette étude est de compléter 1’étude initiée dans notre équipe afin de
caractériser le plus finement possible 1’huile essentielle de S. corsica. Ainsi, nous
avons étudié la composition chimique d’un échantillon collectif d’huile essentielle
obtenue a partir des parties aériennes de S. corsica par CPG(Ir), CPG/SM et RMN du

carbone-13. Le matériel végétal a été collecté en pleine floraison au mois de juillet a
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Bistugliu (Centre Corse). L’huile essentielle a été obtenu par hydrodistillation, a 1’aide
d’un appareil de type Clévenger d’un volume de 6L. Le rendement en huile essentielle,

calculé en fonction de la masse de végétal frais, est de 0,40%.

I1.1. Fractionnement de I’huile essentielle de S. corsica

L’¢étude préalable réalisée au laboratoire ayant montrée la complexité de la
composition chimique de I’huile essentielle, nous avons choisi de réaliser un
fractionnement sur colonne ouverte en utilisant le pentane et/ou 1’oxyde de diéthyle
comme solvants. L’objectif étant d’isoler et de caractériser des composés qui n’étaient
pas présents dans la banque de spectres du laboratoire. Dans une premiere étape, nous
avons soumis 2,134 g d’huile essentielle a un fractionnement par chromatographie
utilisant un gel de silice de granulométrie moyenne 60-200 pm. Cette premiére
chromatographie a pour objectif de séparer les composé hydrocarbonés (fractions F1 et
F2 ¢luées au pentane) des composés oxygénés (fraction F3 éluée par 1’oxyde de
di¢thyle) (Figure 22). Toutes les fractions ont été étudiées par CPG(Ir), RMN du
carbone-13 et CPG/SM.

La fraction F1, qui présente la masse la plus importante (1,142 g). L’¢étude de
cette fraction a permis d’identifier 19 composés hydrocarbonés et un composé
oxygéné qui représentent pres de 97,5% de la fraction F1. Le pourcentage des
composés non identifiés n’excédant pas 0,2%. L’ensemble des composés a été
identifié¢ par CPG(Ir) et CPG-SM en consultant la banque « Aromes » du Laboratoire
de chimie des produits naturels (Université de Corse) et les bibliothéques
commerciales de spectrométrie de masse. Par ailleurs, 14 de ces composés ont

¢galement été identifiés par RMN du carbone-13.
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HE Santolina corsica

2134 mg

Pentane/ Ether

Chromatographie sur colonne
Si0; (60-200 um) 25 g

A 4
Fi
1142 mg

A 4

)
59 mg

A 4

Fs
821 mg

Chromatographie sur colonne
Si0; (60-200 um) 9 g

Pentane/ Ether

V| 982

V| 973 4| 95/5

4| 90/10

4| 0/100

Fa1 Faz Fas Faa Fas
108 mg 35 mg 80 mg 61 mg 130 mg
Chromatographie sur colonne SiO; (35-70 pm) 5 g
Pentane/ Ether

A 4
Y Y

Fai1 Faiz Fais

51 mg 29 mg 4 mg

Figure 22: schéma de fractionnement de I’huile essentielle de Santolina corsica.

De la méme facon, nous avons identifi¢ 17 composés dans la fraction F2, qui

représentent 89,2% de la composition globale. La quasi-totalit¢ des composés avaient

déja été identifiés dans la fraction F1 a I’exception du bicyclogermacréne, du

B—bisabolene et de ’acétate de lyratyle. La masse cumulée des fractions F1 et F2 est

de 1201 mg ce qui représente 56,3% de la masse totale de 1’échantillon d’huile

essentielle. Dans la fraction F1, le myrcéne constitue le composé majoritaire 47,9%,

suivi du santolinatriene (18,2%) et du B phellandrene (17,2%).
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La fraction oxygénée F3 (404 mg), a ensuite été soumise a une nouvelle
chromatographie sur colonne de silice (60-200 um) en utilisant un gradient d’¢lution
pentane/oxyde de dié¢thyle (Tableau 23). Cinq fractions ont ¢té récupérées (F3.1-F3.5),
la fraction F3.1 éluée avec un mélange pentane/oxyde de diéthyle 98/2 contient les
oxydes, les dérivés carbonylés et les esters. Les fractions F3.2, F3.3 et F3.4 ont été
¢luées par des mélanges pentane/oxyde de diéthyle respectivement 97/3, 95/5, 90/10.
Dans ces fractions, nous trouvons les aldéhydes et les alcools peu polaires. La fraction

F3.5, obtenue avec une ¢lution a I’oxyde de diéthyle, renferme les alcools trés polaires.

La fraction F3.5 est caractérisée par la prédominance de composés oxygénés tres
polaires puisque le constituant majoritaire est le lyratol (53,4%), un monoterpéne
irrégulier présentant un squelette santolinane. D’autres alcools monoterpéniques
irréguliers sont présents de maniére significative dans cette fraction. Le yomogi alcool,
possedant un squelette artémisane est présent a une teneur de 2,4%. Le squelette
chrysanthémane (cyclopropane) est représentée par les isomeres trans et cis du
chrysanthémyle alcool avec respectivement des teneurs de 0,8% et 0,4%. Trois alcools
linéaires sont aussi identifiés : le (Z)-hexen-3—ol (0,6%), le (E)- hexen-2-ol (0,4%) et
I’hexanol-1 (0,4%).

Tableau 23 : identification par CPG-Ir et RMN du carbone-13 des composés
issus du fractionnement de F3.

Composés” IrA IrP F3 F3.1 F32 F33 F34 F35
ELUANT 98/2 97/3 95/5 90/10 100
MASSES(mg) 404 108 35 80 61 130
(Z)-hexen-3-ol 831 1381 0,3 - - - - 0,6
(E)-hexen-2-ol 840 1403 0,2 - - - - 0,4
hexanol-1 843 1347 0,2 - - - - 0,4
yomogi alcool 984 1400 0,9 - - - - 2,4
isolyratone 1014 1368 2.4 7.5 - - - -
1,8-cinéole 1021 1214 53 15,6 1,7 0,2 - -
santolina alcool 1026 1402 0,1 - - - 3,5 -
artémisia cétone* 1043 1352 0,2 0,8 - - - -
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isolyratol D1 1516 4.4 - 5,0 14,0 7,0 -
isolyratol D2 1054 1556 9,5 - 6,2 294 225 -
artémisia alcool 1065 1503 0,6 - - - 2,6 -
linalol 1081 1544 0,8 - - - 2,5 -
lyratal 1098 1504 1,8 7,0 0,3 - - -
lyratol 1139 1780 20,8 - - - - 53,4
trans-chrysanthémyl alcool 1141 1677 0,2 - - - - 0,8
cis-chrysanthémyl alcool 1146 1660 0,1 - - - - 0,4
lavandulol 1149 1674 0,5 - - - 3.4 -
terpinen-4-ol 1160 1600 4,5 - 0,3 8,7 20,8 -
a-terpinéol 1172 1697 0,8 - - - - 2,0
acétate de lyratyle 1250 1644 1,3 4,5 1,9 0,2 - -
butyrate de lyratyle 1425 1785 0,2 0,7 0,2 - - -
isovalérate de lyratyle 1476 1805 0,2 0,3 - - - -
(E)-nérolidol 1545 2038 0,2 - - - 1,2 -
spathulénol 1562 2125 0,2 - - - 0,7 1,5
aldéhyde A1* 1641 2150 0,5 - - 7,7 1,6 -
aldéhyde A2* 2155 1,6 - - 3,2 0,6 -
total (%) 57,8 364 157 634 664 619

4 Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire, excepté pour les
composes dont les noms sont suivis d’un astérisque. * : pourcentage sur colonne polaire. Ir
A, Ir P: indices de rétention sur colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20); tous les
constituants sont identifiés par CPG et également par la RMN du carbone-13 , tr.<0,05% ;

En ce qui concerne la fraction F3.4, I’interrogation de la banque laboratoire
permet d’identifier d’autres monoterpenes irréguliers : le santolina alcool (3,5%) et
I’artémisia alcool (2,6%), mais aussi deux aldéhydes A1l et A2 présentant le squelette
sesquilavandulane dont I’attribution des déplacements chimiques de RMN du 'H et du
BC a été réalisée par Bernard Ferrari [285]. Les deux isomeres : (2Z,7E) et (2E,7E) du
3,9-diméthyl-6-isopropyl-décatrien-2,7,9-al présentent respectivement des teneurs de

1,6% et 0,6%.

Cependant, sur le chromatogramme de la fraction F3.4, on observe les pics de
deux composés non identifiés présents en quantité importante (environ 7,0% et
22,5%), les indices de rétention sont assez voisins : sur les deux colonnes : apolaire

1043/1054 et polaire 1516/1556. Ces deux composés, que nous les nommeront D1
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(1043/1516) et D2 (1054/1556) sont présents a des teneurs plus élevées dans la
fraction F3.3 (environ D1=14,0% et D2= 29.,4%) et en plus faible quantité dans la
fraction F3.2.

Afin d’isoler ces composés, nous avons choisi de réaliser une chromatographie
sur gel de silice (35-70 um) de la fraction cumulée F3.3 et F3.4 (98 mg) Trois
fractions (3.3.1-F3.3.3) ont été¢ obtenues par des mélanges pentane/oxyde de diéthyle
respectivement 98/2, 97/3 et 95/5. La fraction F3.3.3 a été soumise a une
chromatographie d’exclusion stérique en utilisant comme solvant le dichlorométhane.
Il n’a pas été possible de séparer les deux composés D1 et D2 mais nous avons pu
réaliser une analyse de leurs structures en utilisant diverses séquences de RMN 1D et
2D. L’identification de ces deux molécules : I’isolyratol et I’épi-isolyratol sont décrites

dans les paragraphes suivants.

De maniere similaire, nous avons soumis la fraction F3.1 a une chromatographie
sur gel de silice (35-70 pum). Par interrogation de la banque « terpenes» pour les
fractions F3.1.2 et F3.1.3, nous identifions de nouveaux monoterpénes irréguliers
comme |’acétate de lyratyle et le lyratal qui avaient été identifiés lors de I’étude

précédemment réalisée par Bernard Ferrari (Tableau 24).

Tableau 24 : identification par CPG-Ir et RMN du carbone-13 des composés

1ssus du fractionnement de F3.1.

Composés Ir A IrP F3.1 F3.1.1 F3.1.2 F3.13
Eluant 98/2 97/3 97/3 95/5
Masses(mg) 98 51 29 4
isolyratone 1014 1368 7,5 10,0 0,8 0,1
1,8-cinéole* 1021 1214 15,6 3,0 26,1 3,7
artémisia cétone* 1043 1352 0,8 1,0

lyratal 1098 1504 7,0 49 13,3 3,9
acétate de lyratyle 1250 1644 4,5 2,2 11,4 16,1
butyrate de lyratyle 1425 1785 0,7 1,2 0,4
isovalérate de lyratyle 1476 1805 0,3 2,1 0,1

total (%) 36,4 24,4 52,1 23,8
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Afin de réaliser Dl’attribution de I’ensemble des déplacements chimiques du
lyratal, celui-ci a été préparé par oxydation du lyratol, isol¢ a partir de la fraction F3.5.
Seuls les déplacements chimiques du proton [286] sont décrits dans la littérature et
nous avons réalis¢ I’attribution des déplacements chimiques des carbones par RMN

2D (tableau 25).

Tableau 25: données RMN 'H et "°C du lyratal.

Cc 5(C) DEPT &('H) Proton® M“““I’{l;‘)"te d, gé;% HMBC®

I 19513 CH 946 a s - 237

2 13961 C - - . -

3 15308 CH 646 dq (9.6: 1,3) 47 124578

4 5014 CH 387 dd (9.6: 6.9) 38 23.5.689.10

5 14460 C - - - .

6 11230 CH, 489  a q(13) 10 45.10
484 b m 10 4510

7 936 CHy; 1.9 d(1.3) 3 123

§ 13706 CH 585 ddd (167, ’92); 10,25 49 345

9 11643 CH, 510 a dt (17.2:1.3) 8 4.8
515 b dt (10.2:13) 8 4.8

10 2112 CH, 176 m 6a.6b 456

a. attributions *H - *3C réalisées d’aprés I’expérience HSQC.
b. corrélation *H-"*C longue distance, deux ou trois liaisons

Apres interrogation de la banque « laboratoire » pour la fraction 3.1.1, plusieurs
déplacements chimiques demeurent non attribués et présentent des similitudes avec
I’acétate de lyratyle. En effet, nous notons la présence de valeurs de résonances
correspondant au motif lyratyle mais aussi de signaux caractéristiques de fonctions
esters qui résonnent a 173,5 et 172,9 ppm ainsi qu’autour de 69 ppm. De plus la

présence de signaux qui résonnent a 36,25 (méthyléne), 18,51 (méthyléne) et 13,69
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ppm (méthyle) et a 43,58 (méthylene), 25,75 (méthyne) et 22,43 ppm (méthyle, signal

double), sont caractéristiques respectivement du motif butyrate et du motif isovalérate.

Cette fraction contenant de nombreux de compos¢€ minoritaires, une tentative de

séparation de ces composés s’est révélée infructueuse. Ainsi, afin de confirmer notre

hypotheése, nous nous sommes proposés de synthétiser le butyrate et I’isovalérate de a

partir du lyratol et des chlorures d’acide correspondants. Les données spectrales

obtenues par RMN 1D et 2D sont reportées dans les tableaux 26 et 27.

Tableau 26: données RMN 'H et '°C du butyrate de lyratyle.

12 14
11
13
O

C 8(C) DEPT §('"H)* Proton® Mutiplicité(J, Hz)
1 69,57 CH, 4,50 a,b brd (0,6)
2 131,39 C
3 128,87 CH 5,46 brd (8,8)
4 49,21 CH 3,55 dd (8,8:6,7)
5 146,60 C
6 110,84 CH, 4,78 a,b m
7 14,12 CH; 1,67 m
8 139,15 CH 5,80 ddd (17,2; 9,6; 6,7)
9 114,80 CH, 5,05 a dt (9,6;1,5)

5,03 b dt (17,2;1,5)
10 20,99 CH; 1,70 m
11 173,50 C
12 36,26 CH, 2,30 t(7,3)
13 18,51 CH, 1,65 m
14 13,69 CH; 0,95 t(7,4)

a. attributions *H - **C réalisées d’aprés I’expérience HSQC.
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Ainsi, nous avons pu confirmer la présence dans la fraction F3.1.1 la présence de

I’acétate, du butyrate et de I’isovalérate de lyratyle a respectivement 2,2%, 1,2%, et

0,5%.

Tableaux 27: données RMN 'H et °C de I’isovalérate de lyratyle.

W
(@]

14
C 8("C) DEPT 8('H) Proton® Multiplicité (J, Hz)
1 69,55 CH, 4,50 a,b brs
2 131,37 C
3 128,97 CH 5,47 brd (8,2)
4 49,21 CH 3,60 dd (8,2; 7,0)
5 146,59 C
6 110,83 CH, 4,78 a,b m
7 14,15 CH; 1,68 brd(1,3)
8 139,14 CH 5,80 ddd (17,8; 9,6; 7,0)
9 114,80 CH, 5,05 a dt (9,6; 1,5)
5,03 b dt (17.8; 1,5)
10 20,98 CH; 1,71 brs
11 172,97 C
12 43,49 CH, 2,21 d (6,9)
13 25,75 CH 2,12 m
14 22,42 CH; 0,96 d (6,6)

a. attributions *H - °C réalisées d’aprés I’expérience HSQC.

Dans la fraction 3.1.1, le composé présentant une teneur de 10,0% n’est pas

encore identifié. La présence d’un signal résonnant autour de 200 ppm et les indices de

rétention (1014/1360) nous indiquent qu’il s’agit probablement d’un monoterpéne

possédant une fonction cétone. La série de déplacements chimiques présente aussi des

similitudes avec le lyratol indiquant qu’il s’agit la encore d’un monoterpene irrégulier.
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Cependant, malgré plusieurs tentatives, nous n’avons pas pu isoler cette molécule qui
se dégrade tres rapidement a la suite des fractionnements sur gel de silice. Pour
identifier cette molécule, nous avons choisi une autre stratégie décrite dans le

paragraphe suivant.

11.2. Identification des constituants absents de la bibliotheque de spectres

« terpenes »

En ce qui concerne la fraction F3.3, I’interrogation d’une bibliothéque de
spectres, congue au laboratoire et constituée a partir des données de la littérature, a
suggéré la structure de I’isolyratol [287, 288]. Le compose D1 (1042/1518) présente le
méme spectre de masse que I’isolyratol D2 (1052/1557). Nous avons soumis la
fraction F3.3 a une série de chromatographie d’absorption (gel de silice) et exclusion
stérique (séphadex) mais il n’a pas été possible d’isoler le composé D1 et de le séparer
de I’isolyratol D2. Dans une fraction de chromatographie, qui contient les composés
D2 et D1 dans un rapport 5/2, nous avons pu réaliser une étude complete par RMN 1D
et 2D (1H, BC, DEPT, COSY, HSQC, HMBC). Nous avons tout d’abord 1’ensemble
des signaux correspondants a I’isolyratol qui sont bien en accord avec les données de
la littérature [287, 288]. Ensuite, par soustraction des données appartenant a
I’isolyratol, nous avons pu déterminer la structure du composé DI que nous

nommerons €pi-isolyratol (tableau 28).

L’étude des spectres de RMN du 'H et du "°C ainsi que la séquence DEPT
apportent des renseignements sur la nature de la molécule. Nous sommes en présence
de deux carbones quaternaires (145,01 et 144,74 ppm), trois méthines (136,25, 76,07
et 56,20 ppm), trois méthylénes (116,28, 114,39, et 113,90 ppm) et deux méthyles
(19,64, 16,63 ppm). Ces données sont en accord, avec la valeur du pic moléculaire
observé en SM (m/z = 152) et conduisent a la formule C,yH;cO. La structure de cette
molécule qui possede trois insaturations (trois carbones méthyléniques) et contient une

fonction alcool secondaire (76,07 ppm) est de type santolinatriéne.
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Tableaux 28: données RMN 'H et "°C de I’isolyratol et de 1’épi-isolyratol.

isolyratol
n°C 5(3C) DEPT 5("H)* M‘(l\l]t’lglzc)“e HMBC"
1 11321 CH, 4,96; 4,90 m 23,7
2 144,86 C - -
3 75,86 CH 4,15 d (8,4) 1,2,4,5,7,8
4 56,11 CH 2,90 t(8.,4) 2,3,5,6,8,9,10
5 144,76 C . -
6 113,05 CH, 4,81; 4,85 m 3,4,5,10
7 17,36 CH; 1,74 dd (1,4:0,8) 1234
8 136,83 CH 592 ddd(17,0:102:84) 2,345
9 117,78 CH, 518 ddd (17,0;1,7:0,7) 48
521 ddd (10,2;1,7:0,7) 48
10 20,65 CH; 1,75 dd (1,2;1,0) 45,6
épi-isolyratol
n°C 5(°C) DEPT 5('H)? M‘Sﬁ‘ﬂ;‘;‘te HMBC
1 114,39 CH, 4,95; 4,90 m 23,7
2 144,74 C - -
3 76,07 CH 4,09 d (8,4) 1,2,4,5,7.8
4 56,20 CH 2,90 t(8.,4) 2,3,5,6,8,9,10
5 145,01 C . -
6 113,90 CH, 4,93; 4,97 m 3.4,5,10
7 16,63 CH; 1,72 dd (1,6; 0,8) 1234
8 136,25 CH 568  ddd (17,2;10,1:84) 23,45
9 116,28 CH, 507 ddd (17,2;1,6:1,3) 48
504 ddd (10,1;1,6:0,7) 48
10 19,64 CH; 1,78 dd (1,6:0.8) 45,6

a. attributions *H - **C réalisées d’aprés I’expérience HSQC.
b. corrélation *H-"3C longue distance, deux ou trois liaisons.
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Ces informations sont confortées par I’observation du spectre du proton dans
lequel on observe trois protons vinyliques couplées entre eux (5,68 ; 5,07 et 5,04 ppm)
qui présentent des constantes de couplages de 17,2 Hz (*J trans) et 10,2 Hz (J cis)
tandis que les quatre autres protons vinyliques se couplent peu (4,95 et 4,90 ppm ; 4,97

et 4,93 ppm).

Les deux méthyles présentent des déplacements caractéristiques de la position
vinylique (1,78 et 1,72 ppm). Le proton qui présente un déplacement chimique
déblindé qui résonne a 2,90 ppm car il est position triplement allylique, présente une
multiplicité de triplet due a deux couplages vicinaux fortuitement identiques (8,4 Hz).
Ce proton est porté par le carbone qui résonne a 56,20 ppm. Ce proton est
particulierement intéressant puisqu’il permet a l’aise de la corrélation HMBC
(corrélation proton-carbone longue distance de confirmer 1’attribution de nombreux
déplacements chimiques de RMN du carbone-13. En effet, ce proton H4 corréle d’une
part avec C10 (19,64 ppm) mais pas C7 (16,63 ppm) et d’autre part corréle avec C6
(113,90 ppm) mais pas C1 (114,39ppm).

Cet épimére de I’isolyratol est identifié pour la premicre fois dans une huile
essentielle. Il faut signaler les hydroperoxydes correspondants ont été isolés a partir
d’Artemisia lamcea [289]. Si les spectres de masses de ses deux composés sont
identiques, les deux séries de déplacements chimiques de RMN du "*C de I’isolyratol

et de I’épi-isolyratol ne présentent aucune superposition.

La relation diastéréoisomérique entre les deux composés a pu étre confirmée en
réalisant I’oxydation d’un mélange d’isolyratol et d’épi-isolyratol qui conduit a la
formation d’une seule cétone, la 2,5-dimethyl-4-vinyl-2,5-hexadien-3-one. La
structure de cette cétone que nous nommerons isolyratone a €ét¢ confirmée par une
analyse structurale par RMN 1D et 2D (lH, 13C, DEPT, COSY, HSQC, HMBC). Cette
molécule correspond au composé présent a 10,0% dans la fraction F3.1.1 que nous
n’avions pas pu isoler par I’utilisation de techniques chromatographiques. Ce composé

n’avait jamais été trouvé en tant que produit naturel.
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La réalisation d’une séquence DEPT nous informe de la présence de trois
carbones quaternaires (200,39, 143,86 et 143,24 ppm), deux méthines (135,68 ; 58,44
ppm), trois méthylenes (124,86, 117,01 et 113,73 ppm) et deux méthyles (21,18, 18,07
ppm). Le composé présente quatre centres d’insaturation (une cétone a-f insaturée et
trois méthylenes exo). L’analyse par SM montre un pic moléculaire a m/z =150 en

accord avec la formule C,,H40.

Tableau 29: données RMN 'H et "*C de I’isolyratone.

C  5"C) DEPT &(H Proton Multiplicité (J, Hz) lcléég HMBC®

1 124,86 CH, 6,02 a Broad s 1b,7 2,3,7
5,77 b m la,7 23,7

2 14386 C - - - -

320039 C - - - -

4 5844 CH 440 bd (8,1) 8 356809,10

5 14324 C - - - -

6 113,73 CH, 493 a quint (1,4) 6b,10 45,10
4,81 b Broad s 6a,10 4,5,10

7 1807 CH; 189 dd (1,4, 1,1) 1a,1b 123

8§ 13568 CH 607 ddd (17,2,102,8,1) 49 4

9 11701 CH, 517 a  ddd(102,14,09)  9b8 48
5,10 b dt (17,2, 1,4) 92,8 438

10 21,18 CHy, 174 dd (1,4, 1,0) 6a.6b 456

a. attributions *H - **C réalisées d’aprés I’expérience HSQC.
b. corrélation *H-"3C longue distance, deux ou trios liaisons.
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Les seules ambiguités résident dans ’attribution des carbones quaternaires C2 et
C5 qui sont séparés par moins d’un ppm et les C sp exo (124,86, 117,01 et 113,73
ppm). Le déplacement chimique 117,01 ppm correle avec les protons résonants a 5,10
et 5,17 ppm dont la multiplicité et les constantes de couplages correspondent a une
entit¢ vinylique. Dans la séquence HBMC, le proton H4 (4,40 ppm) corréle avec
143,24 ppm mais pas avec 143,86 ppm permettant d’attribuer ces deux valeurs aux
carbones C5 et C2. De la méme fagon, le proton H4 correle avec 117,01 ppm et 21,18
ppm mais pas avec 124,86 ppm et 18,07 permettant la aussi d’attribuer les C sp2

méthyléniques et les deux méthyles.

L’étude de I’huile essentielle de Santolina corsica réalisée par combinaison des
techniques chromatographiques et spectroscopiques (CC, CPG(Ir), RMN du carbone-
13, CPG-SM) a permis I’identification de 50 composés qui représentent 88,2% de la
composition totale de 1’huile essentielle (tableau 30). Les composés majoritaires sont
des monoterpenes oléfiniques : myrcene (34,6%), santolina triene (13,5%) et [3-
phellandréne (11,7%). Mais D’originalité de la composition chimique de cette huile
essentielle réside dans la présence de monoterpénes irréguliers qui sont fréquemment
identifiés dans les huiles essentielles du genre Artémisia. Ici, nous notons la présence
simultanée de composés possédant cinq squelettes irréguliers ce qui confeére a cette
huile essentielle une réelle originalité:

- santolinane (santoline triene, isolyratone, épi-isolyratol, isolyratol, lyratal,

lyratol et ses esters),
- artémisane (yomogi alcool, artémisia cétone, artémisia alcool),
- chrysanthémane (trans et cis chrysanthemyl alcool),
- lavandulane (lavandulol),

- sesquilavandulane (2Z,7E) et (2E,7E) du 3,9-diméthyl-6-isopropyl-décatrien-
2,7,9-al.

146



Chapitre V. Caractérisation de I’huile essentielle de Santolina corsica de Corse

Tableau 30 : composition chimique de I’huile essentielle de Santolina corsica.

Constituants IrA IrP HE F1 F2 F3 Identification

Masses (mg) 2134 1142 59 821
(Z)-hex-3-en-1-ol 832 1384 0.1 - - 0,3 Ir, SM, RMN"C
(E)-hex-2-en-1-o0l 842 1406 0,1 - - 0,2 Ir, SM, RMN"C
hexanol-1 845 1349 0.1 - - 0,2 Ir, SM, RMN"C
santolinatriéne 901 1030 135 182 102 - Ir, SM,RMN"C
a-thujéne 923 1027 tr 0,1 0,1 - Ir,SM
benzaldélyde 929 1529 tr - - 0,1 Ir,SM
a-pinéne 931 1025 03 03 01 - Ir, SM,RMN"C
camphene 943 1070  tr tr - - Ir,SM
sabinéne 965 1124 26 37 29 - Ir, SM,RMN"C
B-pinéne 970 1113 35 48 27 - Ir, SM,RMN"“C
déhydro-1,8-cinéole 979 1191 tr - - 0,1 Ir, SM
myrcéne 982 1166 346 479 390 - Ir, SM,RMN"C
yomogi alcool 984 1400 0,2 - - 0,9 Ir, SM, RMN"C
3-caréne 1005 1152 tr tr - - Ir, SM
para-cymeéne 1011 1265 01 03 15 - Ir,SM,RMN"C
isolyratone 1014 1368 10 - - 24 Ir, SM,RMN"C
limonéne * 1021 1203 15 1,7 1,6 Ir, SM, RMN"C
B-phellandréne* 1021 1214 11,77 172 9,0 Ir, SM, RMN"C
1,8-cinéole* 1021 1214 20" - - 53 I, SM,RMN"”C
santolina alcool 1026 1402  tr - - 01 Ir, SM,RMN"C
(Z)-B—ociméne 1029 1251  tr tr - - Ir,SM
artémisia cétone* 1042 1349 01 - - 02 Ir,SM,RMN"C
epi-isolyratol D1 1042 1518 13 - - 44 I, SM,RMN"C
y-terpinéne 1048 1247 05 05 03 Ir, SM, RMN"°C
isolyratol D2 1052 1557 28 - - 95 I, SM,RMN"C
artémisia alcool 1067 1510 01 - - 06 I, SM,RMN"C
terpinoléne 1078 1285 10 12 09 Ir, SM, RMN"C
linalol 1084 1545 01 - - 08 I, SM,RMN"C
lyratal 1097 1505 05 - - 1,8 I SM,RMN"C
lyratol 1138 1784 61 - - 208 Ir,SM,RMN"C
trans chrysanthemyl alcool 1141 1677  tr - - 0,2 Ir,SM,RMN"C
cis chrysanthemyl alcool 1146 1660  tr - - 01 Ir, SM,RMN"C
lavandulol 1149 1674 01 - - 05 I, SM,RMN"C
cryptone 1155 1673 01 02 04 Ir, SM, RMN"C
terpinén-4-ol 1162 1600 1,4 - - 4,5 Ir, SM, RMN"C
a-terpinéol 1172 1698 0,2 - - 0,8 Ir, SM, RMN"C
estragole 1174 1670 tr - - 0,2 Ir,SM
acétate de lyratyle 1250 1647 04 - 4,3 1,3 I, RMNC
7-a-silpherfol-5-ene 1327 1426 tr 0,1 - Ir, SM
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butyrate de lyratyle 1425 1785  tr - - 0,2 Ir, SM,RMN"C
alloaromadendréne 1460 1645 02 03 04 Ir, SM, RMN"°C
a—curcumeéne 1470 1765 02 02 83 Ir, SM, RMN"C
y—curcumene 1472 1691 10 08 37 Ir, SM, RMN"*C
isovalerate de lyratyle 1476 1805 tr - - 0,2 Ir, SM, RMN"C
bicyclo germacréne 1492 1734 0,2 - 3,8 - Ir, SM, RMN"C
(E)-nérolidol 1545 2038  tr - - 02 I, SM,RMN"C
spathulénol 1562 2125 tr - - 02 I, SM,RMN"C
oxyde de caryophylleéne 1580 1984  tr - - 0,2 Ir,SM

(22,7E) 3,9. diméthyl-6- 1639 2150 02 - - 05 I, SM,RMN"C
isopropyl-décatrien-2,7,9-al*

(2E,7E) 3,9-diméthyl-6- 2157 04 - - 16 I, SM,RMN'C
isopropyl-décatrien-2,7,9-al*

total (%) 88,2 975 89,2 584

Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire, excepté pour les
composés dont les noms sont suivis d’un astérisque. * : pourcentage sur colonne polaire. Ir A,
Ir P : indices de rétention sur colonne apolaire (BP-1) et polaire (BP-20) ; © pourcentages
calculés avec les intensités des signaux des carbones (RMN-'*C), tous les constituants sont
identifiés par CPG et également par CPG/SM ; I’écriture en gras indique les constituants
identifiés par la RMN du carbone-13 ; tr.<0,05% .
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I11. ANALYSE D’UNE L’HUILE ESSENTIELLE DE FLEURS DE SANTOLINA
CORSICA.

L’analyse de la composition chimique de I’huile essentielle des sommités
fleuries de S. corsica, a été réalisée a partir d’un pied individuel, collecté dans la
région de Corte. Au préalable, nous avons séparé les fleurs et les autres parties
aériennes (tiges) afin de se rapprocher du mode de prélévement du végétal effectué
parles producteurs d’huiles essentielles (coupe des sommités fleuries avec une faucille
a dents). Les huiles essentielles ont ¢ét€¢ obtenues dans un appareil de type Clévenger.
Les rendements sont voisins (0,2%, fleurs) et (0,4% ; tiges). A notre connaissance,
aucune étude sur la composition chimique d’une huile essentielle de fleurs de
Santolina corsica n’a été réalisée. Les résultats sont présentés dans le tableau 31. Nous
constatons que la composition chimique des HE de fleurs et de tiges, différent peu. Le
santolinatriene et le B-phellandréne constituent les composés majoritaires. Dans les
deux échantillons, le pourcentage de myrceéne apparait beaucoup plus faible que dans
I’huile essentielle qui a servi pour le fractionnement (6,5-6,0% vs 34,6%) Nous notons
cependant que la teneur en monoterpénes irréguliers (isolyratone, épi-isolyratol et

isolyratol) est deux fois supérieure pour I’huile essentielle de tiges.
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Tableau 31 : composition chimique de I’huile essentielle de fleurs et tiges de S. corsica.

Composés” IrA IrP fleurs tiges
(Z)-hex-3-en-1-ol 832 1384 0,1 0,2
(E)-hex-2-en-1-ol 842 1406 tr 0,1
hexanol-1 845 1349 0,1 0,1
santolinatriéne 901 1030 17,9 16,6
o—thujéne 923 1027 0,1 0,1
benzaldélyde 929 1529 0,1 tr
o-pinéne 931 1025 0,5 0,5
campheéne 943 1070 tr tr
sabinéne 965 1124 3,2 6,4
B-pinéne 970 1113 4,1 6,5
déhydro-1,8-cinéole 979 1191 tr tr
myrceéne 982 1166 6,5 9,5
yomogi alcool 984 1400 tr tr
para-cymene 1011 1265 0,2 0,1
isolyratone 1014 1368 2,0 1,1
limonéne* 1021 1203 3,6 1,4
B-phellandréne*” 1021 1214 130 231
1,8-cinéole*” 1021 1214 6,5 5,7
santolina alcool 1026 1402 tr tr
artémisia acétone* 1042 1349 0,1 0,1
¢épi-isolyratol™® 1042 1518 3,0 1,5
y-terpinéne 1048 1247 0,8 0,7
isolyratol 1052 1557 6,4 3,3
artémisia alcool 1067 1510 0,1 0,1
terpinoléne 1078 1285 0,3 0,4
linalol 1084 1545 0,3 0,4
lyratal 1097 1505 1,2 0,8
lyratol 1138 1784 11,8 91
lavandulol 1149 1674 0,1 0,1
cryptone 1155 1673 0,2 0,1
terpinén-4-ol 1162 1600 2,7 1,8
a-terpinéol 1172 1698 0,3 0,3
estragole 1174 1670 tr tr
acétate de lyratyle 1250 1647 0,9 0,9
7-a-silpherfol-5-éne 1327 1426 0,1 -
butyrate de lyratyle 1425 1785 0,2 0,1
allo-aromadendréne 1460 1645 0,2 0,1
y—curcumene 1472 1682 0,6 0,2
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bicyclogermacréne 1492 1734 0,1 tr
spathulénol 1572 2115 0,2 0,1
3,9-dimethyl-6-isopropyl-

27.,7E,9-décatrienal* 1639 2150 ) 0.1
3,9-dimethyl-6-isopropyl-
2E,7E,9-décatrienal* 1639 2155 0.1 0.1

total (%) 87,6 91,7
Rdt% 0,2%  0,4%

#Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire, excepté pour les
composés dont les noms sont suivis d’un astérisque. * : pourcentage sur colonne polaire ; *:
pourcentages calculés avec les intensités des signaux des carbones (RMN-'3C), Ir A, Ir P :
indices de rétention sur colonne apolaire et polaire ; tous les constituants sont identifiés par
CPG ; I’écriture en gras les constituants identifiés par la RMN du carbone-13 ; , tr.<0,05% ;

IV. ETUDE DE LA VARIABILITE CHIMIQUE DE SANTOLINA CORSICA.

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilité chimique, nous
avons analysé 33 échantillons d’huile essentielle préparés a partir de parti aériennes.
Ceux-ci proviennent de 4 stations situées a 1’étage méso méditerranéen (environ 500
metres d’altitude (Bistuglio, Casanova, Sermano, Isolaccio di Fiumorbo). Nous avons
récolté le matériel végétal durant les mois de Juin-Juillet et la période 2005-2006. Le
matériel végétal frais a ét¢ hydrodistillé pendant 4 heures dans un appareil de type
Clévenger. Les rendements en huile essentielle, calculés par rapport a la masse de
matériel végétal frais, sont compris entre 0,12% et 0,97%. Les échantillons obtenus ont
ensuite ét¢ analysés par CPG/Ir ainsi que par RMN du carbone-13. L’identification des
constituants a été réalisée par CPG/Ir (Ir sur colonnes polaire et apolaire), en tenant
compte de la composition chimique détaillée de 1’huile essentielle exposée
précédemment, et par RMN du carbone-13 lorsque leur teneur dépassait la limite de

détection du spectrometre (environ 0,5%).

Sur I’ensemble des 33 échantillons (annexe 30), nous avons identifi¢ 50
constituants qui représentent de 78,6% a 92,7% de la composition globale. A une

exception pres, I’ensemble des échantillons est caractérisée par 1’association santolina
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triecne (9,3-42,9%), myrcene (6,1-37,1%), et le PB-phellandréne (3,3-26,9%). Le
sabinene (1,4-7,2%) et le B-pineéne (1,6-7,1%) sont présents dans 1’ensemble des
¢chantillons. Parmi les monoterpenes irréguliers, le lyratol présente des teneurs
proches de 10% (5,3-10,3%) dans 19 échantillons sur 33. Son pourcentage est environ
deux fois plus faible dans 10 échantillons (2,3-4,5%) et trés faible dans deux
¢chantillons (0,3 et 1,5%). Dans les deux derniers échantillons, il atteint 11,8 et 14,4%.
Le pourcentage des autres monoterpénes irréguliers varie notablement : yomogi alcool
(0-3,7%), isolyratone (0,4-2,3%), épi-isolyratol (0,7-3,0%), isolyratol (1,6-6,4%),
artémisia alcool (0-2,4%), lyratal (0,2-1,7%), lavandulol (0-0,5%), acétate de lyratyle
(0,1-1,9%), butyrate de lyratyle (0-0,4%), isovalérate de lyratyle (0-0,2%) et (Z) et (E
sesquilavandulal (0-0,9% et 0-0,8%).

Nous avons soumis nos résultats a des analyses statistiques des données (ACP et
K-means). Cependant, celles-ci ne permettent pas de distribuer les 33 échantillons
¢tudiés dans des groupes clairement constitués. Nous pouvons en conclure qu’il n’y
pas de différences significatives entre les différentes stations étudiées. Seul un
¢chantillon (n°32, station Bistugliu), qui présente comme composés majoritaires, outre
le myrcene (24,1%), le PB-phellandréne (11,9%) et surtout une teneur élevée en
artémisia cétone (18,9%), apparait sépar¢ des 32 autres €chantillons. Le pourcentage
de cette cétone est plus faible dans 4 échantillons (1,2-4,5%) et n’excéde pas 0,5%
dans les autres. Une composition chimique similaire avec 1’artémisia cétone
majoritaire (20,0%) suivi du B-phellandréne (14,4%), du myrceéne (11,7%) et du
santolina triéne (8,2%) avait été décrite par Rossi et al. Pour un échantillon collecté au
centre de la Corse. Cette composition apparait atypique et ne peut pas étre considérée
comme représentative de la composition chimique de 1’huile essentielle de Santolina

corcica de Corse.

La composition chimique de I’huile essentielle de Santolina corsica de Corse
différe aussi de celle décrite pour un échantillon collecté en Sardaigne dont la
composition chimique de I’huile essentielle est dominée par le camphre (18,5%),

I’artémisia cétone (12,9%) et le bornéol (7,4%).
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V. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE
SANTOLINA CORSICA.

L’activité biologique de I’huile essentielle de Santolina corsica a été réalisé en
collaboration avec I’équipe « Biochimie et biologie moléculaire du végétal » dirigée
par Mme le professeur Liliane Berti et s’inscrivent dans les travaux de theéses de Paul-
Georges Rossi qui a soutenu sa thése de doctoral en 2007. L’huile essentielle et
différentes fractions obtenues par chromatographie sur gel de silice ont été testées sur
six micro-organismes suivants qui sont des pathogeénes humains fréquemment
rencontres :

- Bactéries gram +: Staphylococcus aureus CPI53.156 (ATCC 6538P) et
Listeria innocua CIP80.11 T (ATCC33090) 335,

- Bactéries gram -: Enterobacter aerogenes CIP 60.86 T (ATCC 13048) et
Escherichia coli CIP 54.8(ATCC11775), Pseudomonas aeruginosa CIP A22 et
Campylobacter jejuni NCTC 11168.

La méthode de diffusion par disques est utilisée et la zone d’inhibition est
mesurée en mm. Les témoins positifs sont la pénicilline G (S. aureus), la rifampicine
(L. Innocua), I’amikacine (C. jejuni) et la ciproflaxine (E. Coli, P. Aeruginosa et E.

Aerogenes). Le DMSO (10%) est utilisé comme témoin négatif.
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Tableau 32 : activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Santolina corsica.

Echantillons aerugi'nosa aerozénes E.coli  L.innocua S.aureus C.jejuni
Huile essentielle 6 6.4 6.6 9.5 14.7 39.0
Antibiotique 34.2 29.7 34.6 343 41.8 35.0
Témoin négatif 6 6 6 6 6 6

L’activité antibactérienne contre L. innocua apparait modérée tandis que la
croissance de S. aureus (14,7 mm) et surtout C. jejuni (39 mm) est fortement inhibée.
Afin de cibler les composés responsables de 1’activité vis-a-vis de S. aureus et de C.
jejuni, nous avons réalisé le fractionnement d’un échantillon d’huile essentielle sur gel
de silice. Nous avons obtenu deux fractions. La fraction éluée au pentane
« hydrocarbonée » et la fraction ¢luée a 1’oxyde de diéthyle « oxygénée ». Afin
d’augmenter la teneur en lyratol, une partie de cette derniére fraction a été soumise a

une chromatographie sur gel de silice avec un gradient pentane/oxyde de diéthyle

Tableau 33 : activité antibactérienne de fractions de ’huile essentielle de S. corsica.

Echantillons S. aureus C. jejuni
Fraction hydrocarbonée 8.5 27.5
Fraction oxygénée 17.7 62.6
Fgrjoc/‘zl)on enrichie en lyratol 19 90
Témoin positif (antibiotique) 41,8 35
Témoin négatif 6 6

Comme attendu, ’activit¢ de la fraction ¢€luée au pentane qui contient
majoritairement du myrcene est tres faible. Par contre, la fraction éluée a 1’oxyde de
diéthyle et plus encore la fraction enrichie en lyratol montre des diamétres d’inhibition
importants surtout vis-a-vis de C. jejuni (90 mm). Ces résultats indiquent que le lyratol
est bien le responsable de 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Santolina

corsica.

154



CONCLUSION



Conclusion

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’une contribution a la valorisation des
ressources naturelles et plus particulierement sur les huiles essentielles. Les huiles
essentielles, qui trouvent de nombreuses applications dans des secteurs tres varies, se
présentent sous forme de mélanges complexes. Cette complexité réside a la fois dans
le fait que les constituants possedent des structures construites a partir de la méme
entité (synthon isoprénique) mais conduisant paradoxalement a une grande diversité de
squelettes. La determination de la composition chimique, la mise en évidence d’une
éventuelle spécificité et le contrdle de la qualité constituent des étapes nécessaires pour

la valorisation et donc la commercialisation dans les meilleures conditions possibles.

Deux stratégies sont traditionnellement utilisées pour réaliser ces analyses. La
premiére s’appuie sur l’association « individualisation-identification » et utilise le
couplage «en ligne» d’une technique chromatographique (CPG, CLHP, etc),
permettant I’individualisation des constituants, et d’une technique spectroscopique
d’identification (SM, IRFT, etc). Une autre démarche utilise I’association
« purification-identification » et s’apparente a celle employée lors de I’analyse
structurale d’une nouvelle molécule. La purification est réalisée a I’aide de différentes
techniques chromatographiques alors que I‘identification est assurée par la
comparaison de leurs caractéristiques spectrales avec celles de produits de référence.
Les informations sont souvent obtenues par la SM mais surtout par la RMN H et de

plus en plus, par la RMN **C.

L’équipe « Chimie et Biomasse » de I’université de Corse s’inscrit dans une
autre démarche et a mis au point et développé une méthode analytique axée sur
I’utilisation de la RMN *3C pour I’identification des constituants des mélanges
naturels, et plus particulierement les huiles essentielles, sans individualisation
préalable des constituants. Un logiciel d’aide a I’analyse, concu a I’université de
Corse, permet de comparer les deplacements chimiques des carbones du spectre du
mélange avec ceux de composés de référence contenus dans les bibliothéques de
spectres. Cette méethode a été appliquée avec succes a I’analyse de plusieurs familles

de composés tels que les terpénes dans les huiles essentielles.
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Dans le premier chapitre, les différentes démarches analytiques appliquées a
I’étude de la composition chimique des huiles essentielles ont été explicitées. Nous
avons tout d’abord positionné notre methode d’analyse par RMN du carbone-13 par
rapport a ces techniques conventionnelles et nous avons montré a travers de nombreux
exemples que la RMN du carbone-13 constitue un outil tout a fait adapté a I’analyse
des mélanges complexes, a conditions toutefois de fixer et de contrbler soigneusement

les conditions expéerimentales.

Le deuxieme chapitre, nous avons étudié le phénomene de la variation des
déplacements chimiques. En effet, I’identification, par RMN *3C, des terpénes présents
dans une huile essentielle, nécessite la comparaison des valeurs des déplacements
chimiques des carbones dans le mélange avec celles de produits de référence. Dans ce
contexte, la variation des déplacements chimiques entre les spectres des composés de
référence et ceux des mélanges s’avere un facteur déterminant pour réaliser
I’identification. Ainsi nous avons étudié, de nombreux mélanges binaires associant des
alcools possédant la sous structure linalol (linalol, nérolidols et géranyllinalol)
considérés comme molécules de références avec diverses molécules oxygénées
(phénol, alcool, oxyde, cétone, aldéhydes ester). Il ressort de cette étude que les
variations des déplacements chimiques sont liées a la présence de liaisons hydrogéne
intermoléculaires. En présence des dérivés phénoliques, la liaison hydrogene s’établit
entre I’atome d’hydrogene de la fonction phénol et I’oxygene du linalol. En présence
de molécules carbonylés ou d’autres alcools, on peut imaginer que la liaison
hydrogéne s’établit entre I’hydrogene de I’hydroxyle et I’oxygéne simplement ou
doublement lié de la molécule partenaire. Les variations des déplacements chimiques
concernant des Csp?, situés en & et ¢ de I’hydroxyle dans les alcools possédant la sous
structure linalol (linalol, nérolidols et géranyllinalol) demeurent inexpliquées. Ces
variations qui ne s’atténuent pas avec I’allongement de la chaine carbonée (nérolidols
et géranyllinalol), traduisent une probable interaction entre la doubles liaison C6-C7 et
les fonctions oxygénées. Des liaisons de Van der Waals entre un dipble permanent (la

fonction oxygénée) et un dipdle induit (la double liaison) pourraient étre impliquées
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dans ces variations. Enfin, en ce qui concerne les d’aldéhydes a., B-insatures, les
variations les plus importantes sont observées sur les carbones C1 et C3. Ces
variations sont nettement plus importantes quand I’aldéhyde est en mélange avec un
phénol qu’avec un autre composé oxygéné. Par ailleurs, nous observons des effets
opposés suivant que I’on mélange un aldéhyde avec un phénol ou un alcool ou avec un

acétate.

La deuxieme partie de notre travail (chapitres 3, 4 et 5) a été consacrée a la
caractérisation d’huiles essentielles de Clinopodium ascendens de Madere, et de
Bupleurum fruticosium et Santolina corsica de Corse. Pour chaque huile essentielle,
nous avons réalisé une étude détaillée de la composition chimique par combinaison de
techniques chromatographiques (CC, CCM et CPG), des indices de rétention et de
techniques spectroscopiques (SM, RMN ©C).

L’étude sur I’huile essentielle de Clinopodium ascendens a été réalisée dans le
cadre d’une collaboration entre I’Université de Madére au Portugal (analyses par
CG/SM et activité antibactérienne) et notre équipe (fractionnement, identification des
constituants. Apres fractionnement, vingt trois composeés, qui représentent 97,3% de la
composition chimique de I’huile essentielle, ont été identifiés. L huile essentielle est
caractérisée par la présence a des teneurs trés importantes de la cis-isopulégone
(75,2%) et d’autres composés possedant le squelette menthanique substitué en C3: la
trans-isopulégone (4,5%), la pulégone (6,9%) et trois des quatre isomeéres de
I’isopulégol: le néoiso-isopulegol (6,0%), le néo-isopulégol (0,2%) et I’iso-isopulégol
(0,2%). La composition chimique de cette huile essentielle, difféere considérablement
de celle des échantillons d’origine espagnole ou turque qui ont fait I’objet d’études. De
plus, la cis-isopulégone joue un role d’antibiotique aussi important que celui dévolu a

la pulégone elle-méme.
Le chapitre 4 a été consacré a I’étude de I’huile essentielle de Bupleurum

fruticosum, le buplevre ligneux Apres fractionnement, nous avons mis en évidence 33

composes qui représentent 97,8% de la composition chimique totale. La plupart des
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composes ont été identifiés grace a la bibliotheque « terpénes» élaborée au
laboratoire. Deux esters de cinnamyle ont été identifiées aprés synthése (2-méthyl
butyrate et isovalérate). L’analyse en composante principale réalisee sur 37
échantillons avec les teneurs des 13 composés les plus abondants montre que I’huile
essentielle de bupléevre ligneux de Corse est caractérisée par un pourcentage tres éleve
de B-phellandrene qui représente plus des deux tiers de la composition totale. Les
différentes parties du vegétal (feuilles, tiges et fleurs) présentent aussi cette méme
composition chimique. Nous avons testé une nouvelle technique d’obtention des huiles
essentielles par micro-ondes SFME (Solvant Free Extraction Microwave). Cette
méthode rapide et respectueuse de I’environnement permet d’obtenir une huile
essentielle dont la composition est trés voisine de celle obtenue par hydrodistillation.
Enfin, nous avons caractérisé un extrait d’hydrolat de B. fruticosum de Corse pour la

valorisation dans le futur.

Enfin, la derniére partie de notre travail a concerné la caractérisation de I’huile
essentielle d’une plante endémique cyrno-sarde, de Santolina corsica de Corse. Au
terme du fractionnement, 50 constituants ont été identifiés. Cette huile essentielle éte
caractérisée par la présence de terpénes irréguliers possédant les squelettes artémisane,
santolinane, lavandulane, chrysanthémane et sesquilavandulane et représentant pres de
30% de la composition globale des échantillons. Nous avons mis en évidence les
potentialités de la méthode pour identifier les molécules terpéniques irrégulieres et en
particulier des diastéréoisomeres (isolyratol et épi-isolyratol) qui présentent souvent
des spectres de masse insuffisamment différenciés et des indices de rétention tres
proches. La réalisation d’un échantillonnage sur I’ensemble de la Corse a permis de
montrer que I’huile essentielle de Santolina corsica est caractérisée par I’association
du myrcéne, du pB-phellandréne et du santolina triéne, permettant ainsi aux
professionnels installés en Corse de disposer de données objectives. En collaboration
avec I’équipe « Biochimie et biologie moléculaire du végétal » nous avons montré que
I’huile essentielle de Santolina corsica, et plus particulierement le lyratol, alcool
monoterpénique irrégulier présentent une activité antimicrobienne vis-a-vis de C.

jejuni. Cette étude a aussi permis d’identifier les monoterpenes irréguliers minoritaires

159



Conclusion

dans I’huile essentielle d’Artemisia-herba-alba Asso de Tunisie dans le cadre d’une
collaboration avec I’Institut des Régions Arides de Meédénine. Ces resultats ont fait
I’objet de la rédaction d’un article accepté pour publication dans Journal of Essential

Oil Research.
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MATERIEL VEGETAL

Les parties aériennes de Santolina corsica ont été prélevées en pleine floraison
(juin-juillet 2005 et 2006) et distillees moins de 24 heures apres la récolte. Les parties
aériennes de Bupleurum fruticosum ont été prélevées avant, pendant et apres floraison
durant la période 2005-2007. Les rendements sont calculés par rapport a la masse de

vegétal frais.

HYDRODISTILLATION ET EXTRACTIONS

Les hydrodistillations ont été réalisées avec un appareil de type Clévenger
(réacteurs de 2 et de 6 litres), pendant une durée de quatre heures. L’ huile essentielle

est conservee dans des flacons en verre ambrée a une température de 8°C.

Les extractions sans solvant assistées par micro-ondes ont été réalisées avec un
four micro-ondes de laboratoire Milestone DRYDIST dont les dimensions sont les
suivantes 35 cm x 35 cm x 35 cm (recouvert de PTFE). La fréquence micro-ondes est
de 2450 MHz avec une puissance maximale de 1200 W pouvant étre incrémentée de 1
W. Le contrble de la température et la programmation sont réalisés a I’aide du logiciel

de contrble : « easy-control »

Les conditions expérimentales sont les suivantes : environ 150 g de parties
aériennes de Bupleurum fruticosum dans le réacteur de 2 L. la durée de préchauffage
est de 5 minutes avec une puissance de 500W, et une température de 200°C. La durée

d’extraction est de 30 minutes avec une puissance 500W et une température de 100°C.
L’hydrolat de Bupleurum fruticosum (300 mL environ) a été extrait par I’oxyde de

diéthyle (3 x 30 mL). Apres séchage sur MgSO, puis évaporation du solvant, on

obtient I’extrait.
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CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE OUVERTE

L’huile essentielle de Clinopodium ascendens (531 mg) a été fractionnée par CC
sur gel de silice de flash (ICN 200-500 um, 25 g). Les fractions sont éluées au pentane
(fraction oléfinique F1= 8,4 mg) puis a I’oxyde de diéthyle/pentane=3/97 (F2=131,7
mg, F3=183,9 mg, F4=95,0 mg, F5=78,9 mg) puis I’oxyde de diéthyle (F6=12 mg,
F7=18 mg).

L’huile essentielle de Bupleurum fruticosum (1030 mg) a été fractionnée par CC
sur gel de silice de flash (ICN 200-500 um, 25 g). Les fractions sont éluées au pentane
(fraction oléfinique F1= 812 mg, F2=18 mgq), puis a I’oxyde de diéthyle/pentane=3/97
(F3=115 mg), puis I’oxyde de diéthyle (F4=86 mg).

L’huile essentielle de Santolina corsica (2134 mg) a été fractionnée par CC sur gel
de silice de (ICN 60-200 um, 25 g). Les fractions sont éluées au pentane (fraction
oléfinique F1= 1142 mg, F2=59 mg), puis I’oxyde de diéthyle (F3=821 mg). La
fraction F3 a été de nouveau soumise a un fractionnement par CC sur gel de silice
(ICN 60-200 um, 9 g). Les fractions sont éluées a I’oxyde de diéthyle/pentane=2/98
(F3.1=108 mg), puis a I’oxyde de diéthyle/pentane=3/97(F3.2=35 mg), puis a I’oxyde
de diéthyle/pentane=5/95 (F3.3= 80 mg), puis a I’oxyde de diéthyle/pentane =10/90
(F4= 61 mg), enfin a I’oxyde de diéthyle (F3.5=130 mg). La fraction F3.1 a été
fractionnée par CC sur gel de silice (ICN 35-70 um, 5 g). Les fractions sont éluées a
I’oxyde de diéthyle/pentane=2/98 (F3.1.1=51 mg), puis a I'oxyde de
diéthyle/pentane=3/97(F3.1.2=35 mg), puis a I’oxyde de diéthyle/pentane=5/95
(F3.1.3= 4 mg),

CHROMATOGRAPHIE SUR GEL DE SEPHADEX

Nous utilisons 10g de sephadex dans 40 mL d’une solution de dichlorométhane-
hexane (gradient 50/50) pendant 48 heures. Durant la chromatographie, I’élution est

réalisée en mode isocratique en utilisant le dichloromeéthane (100 mL) comme éluant.
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PREPARATION DES COMPOSES

Réduction
Néo-iso-isopulégol

Un échantillon d’HE qui contient 75,2% de cis isopulégone (104 mg) en solution
dans 20 ml de Et,O anhydre est additionné goutte a goutte a une suspension de
LiALH,4 (27,5 mg) dans 30 ml de Et,O anhydre refroidie par un bain d’eau glacée. Le
mélange réactionnel, sous agitation magnétique, est ensuite porté a flux durant trois
heures puis hydrolysé par addition d’une solution de NaOH 15% (2 mL) suivie d’eau
glacée (2 mL). A I’aide d’une ampoule a décanter, la solution est lavée jusqu’a
neutralité puis séchée sur Na,SO,. Le solvant est évaporé a I’évaporateur rotatif. Le

mélange obtenu (80 mg) contient 79% de néo-iso-isopulégol.

Estérification

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et muni d’une ampoule a brome,
I’alcool (1 équivalent) ainsi que la triéthylamine EtsN (1,5 équivalents) sont mis en
solution dans 30 ml de dichlorométhane, sous agitation magnétique. La solution est
refroidie par un bain de glace. On additionne alors le chlorure d’acyle (2,5 équivalents
dans 30 ml de dichlorométhane) goutte a goutte a I’aide de I’ampoule a brome. Le
mélange réactionnel, laissé sous agitation, est porté a reflux pendant trois heures. On
effectue alors un lavage a I’eau du mélange jusqu’a pH neutre. En fin la phase
organique est séchée sur sulfate de magnésium MgSO, et le solvant est éliminé a
I’évaporateur rotatif. L ester est alors purifié par CC sur gel de silice. Les rendements
n’ont pas été optimises.
isovalérate de cinnamyle :
cinnamyl alcool : 0,519 g (3,87 mmoles) ; Et;N : 0,780 g (7,74 mmoles) ;
chlorure d’’acide isovalérique : 0,978 g (7,74 mmoles), isovalérate de cinnamyle :
0,665 g (rendement : 78,6%)

2-methyle butyrate de cinnamyle :
cinnamyl alcool : 0,276 g (2,05 mmoles) ; EtsN 0,326 g (3,22 mmoles) ;
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chlorue de I’acide 2-méthyle butyryque : 0,518 g (4,29 mmoles) ; 2-méthyle butyrate
de cinnamyle : 0,347 g (rendement : 80,3%)

butyrate de lyratyle :

mélange contenant le lyratol 70% 0,080 g (0,37 mmole), Et;N : 0,105 g (0,80 mmole)
chlorure d’acide butyrique : 0,210 g (1,56 mmoles) ; butyrate lyratyle : 0,027 g (0,12
mmole) rendement 32%

SM 70 eV, m/z (int. rel): 134(20), 121(12), 119(85), 106(17), 105(21), 93(28), 92(15),
91(35), 79(27), 77(22), 71(92), 55(15), 53(15), 43(100), 41(47), 39(21)

isovalérate de lyratyle :

mélange contenant le lyratol 70% : 0,053 g (0,35 mmole) ; EtzN: 0,062 g (0,61
mmole) ; chlorure d’acide isovalérique : 0,102 g (0,85 mmole) ; isovalerate lyratyle :
0,043 g (0,18 mmole), (rendement : 51%).

SM 70 eV, m/z int. rel): 134(20), 121(12), 119(85), 106(17), 105(21), 93(28), 92(15),
91(35), 79(27), 77(22), 71(92), 55(15), 53(15), 43(100), 41(47), 39(21)

Oxydation
Oxydation du lyratol

Le lyratol (0,06 g ; 0,39 mmole) est mis en solution dans le chloroforme (5 mL)
avec I’oxyde de manganese (MnO,) (0,101 g, 1,17 mmoles) pendant une nuit a
température ambiante avec agitation. Aprés filtration, la phase organique est séchée
sur MgSQO,. Le solvant est chassé a I’évaporateur rotatif. On obtient le lyratal (56 mg,

0,31 mmole, rendement : 93%)

Oxydation du isolyratol et épi-isolyratol

Dans un ballon bicol surmonté d’un réfrigérant et muni d’une ampoule a brome, un
mélange contenant I’isolyratol et I’épi-isolyratol (15 mg, 0,1 mmole) est mis en
solution dans 2 mL de chloroforme, sous agitation magnétique. Le chlorochromate de
pyridinium (43,5 mg, 0,2 mmole) est introduit en plusieurs ajouts. La solution est

agitée pendant trois heures dans un bain de glace, puis a température ambiante pendant
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trois heures. On effectue alors une filtration. Le solvant est éliminé a I’évaporateur
rotatif et on obtient 13,5 mg de produit.

Epi-isolyratol : SM 70 eV, m/z (int. rel): 83(10), 82(100), 81(14), 79(15), 77(8),
71(70), 67(97), 65(9), 55(12), 53(22), 43(57), 41(63), 39(45), 40(9).

Isolyratone : SM 70 eV, m/z (int. rel): 135(5), 122(5), 107(8), 94(10), 81(8), 79(13),
77(7), 70(7), 69(90), 53(15), 42(8), 41(100), 39(58), 38(5).

CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE

Les analyses de chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a I’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Autosystem, équipé d’un injecteur diviseur, de deux
colonnes capillaires (50 m x 0,22 mm d.i ; épaisseur du film : 0,25 m), polaire (BP-20,
polyéthylene glycol) et apolaire (BP-1, polyméthylsiloxane) et de détecteurs a
ionisation de flamme. Les conditions opératoires sont les suivantes : gaz vecteur :
hélium ; pression en téte de colonne : 20 psi; température de I’injecteur : 250°C ;
température des détecteurs : 250°C ; programmation de température : de 60 a 220°C a

2°C/min puis un palier de 20 min a 220°C ; injection : mode split 1/60.

COUPLAGE CPG/ISM

Les analyses ont été effectuees a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer
autosystem XL, doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes de polarité
différentes (Rtx-1, polydiméthyl-siloxane, 50 x 0,22 mm d.i.,, et Rtoc-WAX,
polyéthylene glycol, 60x0,25mm d.i.) couplé a un détecteur de masse Perkin TURBO
MASS. Les molécules sont bombardées dans une source d’ionisation de 150°C par un
faisceau électronique de 70eV, la détection se fait par un analyseur quadripolaire
constitué d’un assemblage de quatre électrodes paralléles de section cylindrique. Le
gaz vecteur est I’hélium et exerce une pression en téte de colonne de 43 psi. Le
programme utilisé est une augmentation de température de 60 a 230°C par €élévation de
2°C par minute avec un palier a 230°C pendant 30 minutes. L’injection se fait par

mode split avec un rapport de division de 1/80.
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RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

Bruker 400 AVANCE, 9,4 Tesla, opérant a 400,132 MHz pour le proton et a 100,623

MHz pour le carbone-13

RMN du proton

Les spectres de RMN du proton ont été enregistres avec les parameétres suivants :
sonde de 5 mm : angle d’impulsion 30°; temps d’acquisition = 2,56 s correspondant a
une acquisition de 32 K avec une largeur spectrale (SW) de 7000 Hz (17,5 ppm). Afin
d’ameéliorer la résolution la multiplication de la FID par une exponentielle de type

Lorentz-Gauss est utilisée.

RMN du carbone-13

Les spectres du carbone-13 ont été enregistrés avec les parametres suivants :

Sonde de 5 mm : angle d’impulsion 45°; temps d’acquisition = 2,73 s correspondant a
une acquisition de 128 K avec une largeur spectrale (SW) de 25000 Hz (250 ppm) ;
résolution digitale de 0,183 Hz/pt. Le nombre d’accumulations est compris entre 2000
et 10000 pour chaque enregistrement. Les données du signal de précession libre (FID)
sont multipliées avant la transformée de Fourrier par une fonction exponentielle (LB =
1,0 Hz).

Pour I’enregistrement des spectres des huiles essentielles, une masse de 40 a 70
mg d’huile essentielle est dissoute dans 0,5ml de CDCI; additionné de tétraméthyl
silane (TMS). Les déplacements chimiques sont donnés en ppm (3) par rapport au

TMS pris comme référence interne.
Expérience d’écho de spin
Les parametres suivants ont été utilisés pour les expériences d’écho de spin

(programme JMODXH) (sonde de 5 mm) : durée de I’impulsion = 5,6 us (angle
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d’impulsion 90°) ; temps de répétition entre deux expériences = 53 s; temps
[1/3(C,H)] calculé pour une constante de couplage J(C,H) = 125Hz : 8,0 ms.

RMN 2D
Pour enregistrer les spectres de RMN 2D mettant en jeu les corrélations
hétéronucléaires (HSQC, HMBC), nous avons utilisé les séquences impulsionnelles

définies par les programmes Bruker.

Corrélation proton-proton COSY

Le spectre de corrélation proton-proton a été obtenu avec la sequence COSY. La
matrice d’acquisition des données a pour dimensions 1 K x 256 points memoire. Les
données sont ensuite complétées par une mise & zéro sur le domaine F1 (*H) et traitées

par une fonction gaussienne avant la transformée de Fourier.
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Annexe 1 : variations des déplacements chimiques des carbones du linalol observées en présence d’un dérive phénolique.

: . . . 3.4- 3,5- 3-
n°C linalol -1 2-e’t hyl 3-6:[ byl 4-e’t byl méthylph | méthyl | méthoxy | carvacrol | thymol | Adm ET
0,5 mol.L phénol phénol phénol . . .
énol phénol phénol
C2 145,05 -0,37 -0,46 -0,44 -0,37 -0,46 -0,52 -0,33 -0,32 -0,41 0,07
C7 131,92 0,15 0,15 0,18 0,11 0,14 0,17 0,09 0,10 0,14 0,03
C6 124,34 -0,09 -0,10 -0,11 -0,08 -0,09 -0,14 -0,07 -0,05 -0,09 0,03
Cl 111,69 0,31 0,38 0,36 0,30 0,37 0,43 0,29 0,27 0,34 0,05
C3 73,48 0,63 0,73 0,71 0,59 0,72 0,80 0,54 0,57 0,66 0,09
C4 42,06 -0,10 -0,09 -0,10 -0,08 -0,10 -0,11 -0,05 -0,07 -0,09 0,02
Cl10 27,85 -0,26 -0,33 -0,29 -0,28 -0,35 -0,40 -0,26 -0,24 -0,30 0,05
C8 25,71 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 0,01
C5 22,81 0,03 0,04 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01
C9 17,70 -0,01 -0,01 0,00 0,01 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 0,01
Annexe 2 : variations des déplacements chimiques des carbones du linalol en présence d’une cétone
n°C linalol B menthone pulégone camphre fenchone verbénone Ad m ET
0,5 mol.L

C2 145,05 0,07 0,07 0,10 0,09 0,13 0,09 0,02

C7 131,92 -0,19 -0,13 -0,24 -0,20 -0,32 -0,22 0,07

C6 124,34 0,11 0,12 0,12 0,10 0,15 0,12 0,02

Cl 111,69 -0,05 -0,09 -0,09 -0,07 -0,12 -0,08 0,03

C3 73,48 -0,08 -0,18 -0,18 -0,14 -0,24 -0,16 0,06

C4 42,06 0,10 0,07 0,10 0,09 0,11 0,09 0,02

Cl10 27,85 -0,05 -0,07 -0,04 -0,02 -0,08 -0,05 0,02

C8 25,71 -0,02 0,00 -0,02 -0,02 -0,03 -0,02 0,01

C5 22,81 0,01 0,01 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,01

C9 17,70 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,04 -0,03 0,00




Annexe 3 : variations des déplacements chimiques des carbones du linalol en présence d’un acétate.

o linalol acétate de acétate de aceta}te de acétate d’ acétate de
n°C 0,5 mol.L™" géranyle citronellyle neo o-terpinyle bornyle Adm ET
’ ) menthyle

C2 145,05 0,07 0,07 0,07 0,08 0,04 0,07 0,02

C7 131,92 -0,13 -0,17 -0,18 -0,21 -0,15 -0,17 0,03

C6 124,34 0,10 0,10 0,10 0,12 0,07 0,10 0,02

Cl 111,69 -0,05 -0,06 -0,06 -0,07 -0,05 -0,06 0,01

C3 73,48 -0,11 -0,13 -0,14 -0,16 -0,12 -0,13 0,02

C4 42,06 0,07 0,07 0,07 0,08 0,04 0,07 0,02

C10 27,85 -0,01 -0,03 -0,03 -0,04 -0,03 -0,03 0,01

C8 25,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C5 22,81 0,02 0,01 0,01 0,01 -0,01 0,01 0,01

C9 17,70 -0,01 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,00

Annexe 4 : variations des déplacements chimiques des carbones du linalol en présence d’un aldéhyde.

o linalol . L . , . o . .
n°C 0.5 mol.L" néral/géranial | perillaldélyde | myrténal 2-vanilline | cuminaldéhyde Ad m ET
C2 145,05 0,06 0,04 0,08 0,09 0,04 0,06 0,02
C7 131,92 -0,19 -0,19 -0,22 -0,16 -0,14 -0,18 0,03
C6 124,34 0,10 0,09 0,10 0,09 0,08 0,09 0,01
Cl 111,69 -0,05 -0,05 -0,08 -0,06 -0,04 -0,06 0,02
C3 73,48 -0,12 -0,12 -0,14 -0,11 -0,08 -0,11 0,02
C4 42,06 0,07 0,06 0,08 0,08 0,05 0,07 0,01
C10 27,85 -0,06 -0,07 -0,04 -0,04 -0,03 -0,05 0,02
C8 25,71 0,00 0,00 -0,03 -0,02 0,00 -0,01 0,01
C5 22,81 0,00 -0,01 -0,01 0,01 0,00 0,00 0,01
C9 17,70 -0,02 -0,02 -0,03 -0,03 -0,02 -0,02 0,01




Annexe 5 variations des déplacements chimiques des carbones du linalol en présence d’un oxyde.

linalol ., oxyde d’a- Oxyde cis-époxyde | , trans-
n°C a1 | 1,8-cinéole o o . . époxyde de Ad m ET

0,5 mol.L pinéne de B-pinéne | de limonéne 1 \

imonéne

C2 145,05 0,04 0,03 0,06 0,04 0,03 0,04 0,01
C7 131,92 -0,13 -0,17 -0,22 -0,17 -0,15 -0,17 0,03
C6 124,34 0,06 0,06 0,09 0,07 0,06 0,07 0,01
Cl 111,69 -0,02 -0,06 -0,08 -0,05 -0,04 -0,05 0,02
C3 73,48 -0,08 -0,13 -0,18 -0,12 -0,10 -0,12 0,04
C4 42,06 0,05 0,04 0,06 0,05 0,04 0,05 0,01
C10 27,85 -0,01 -0,03 -0,06 -0,04 -0,05 -0,04 0,02
C8 25,71 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 22,81 0,00 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,01
C9 17,70 -0,01 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 0,01

Annexe 6 variations moyennes des déplacements chimiques des carbones du linalol observées en présence d’un dérivé alcool

n°C 0, Shilr?(ﬁ).lljl menthol bornéol fenchol nérol o-terpinéol | terpinen-4-ol Ad m ET
C2 145,05 0,03 0,01 0,02 0,03 0,00 0,07 0,03 0,02
C7 131,92 -0,10 -0,10 -0,12 -0,15 -0,16 -0,18 -0,13 0,03
Cé 124,34 0,06 0,04 0,04 0,09 0,06 0,10 0,06 0,03
Cl 111,69 -0,02 0,00 -0,01 -0,01 0,00 -0,04 -0,01 0,02
C3 73,48 -0,06 -0,04 -0,06 -0,08 -0,07 -0,13 -0,07 0,03
C4 42,06 0,04 0,03 0,03 0,07 0,04 0,06 0,04 0,02
C10 27,85 -0,06 -0,07 -0,07 -0,12 -0,15 -0,09 -0,09 0,04
C8 25,71 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 22,81 0,00 0,00 -0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01
C9 17,70 0,00 -0,01 -0,01 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 0,01




Annexe 7 : variations des déplacements chimiques des carbones du (E)-nérolidols observées en présence d’un dérivé phénolique.

T . . 3,5-
n°C (Ii énre;gllfgl‘ thymol carvacrol 3_1;}(1)1;211) vl ?)ifetllllgll dim’éthyl Ad m ET
phénol
2 145,06 -0,35 -0,30 -0,41 -0,61 -0,52 -0,44 0,13
C7 135,54 0,13 0,07 0,13 0,21 0,16 0,14 0,05
Cl1 131,41 0,03 -0,01 0,02 0,05 0,04 0,03 0,02
C6 124,26 -0,12 -0,10 -0,14 -0,19 -0,16 -0,14 0,03
C10 124,24 0,02 0,04 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01
Cl1 111,69 0,28 0,25 0,33 0,49 0,40 0,35 0,10
C3 73,52 0,60 0,49 0,64 0,90 0,79 0,68 0,16
C4 42.05 -0,09 -0,04 -0,07 -0,15 -0,12 -0,09 0,04
C8 39,71 0,00 0,01 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,01
C13 27,86 -0,24 -0,24 -0,28 -0,39 -0,37 -0,30 0,07
C9 26,65 -0,02 0,00 -0,01 -0,02 -0,02 -0,01 0,01
Cl12 25,71 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 22.73 -0,01 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02
C15 17,69 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
Cl4 16,02 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00

*concentration du nérolidol (mélange de 2 isomére) = 0,5 mol.L™, ( I’isomére E/Z=60/40)




Annexe 8 : variations des déplacements chimiques des carbones du (Z)-nérolidolol observées en présence d’un dérivé phénolique.

T . . 3,5-
n°C OZ’ 'Snfrfgif% thymol carvacrol 34;;;5;211) vl gf;ﬂﬁ dim’éthyl Ad m ET
phénol
C2 145,03 -0,35 -0,30 -0,40 -0,58 -0,52 -0,43 0,12
C7 135,59 0,11 0,05 0,11 0,16 0,14 0,11 0,04
Cl1 131,58 0,11 -0,02 0,00 0,03 0,02 0,03 0,05
C6 125,02 -0,09 -0,06 -0,10 -0,16 -0,13 -0,11 0,04
C10 124,28 -0,01 0,01 0,00 -0,03 0,00 -0,01 0,02
C1 111,72 0,29 0,26 0,34 0,46 0,41 0,35 0,08
C3 73,42 0,59 0,48 0,63 0,94 0,78 0,68 0,18
C4 42,37 -0,10 -0,05 -0,08 -0,15 -0,13 -0,10 0,04
C8 31,94 0,00 0,00 0,00 -0,01 -0,01 0,00 0,01
C13 27,80 -0,25 -0,24 -0,29 -0,40 -0,38 -0,31 0,07
C9 26,55 -0,02 -0,01 -0,02 -0,03 -0,02 -0,02 0,01
C12 25,75 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C5 23,40 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C15 22,55 0,03 0,04 0,04 0,04 0,03 0,04 0,01
Cl4 17,64 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,02 -0,02 0,01

*concentration du nerolidol (mélange de 2 isomére) = 0,5 mol.L™, ( I’isomére E/Z=60/40)




Annexe 9 : variations des déplacements chimiques des carbones du (6E,10E)-géranyllinalol observées en présence d’un dérivé
phénolique

. . . . 3,5-
n°C geranylhnaﬂi)l thymol carvacrol 3_1SOP ropyl 4-e:[ byl diméthyl Ad m ET
0,5 mol.L phénol phénol .
phénol
C2 145,07 -0,34 -0,29 -0,47 -0,56 -0,52 -0,44 0,12
C7 135,52 0,13 0,12 0,16 0,18 0,13 0,14 0,03
Cl1 135,00 0,02 0,02 0,02 0,04 0,03 0,03 0,01
C15 131,21 0,00 0,01 0,00 0,03 0,02 0,01 0,01
Cl4 124,40 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,00
C6 124,24 -0,10 -0,10 -0,12 -0,12 -0,12 -0,11 0,01
C10 124,12 0,00 0,01 -0,02 -0,03 -0,03 -0,01 0,02
Cl 111,67 0,27 0,25 0,39 0,45 0,41 0,35 0,09
C3 73,46 0,58 0,50 0,75 0,87 0,81 0,70 0,16
C4 42,09 -0,10 -0,06 -0,09 -0,14 -0,13 -0,10 0,03
C8 39,73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cl12 39,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cl17 27,87 -0,24 -0,21 -0,33 -0,38 -0,39 -0,31 0,08
Cl13 26,76 -0,01 0,00 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 0,01
C9 26,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cl16 25,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 22,72 0,00 0,02 0,00 0,03 0,03 0,02 0,02
C20 17,69 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
C18 16,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C19 16,01 0,00 -0,01 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,01

*concentration du geranyllinalol (mélange de 4 isomére) = 0,5 mol.L™, I’isomére (6E,10E)-géranyllinalol presente environ 40% du mélange



Annexe 10 : variations des déplacements chimiques des carbones du (E)-nérolidol observées en présence d’une cétone

n°C (I)E’ ;.nrerfgll'lgglﬁ verbénone camphre fenchone pulégone carvone Ad m ET
C2 145,06 0,08 0,04 0,03 0,05 0,07 0,05 0,02
C7 135,54 -0,26 -0,15 -0,15 -0,18 -0,13 -0,17 0,05
C11 131,41 -0,14 -0,09 -0,09 -0,10 -0,10 -0,10 0,02
C6 124,26 0,09 0,03 0,03 0,05 0,07 0,05 0,03
C10 124,24 0,04 0,02 0,03 0,04 0,05 0,04 0,01
C1 111,69 -0,12 -0,07 -0,06 -0,07 -0,08 -0,08 0,02
C3 73,52 -0,24 -0,14 -0,13 -0,13 -0,16 -0,16 0,05
C4 42,05 0,07 0,03 0,04 0,06 0,06 0,05 0,02
C8 39,71 -0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01
C13 27.86 -0,07 -0,04 -0,03 -0,06 -0,04 -0,05 0,02
C9 26,65 -0,01 -0,01 -0,01 0,00 0,01 0,00 0,01
C12 25,71 -0,01 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C5 22,73 -0,02 -0,01 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,01
C15 17,69 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
Cl4 16,02 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,00

*concentration du nérolidol (mélange de 2 isomére) = 0,5 mol.L™, (I’isomére E/Z=60/40)




Annexe 11: variations des déplacements chimiques des carbones du (Z)-nérolidol observées en présence d’une cétone

Carbones Z-nérolid_cl) 1 verbénone camphre fenchone pulégone carvone Ad m ET
0,5 mol.L™*
C2 145,03 0,08 0,04 0,03 0,05 0,07 0,05 0,02
C7 135,59 -0,26 -0,15 -0,14 -0,18 -0,23 -0,19 0,05
Cl1 131,58 -0,14 -0,09 -0,09 -0,11 -0,10 -0,11 0,02
C6 125,02 0,12 0,06 0,06 0,09 0,09 0,08 0,03
C10 124,28 0,02 0,01 0,01 0,04 0,03 0,02 0,01
Cl 111,72 -0,11 -0,07 -0,06 -0,06 -0,07 -0,07 0,02
C3 73,42 -0,23 -0,14 -0,12 -0,13 -0,15 -0,15 0,04
C4 42,37 0,06 0,03 0,03 0,05 0,06 0,05 0,02
C8 31,94 -0,03 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,02 0,01
C13 27,80 -0,06 -0,03 -0,03 -0,05 -0,03 -0,04 0,01
C9 26,55 -0,01 -0,01 -0,01 0,00 0,01 0,00 0,01
C12 25,75 -0,01 0,00 -0,01 -0,01 0,00 -0,01 0,01
C5 23,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cl15 22,55 -0,01 -0,01 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,01
Cl4 17,64 -0,02 -0,01 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 0,01

*concentration du nérolidol (mélange de 2 isomére) = 0,5 mol.L™,( I’isomére E/Z=60/40)




Annexe 12 : variations des déplacements chimiques des carbones du (6E,10E)-géranyllinalol observées en présence d’une cétone

n°C ggrznriginﬁ_llo ! verbénone camphre fenchone pulégone carvone Ad m ET
C2 145,07 0,07 0,03 0,03 0,05 0,06 0,05 0,02
C7 135,52 -0,27 -0,13 -0,20 -0,20 -0,12 -0,18 0,06
Cl1 135,00 -0,12 -0,06 -0,10 -0,09 -0,08 -0,09 0,02
Cl15 131,21 -0,13 -0,07 -0,11 -0,10 -0,09 -0,10 0,02
Cl4 124,40 -0,01 -0,01 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01
C6 124,24 0,12 0,13 0,08 0,10 0,09 0,10 0,02
C10 124,12 0,01 0,00 0,01 0,02 0,00 0,01 0,01
Cl 111,67 -0,10 -0,06 -0,06 -0,07 -0,07 -0,07 0,02
C3 73,46 -0,22 -0,11 -0,14 -0,15 -0,15 -0,15 0,04
Cc4 42,09 0,06 0,02 0,03 0,05 0,05 0,04 0,02
C8 39,73 -0,02 -0,01 0,00 0,00 0,00 -0,01 0,01
C12 39,71 -0,01 -0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01
C17 27,87 -0,08 -0,03 -0,09 -0,06 -0,06 -0,06 0,02
CI13 26,76 -0,03 -0,02 -0,02 -0,01 -0,01 -0,02 0,01
C9 26,56 -0,01 -0,01 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,01
Clé 25,71 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 22,72 -0,02 -0,01 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,01
C20 17,69 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C18 16,03 -0,04 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 -0,03 0,00
C19 16,01 -0,02 -0,05 -0,05 -0,05 -0,05 -0,04 0,01

*concentration du géranyllinalol (mélange de 4 isomére) = 0,5 mol.L™?, I’isomére (6E,10E)-géranyllinalol presente environ 40% du mélange



Annexe 13 : variations des déplacements chimiques des carbones du (E)-nérolidol observées en présence d’un alcool

n°C g’-snirl(())lllioll fenchol perillylalcool terplgf n-4- bornéol menthol Ad m ET
C2 145,06 0,01 -0,02 0,05 0,01 0,03 0,02 0,03
C7 135,54 -0,11 -0,11 -0,12 -0,13 -0,11 -0,12 0,01
Cl1 131,41 -0,07 -0,05 -0,07 -0,08 -0,06 -0,07 0,01
C6 124,26 0,00 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02 0,01
C10 124,24 0,02 0,03 0,05 0,03 0,04 0,03 0,01
Cl 111,69 -0,02 -0,01 -0,04 -0,02 -0,03 -0,02 0,01
C3 73,52 -0,08 -0,06 -0,10 -0,08 -0,08 -0,08 0,01
C4 42.05 0,02 0,04 0,05 0,03 0,04 0,04 0,01
C8 39,71 0,00 0,01 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01
Cl13 27,86 -0,07 -0,15 -0,08 -0,09 -0,08 -0,09 0,03
C9 26,65 -0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01
C12 25,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 22.73 -0,01 -0,01 0,01 -0,01 0,00 0,00 0,01
Cl15 17,69 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
Cl4 16,02 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00

*concentration du nérolidol (mélange de 2 isomére) = 0,5 mol.L™,( I’isomére E/Z=60/40)




Annexe 14 : variations des déplacements chimiques des carbones du (Z)-nérolidol observées en présence d’un alcool

n°C g:?i;%lllioll fenchol perillylalcool terplgf n-4- bornéol menthol Ad m ET
C2 145,03 0,01 -0,03 0,05 0,00 0,03 0,01 0,03
C7 135,59 -0,10 -0,11 -0,11 -0,12 -0,11 -0,11 0,01
Cl1 131,58 -0,07 -0,05 -0,06 -0,08 -0,06 -0,06 0,01
C6 125,02 0,03 0,05 0,06 0,04 0,05 0,05 0,01
C10 124,28 0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01
Cl 111,72 -0,02 0,00 -0,04 -0,02 -0,03 -0,02 0,01
C3 73,42 -0,07 -0,05 -0,10 -0,07 -0,07 -0,07 0,02
C4 42,37 0,01 0,03 0,04 0,02 0,03 0,03 0,01
C8 31,94 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,01
Cl13 27,80 -0,07 -0,14 -0,08 -0,09 -0,08 -0,09 0,03
C9 26,55 -0,01 0,00 0,01 -0,01 0,00 0,00 0,01
Cl12 25,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cs 23,40 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
CI15 22,55 -0,01 0,00 0,01 -0,01 0,00 0,00 0,01
Cl4 17,64 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00

*concentration du nérolidol (mélange de 2 isomére) = 0,5 mol.L™, ( I’isomére E/Z=60/40)




Annexe 15 : variations des déplacements chimiques des carbones du (6E ,10E)- géranyllinalol observées en présence d’un alcool

n°C geESI];:};l}i?lill* fenchol perillylalcool terplglen-4- bornéol menthol Ad m ET
C2 145,07 0,00 -0,04 0,04 0,00 0,02 0,00 0,03
C7 135,52 -0,12 -0,16 -0,10 -0,09 -0,13 -0,12 0,03
Cl1 135,00 -0,06 -0,06 -0,04 -0,05 -0,06 -0,05 0,01
CI15 131,21 -0,07 -0,06 -0,05 -0,05 -0,06 -0,06 0,01
Cl4 124,40 0,00 0,02 0,02 0,00 -0,01 0,01 0,01
C6 124,24 0,03 0,06 0,05 0,03 0,05 0,04 0,01
C10 124,12 0,00 0,03 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01
Cl 111,67 -0,01 0,00 -0,02 -0,01 -0,02 -0,01 0,01
C3 73,46 -0,07 -0,07 -0,06 -0,05 -0,08 -0,07 0,01
C4 42,09 0,01 0,04 0,03 0,01 0,03 0,02 0,01
C8 39,73 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01
Cl12 39,71 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01
C17 27,87 -0,09 -0,20 -0,10 -0,09 -0,10 -0,12 0,05
C13 26,76 -0,01 -0,01 0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,01
C9 26,56 -0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01
Cl6 25,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C5 22,72 -0,01 0,00 0,01 -0,01 0,00 0,00 0,01
C20 17,69 -0,01 -0,01 0,00 0,00 -0,01 -0,01 0,01
CI18 16,03 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C19 16,01 -0,01 -0,01 0,00 -0,01 0,00 -0,01 0,01

*concentration du géranyllinalol (mélange de 4 isomére) = 0,5 mol.L™, I’isomére (6E,10E)-géranyllinalol presente environ 40% du mélange



Annexe 16 : variations des déplacements chimiques des carbones du citronellol observées en présence d’un dérivé phénolique

o citronellol 3-isopropyl 4-¢thyl 3,5-diméthyl
n°C 0,5 mol.L"! carvacrol thymol phlé)noll)y phénc})ll phénol Y Ad m ET
C7 131,27 -0,02 0,01 0,01 0,01 -0,03 0,00 0,02
C6 124,73 0,00 -0,02 -0,03 -0,01 0,01 -0,01 0,02
Cl 61,12 0,05 0,12 0,14 0,13 0,06 0,10 0,04
C2 39,89 -0,19 -0,17 -0,26 -0,27 -0,25 -0,23 0,04
C4 37,24 -0,02 -0,03 -0,05 -0,05 -0,03 -0,04 0,01
C3 29,18 0,03 0,01 0,01 0,01 0,03 0,02 0,01
C8 25,73 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,02 -0,01 0,00
C5 25,47 -0,01 -0,01 -0,03 -0,02 -0,01 -0,02 0,01
C10 19,52 -0,04 -0,03 -0,05 -0,05 -0,05 -0,04 0,01
C9 17,65 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,02 -0,01 0,01

Annexe 17 : variations des déplacements chimiques des carbones du

tetrahydrogéraniol observées en

présence d’un dérivé

phénolique.
o tetrahydrogéraniol 3-isopropyl 4-¢thyl 3,5-dimethyl
n°C O,g] moz(f,.L'l carvacrol thymol phIé)noﬁ)y phénc})ll phénol ’ Adm ET
Cl 61,16 0,10 0,15 0,16 0,16 0,20 0,15 0,04
C2 39,98 -0,18 -0,20 -0,24 -0,26 -0,24 -0,22 0,03
C6 39,28 -0,01 -0,01 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,01
C4 37,40 -0,02 -0,02 -0,04 -0,05 -0,04 -0,03 0,01
C3 29,53 0,01 0,00 0,00 -0,01 -0,01 0,00 0,01
C7 27,99 -0,01 -0,01 -0,02 0,00 -0,01 -0,01 0,01
C5 24,71 -0,01 -0,01 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 0,01
C8 22,72 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C9 22,61 0,00 -0,01 -0,01 0,00 -0,01 -0,01 0,01
C10 19,65 -0,05 -0,06 -0,06 -0,07 -0,07 -0,06 0,01




Annexe 18 : variations des déplacements chimiques des carbones du citronellol observées en présence d’une cétone

n°C g’lgr?;l(il'lﬁ).ll verbénone carvone pulégone fenchone camphre Ad m ET

Cc7 131,27 -0,18 -0,14 -0,18 -0,15 -0,15 -0,16 0,02
C6 124,73 0,07 0,07 0,08 0,06 0,06 0,07 0,01
C1 61,12 -0,25 -0,18 -0,24 -0,17 -0,19 -0,21 0,04
C2 39,89 -0,03 -0,01 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,01
C4 37,24 0,02 0,04 0,05 0,03 0,03 0,03 0,01
C3 29,18 0,02 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,01
C8 25,73 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C5 25,47 0,00 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
C10 19,52 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01
C9 17,65 -0,02 -0,01 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,00

Annexe 19 : variations des déplacements chimiques des carbones du tetrahydrogéraniol observées en présence d’une cétone

n°C tetre;)hglcilrlc())%eiimol pulégone carvone verbénone fenchone camphre Ad m ET
Cl 61,16 -0,18 -0,18 -0,27 -0,16 -0,17 -0,19 0,04
C2 39,98 -0,01 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C6 39,28 0,02 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01
C4 37,40 0,03 0,03 0,01 0,03 0,02 0,02 0,01
C3 29,53 0,01 0,01 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,01
C7 27,99 -0,01 0,00 -0,03 -0,01 -0,01 -0,01 0,01
C5 24,71 0,00 0,01 -0,02 0,00 0,00 0,00 0,01
C8 22,72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C9 22,61 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
C10 19,65 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00




Annexe 20 : variations des déplacements chimiques des carbones du citronellol observées en présence d’un alcool

n°C ggrﬁfjl‘lﬁ)_ll fenchol perillylalcool temlglen-4- bornéol menthol Ad m ET
C7 131,27 -0,08 -0,09 -0,10 -0,10 -0,11 -0,10 0,01
Co6 124,73 0,03 0,05 0,07 0,05 0,06 0,05 0,01
Cl 61,12 -0,11 -0,21 -0,19 -0,19 -0,23 -0,19 0,05
C2 39,89 -0,02 -0,07 -0,01 -0,04 -0,02 -0,03 0,02
C4 37,24 0,02 0,04 0,05 0,03 0,05 0,04 0,01
C3 29,18 0,02 0,00 0,05 0,04 0,06 0,03 0,02
C8 25,73 0,00 -0,01 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,01
C5 25,47 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01
C10 19,52 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
C9 17,65 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00

Annexe 21 : variations des déplacements chimiques des carbones du tetrahydrogéraniol observées en présence d’un alcool.

n°C tetrahydroger_almol fenchol | perillylalcool terpinen-4- bornéol menthol Ad m ET
0,5 mol.L ol
Cl 61,16 -0,16 -0,12 -0,19 -0,16 -0,13 -0,15 0,03
C2 39,98 -0,05 -0,04 -0,02 -0,04 -0,01 -0,03 0,02
Cé6 39,28 0,01 0,02 0,03 0,01 0,01 0,02 0,01
C4 37,40 0,02 0,03 0,04 0,02 0,02 0,03 0,01
C3 29,53 0,00 0,03 0,03 0,01 0,01 0,02 0,01
C7 27,99 -0,01 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00 0,01
C5 24,71 -0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01
C8 22,72 -0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C9 22,61 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C10 19,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




Annexe 22 : variations des déplacements chimiques des carbones du géranial observées en présence d’un dérivé phénolique.

n°C géranial* carvacrol thymol 3-ISOP ropyl 4-6:[ byl 3,5-d1plethy1 Ad m ET
phénol phénol phénol

Cl 191,33 0,60 0,70 0,85 0,84 0,83 0,76 0,10
C3 163,91 1,22 1,42 1,76 1,75 1,71 1,57 0,22
C7 132,91 0,05 0,06 0,09 0,08 0,08 0,07 0,01
C2 127,43 -0,12 -0,14 -0,17 -0,17 -0,17 -0,15 0,02
C6 122,59 -0,05 -0,06 -0,10 -0,08 -0,07 -0,07 0,02
C4 40,62 0,05 0,06 0,08 0,07 0,08 0,07 0,01
C5 25,75 -0,01 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,00
C8 25,67 -0,01 -0,04 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 0,01

C9 17,73 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00

C10 17,59 0,04 0,05 0,09 0,08 0,07 0,07 0,02

Annexe 23 : variations des déplacements chimiques des carbones du néral observées en présence d’un dérivé phénolique

*concentration du citral (mélange de néral et géranial)= 0,5 mol.L™* (néral/géranial=40/60)

n°C néral* thymol carvacrol 3—isopropyl 4_é,t byl 3,5—difnéthyl Ad m ET
phénol phénol phénol
Cl 190,82 0,69 0,59 0,85 0,84 0,82 0,76 0,10
C3 163,87 1,36 1,18 1,72 1,70 1,66 1,52 0,22
C7 133,70 0,13 0,11 0,18 0,17 0,16 0,15 0,03
C2 128,67 -0,14 -0,12 -0,18 -0,18 -0,18 -0,16 0,03
Cé6 122,29 -0,09 -0,08 -0,13 -0,11 -0,11 -0,10 0,02
C4 32,59 0,05 0,04 0,07 0,07 0,06 0,06 0,01
C5 27,06 -0,04 -0,03 -0,05 -0,05 -0,04 -0,04 0,01
C8 25,66 -0,03 -0,02 -0,03 -0,03 -0,02 -0,03 0,00
Cl10 25,08 0,07 0,05 0,10 0,09 0,09 0,08 0,02
C9 17,73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

*concentration du citral (mélange de néral et géranial)= 0,5 mol.L™ (néral/géranial=40/60)




Annexe 24 : variations des déplacements chimiques des carbones du géranial observées en présence d’un alcool

n°C géranial* linalol bornéol géraniol o-terpinéol Ad m ET
Cl 191,33 0,02 0,06 0,07 0,02 0,04 0,03
C3 163,91 0,08 0,15 0,18 0,09 0,13 0,05
C7 132,91 -0,02 -0,02 0,00 -0,03 -0,02 0,01
C2 127,43 -0,01 -0,03 -0,01 -0,02 -0,02 0,01
Cé 122,59 0,01 -0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
C4 40,62 0,01 0,01 0,03 0,01 0,02 0,01
Cs 25,75 0,00 -0,01 0,02 0,01 0,00 0,01
C8 25,67 0,00 -0,01 -0,02 -0,01 -0,01 0,01
C9 17,73 -0,01 0,00 -0,01 -0,01 -0,01 0,01
C10 17,59 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00

*concentration du citral (mélange de néral et géranial)= 0,5 mol.L™ (néral/géranial=40/60)

Annexe 25 : variations des déplacements chimiques des carbones du néral observées en présence d’un alcoéol

n°C néral* linalol bornéol géraniol o-terpinéol Ad m ET
Cl 190,82 0,02 0,05 0,07 0,01 0,04 0,03
C3 163,87 0,08 0,14 0,17 0,09 0,12 0,04
C7 133,70 -0,02 -0,02 0,00 -0,02 -0,01 0,01
C2 128,67 -0,01 -0,03 -0,02 -0,02 -0,02 0,01
Coé 122,29 0,00 -0,02 0,02 0,01 0,00 0,02
C4 32,59 0,00 -0,01 0,01 0,00 0,00 0,01
Cs 27,06 0,00 -0,02 0,01 0,00 0,00 0,01
C8 25,66 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
C10 25,08 0,00 0,00 0,00 -0,01 0,00 0,00
Cc9 17,73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

*concentration du citral (mélange de néral et géranial)= 0,5 mol.L™* (néral/géranial=40/60)




Annexe 26 : variations des déplacements chimiques des carbones du géranial observées en présence d’un acétate.

n°C géranial* ac'étate de | acétatede | acétate de acéteEte de AS m ET
linalyle bornyle geranyle terpényle
Cl 191,33 -0,10 -0,11 -0,11 -0,14 -0,12 0,02
C3 163,91 -0,13 -0,19 -0,20 -0,20 -0,18 0,03
C7 132,91 -0,05 -0,06 -0,05 -0,05 -0,05 0,01
C2 127,43 0,01 0,00 0,03 0,03 0,02 0,01
Cé6 122,59 0,04 0,03 0,07 0,07 0,05 0,02
C4 40,62 0,01 -0,01 0,02 0,02 0,01 0,01
C5 25,75 0,01 0,00 0,03 0,03 0,02 0,02
C8 25,67 0,00 -0,01 0,02 0,02 0,01 0,02
() 17,73 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,00
Cl10 17,59 -0,02 -0,04 -0,03 -0,03 -0,03 0,01

*concentration du citral (mélange de néral et géranial)= 0,5 mol.L™* (néral/géranial=40/60)

Annexe 27 : variations des déplacements chimiques des carbones du néral observées en présence d’un acétate.

neC néral*® ac'étate de acétate de ac’étate de acéteEte de AS m ET
linalyle bornyle géranyle terpényle
Cl 190,82 -0,10 -0,15 -0,14 -0,15 -0,14 0,02
C3 163,87 -0,13 -0,09 -0,20 -0,19 -0,15 0,05
C7 133,70 -0,05 -0,06 -0,05 -0,07 -0,06 0,01
C2 128,67 0,01 0,00 0,03 0,02 0,02 0,01
C6 122,29 0,04 0,03 0,06 0,05 0,05 0,01
C4 32,59 -0,01 -0,02 0,00 -0,01 -0,01 0,01
C5 27,06 0,00 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
C8 25,66 0,00 0,00 -0,01 -0,01 0,00 0,01
C10 25,08 -0,01 -0,03 -0,02 -0,03 -0,02 0,01
(&) 17,73 -0,01 -0,01 0,00 -0,01 -0,01 0,01

*concentration du citral (mélange de néral et géranial)= 0,5 mol.L™* (néral/géranial=40/60).




Annexe 28: structures et données RMN “*C des 4 isomeéres de I’acétate d’isopulégyle

I’acétate d’isopulégyle I’acétate d’iso-isopulégyle

10

9

I’acétate de néo-isopulégyle I’acétate de neoiso-isopulégyle
n° C _I’acéta}te ,I’qcétate,de _ I’.acétatg , I_’ac_étate olle
d’isopulégyle | néoisopulégyle | d’isoisopulégyle | néoisoisopulégyle
C-1 31,34 26,60 27,98 28,10
C-2 40,41 39,24 36,82 35,62
C-3 73,51 70,40 70,52 72,20
C-4 50,66 46,79 50,06 45,48
C-5 30,34 24,98 25,02 22,64
C-6 34,07 34,56 30,54 30,65
C-7 21,98 22,41 18,88 20,87
C-8 146,21 146,28 145,96 145,65
C-9 111,60 110,52 111,60 111,67
C-10 19,48 22,11 20,13 23,15
C-11 170,56 170,54 170,47 170,58
C-12 21,12 21,10 21,21 21,35




Annexe 29 : échantillonnage de S. corsica

N
- > 1500 m
[ ] s00-1500m
D <500m Bastia
Bistuglio
Sermano
Casanova
Isolaccio di
Fiumorbo

Ajaccio



Annexe 30 : composition chimique des 33 échantillons d’huile essentielle de S. corsica de Corse.

Composé/Echantillon IrA | IrP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
1 |(2)-hex-3-en-1-ol 832 | 138402 |01}01|02|01|02]| tr |04|02]|01]0,1 - 01| tr | 01|02
2 | (E)-hex-2-en-1-ol 842 | 1406 | tr tr | 01| tr tr {011]02]|01]| tr tr | 01| - 01 | tr tr tr
3 | hexanol-1 845 | 1349 | tr | 01 | 01 | tr tr 1011(01|01]| tr tr |01 - tr tr 101101
4 | santolinatriéne 901 | 1030 |42,9|29,0|27,1|26,6|253|250|224|224|222|20,0|185|18,4|18,0|18,0|17,9|17,9
5 |a-thujene 923 | 1027 | tr |01 (01|02 |01/ tr tr 1010101 | tr {02|01]01|02]0,1
6 | benzaldélyde 929 | 1529 | ftr tr |01 | tr | 01| tr tr | 01| tr | 01| ftr tr tr | 0,1 - 0,1
7 | a-pinéne 931 | 102502 |04 |05|03|04|03|04|03|03|04|05/03|03|04]|06]05
8 | camphene 943 | 1070 | tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
9 |sabinéne 95 | 1124 | 30 | 72 | 40 (31|22 |19 |39 |38 |31|22|52|35|32|47|34] 32
10 | B-pinéne 970 | 1113 | 2,7 | 63 | 36 | 51|20 |19 |37 (38|33 |24 |54 |42 |38|50]|46 |41
11 | déhydro-1,8-cinéole 979 | 1191 | tr tr tr tr |01 | fr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
12 | myrcene 982 | 1166 | 7,1 | 6,1 | 7,5 |19,8|18,7|28,7 | 14,7 | 13,3 |25,1| 18,9 | 14,6 | 15,0|34,1|16,4|12,9| 6,5
13 | yomogi alcool 984 | 1400 | tr | 0,2 | 3,7 | tr tr tr | 0,1 | tr tr tr tr tr tr | 05 | tr tr
14 | 3-caréne 1005 | 1152 | - - - - tr - tr - - tr - - - tr - -
15 | para-cyméne 1011 | 1265|021 |(01|01}01012|0212(01| tr {O1|01]|]01]04|01]01]|03]02
16 |isolyratone 1014 | 1368 | 23 | 13|16 |06 | 15|18 | 17|16 |13 |09 |11|08| 12|10 21| 20
17 | limonéne * 1021 | 1203 | 05| 15|10 (11|09 |04 |11|23|13|08|12|10|08 12| 11| 36
18 | B-phellandrene*# 1021 | 1214 | 8,7 |21,2|12,1|189| 6,3 | 3,3 | 11,8 |14,3|11,7| 6,9 |19,7|159|13,3| 18,8129 |13,0
19 | 1,8-cinéole*# 1021 | 1224 | tr | 49|80 | tr | 80| 66 | 58|02 |26 |69 |50|26]|19 |23/ 129 65
20 | santolina alcool 1026 | 1402 | tr tr tr tr tr {0101 tr tr tr tr tr | 0,1 | tr tr tr
21 | (Z)-B—ociméne 1029 | 1251 | 01 | 01 | O | tr | O | - tr 10101 | tr | 01| tr tr tr tr tr
22 |artémisia cétone* 1042 | 1349 | tr (01|20 | tr |O1}|01|01|01 | tr |22|01|04|01]05|01]01
23 | épi-isolyratol D1 1042 | 1518 | 25 | 1,7 |26 | 10| 21| 2 (22|26 |17 |10 |12 |15|12 11|19 30
24 | y-terpinéne 1048 | 1247 | 0,2 | 06 | 06 | 09 | 04 |03 |04 |03 |05|04|06|04]|05]|06]|09]08
25 |isolyratol D2 1052 | 1557 | 55 | 35 | 54 | 23 | 45 | 46 |50 |54 |37 |23 |26 |36 |28 27|43 | 64
26 | artémisia alcool 1067 | 1520 | 03 (01| 24|01 |02 |02 | tr |02|01|03|01]02|01]|06]|01]01
27 |terpinoléne 1078 | 1285 | 04 |05 12| 1 |11(05|03|11|20|07 |13 |14|05]32]|19]03




28 |linalol 1084 | 1545 | 06 | 0,1 | 0,2 | 0,1 | - 02| - 06203|01}02|02|02]02]|03]|0,3
29 | lyratal 1097 | 1505 | 1,7 | 04 |02 |03 | 05|07 |08 |07|03|08|03|06]|01|05]|04]12
30 | lyratol 1138 | 1784 | 66 | 36 | 15|31 (55|78 (103| 96 |29 10,136 | 71|03 58] 23118
31 |trans chrysanthémyl alcool 1141 | 1677 | 0,1 | 0,1 | tr tr {101/01,02|012)| tr 0101|021 tr |01 tr -
32 | cis chrysanthémyl alcool 1146 | 1660 | tr tr tr tr 01101 tr tr tr {01]01] - tr tr tr -
33 | lavandulol 1149 | 1674 | 04 | 01 |03 |02 | 05|04 |04 |04|02]|03|04]|04]|01]|04]|01]|01
34 | cryptone 1155 | 1673 | tr tr tr 10102 tr tr tr tr 101 tr | 02| tr tr - 0,2
35 |terpinén-4-ol 1162 | 1600 | 06 | 15| 16 | 23|12 |09 (13|09 15|12 |17 |19 |12 | 15| 27 | 2,7
36 | a-terpinéol 1172 | 1698 | 0,1 | 0,2 | 04 | 03| 04| 02|03|01|03|03|04|04|02|02]|04]03
37 | estragole 1174 | 1670 | tr tr tr | 0,2 | tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr | 01 | tr
38 | acétate de lyratyle 1250 | 1647 | 0,7 | 0,2 | 02| 0203|0406 |04 |02 )|07|02]05]01(03]021]09
39 | 7-a-silpherfol-5-ene 1327 | 1426 | tr 01|01 tr 0,1 tr 010101 /|01(01]02 tr 010101
40 | butyrate de lyratyle 1425 | 1785 | 0,3 | tr tr tr {01012 tr {O1 | tr |O1 | tr | O1 ]| tr |0O1]02] 02
41 | alloaromadendréne 1460 | 1645} 02 | 02 |02 |02|02|01]01|03|03|03]|02]|04|01]|02]|03]|0.2
42 | a—curcumeéne 1470 | 1769 | tr tr tr {03} tr {01012 tr |O1 |01 | tr |21 |03 ]| tr | 0,2 | tr
43 | y—curcuméne 1472 | 1682 | 03 (01|02 (08|07 |0403|05]04|12|05|13 1505|0806
44 | isovalérate de lyratyle 1478 | 1806 | tr - tr tr {0101 tr {O1 | tr |O1 | tr | 04|02 tr | 01| -
45 | bicyclo germacréne 1492 | 1734 | 0,1 | tr tr tr (01| tr {O1|01]| tr |02(01]03|03]02]|02]0,1
46 | (E)-nérolidol 1545 | 2038 | tr tr 0101010101 tr 101011021 - 0101|021 tr
47 | spathulénol 1572 | 213502 (01010210101 }02|02|02|02|02)|10|03|01]|03]0,2
48 | oxyde de caryophylléne 1580 | 1984 | tr tr - tr - tr - tr { 01|01 ]| tr tr | 01| tr | 01| tr
49 ((jiiaﬁg rf_'éc’,'g'gn_";tfy"e"s‘)pmpy" 1639 | 2150 [ 0,1 | 02 [ 02 |03 |07 |02 |01{03|05|07[07|07(06]|05]03]| tr
50 g‘igﬁgf’_fjg’f‘;ﬁ[‘y"(s"SOprOpy" 1639 | 2155 [ 01 [ 02 | 01| 01| 04| 01]03|02|03|04|05|08|02][04]01]01

total (%) 88,8192,2 /894 | 90 | 90 90,3 (894 |86,9|87,2(831| 87 |88488,2|885]|875]|87,6

rendement % 0,29 0,62 0,37 |0,38|0,29 0,30 | 0,44 | 0,24 | 0,31 | 0,67 | 0,39 | 0,30 | 0,25 | 0,97 | 0,32 | 0,20

& Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire, excepté pour les composés dont les noms sont suivis d’un astérisque. * : pourcentage sur
colonne polaire ; *: pourcentages calculés avec les intensités des signaux des carbones (RMN-3C), Ir A, Ir P : indices de rétention sur colonne apolaire et polaire ; tous les
constituants sont identifiés par CPG ; I’écriture en gras les constituants identifiés par la RMN du carbone-13 ; , tr.<0,05% ;



Composés/Echantillon IrA | IrP | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33
1 |(2)-hex-3-en-1-ol 832 | 1384 | 01|02 (02| tr |[01]02|01|{01]02|01|02]01|01]02]02]| tr |02
2 | (E)-hex-2-en-1-ol 842 | 1406 | 01 | tr |01 | tr |01 |01 | tr | tr [O1 |01 | tr | OL1 | tr | tr | tr | tr | O]l
3 |hexanol-1 845 | 1349 | 01 |01 |01 | tr |O1 | tr | tr | tr | tr |O1 | tr |01 | tr | tr | tr |01 ]| tr
4 | santolinatriene 901 | 1030 |17,4|16,9 | 16,6 | 158 | 14,8 | 14,7 | 14,3 | 14,3 | 14,3 |13,7|13,7|135| 12 |105|10,1| 9,6 | 9,3
5 |a-thujéne 923 | 1027 | tr | 01|01 |02|01]01|01|01|01]01|02]| tr |02]02]|02]|01]|0.2
6 |benzaldélyde 929 | 1529 | tr | - tr | tr | tro | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | 01| tr
7 | a-pinéne 931 | 1025 | 06 | 04 | 05|04 | 04 |02 |03 |04 |03|03|04|03|04/|04]|04]|02]05
8 |camphene 943 | 1070 | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr
9 |sabinene 965 | 1124 | 32 | 31 |64 |49 | 27 |19 | 14|22 |37 |33|35|26|41|34|33]|25]53
10 | B-pinene 970 | 1113 | 34 | 46 | 65 |60 | 41|23 |16 |37 |41 |35|54|35|62|50]47 33|71
11 | déhydro-1,8-cinéole 979 | 1191 | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr
12 | myrcene 982 | 1166 |245|16,5| 95 | 223|258 |12,6 |37,1|24,5|17,1|239(21,9|34,6 | 12,4|18,2|20,0 | 24,1 | 11,9
13 | yomogi alcool 984 | 1400 | tr | tr | tr | - tr | tro | tro| tr| - tr | 01[02]| tr | tr |01 |18/ tr
14 | 3-carene 1005 | 1152 | - - - - tr | tr | - tr | - tr | - tr | - tr | tr | - -
15 | para-cymene 1011 | 1265 /01|01 |01 |01 | tr |01 |01|04|02|01][01]01/|01]04]05]|01]0,1
16 |isolyratone 1014 | 1368 | 1,7 | 13 |11 (09 | 13| 2 | 15|04 | 16|19 |06 | 10|10 |04 |04 | 05|10
17 |limonéne * 1021 [ 1203 | 1,3 | 11 |14 | 13|12 |07 |05 |12 |13 |12 |14 |15 |14 |13 |13 | 2 |16
18 | B-phellandréne*# 1021 | 1214 |116(17,6 [ 23,1|21,4 (161 | 10 | 51 |13,0|16,7 |13,0(19,6 | 11,7 |21,6|16,4 | 159|119 26,9
19 |1,8-cinéole*# 1021 | 1214 | 16 | 22 |57 | 31|08 |05 |51 (22|02 |43 |13 | 2 |24|41|39|03]45
20 |santolina alcool 1026 | 1402 | tr | tr | tr | tr | tr [ O1 | tr | O1 | tr | tr | tr | tr | - tr | tr | tr | tr
21 | (Z2)-p—ocimeéne 1029 [ 1251 | tr | tr | tr | tr | tr [ OL1 | tr | OL [ O | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr | tr
22 |artémisia cétone* 1042 | 1349 | tr | 01|01 | tr {0101 | tr {02]01 |01 tr |01 | tr | 43|45 |184]| 0,1
23 | épi-isolyratol D1 1042 | 1518 | 1,6 | 16 | 15 |13 | 15|17 (15|10 |16 |16 |09 (1313|0807 | - |10
24 | y-terpinéne 1048 | 1247 | 04 | 0,7 | 07 | 09 | 06 |04 |04 | 06 |04 | 04|09 (05|08[08|07]|05]10
25 |isolyratol D2 1052 | 1557 | 35|36 [ 33 |29 |34 |42 |34 |20 | 4 |41(21]28|31]20]|20]| 16|26
26 |artémisia alcool 1067 | 1510 | 0,1 | 01 |01 | tr | tr |01 01|04 [01|01|01[01|01]|06[06|212]| 0
27 |terpinoléne 1078 | 1285 | 05 | 1,1 |04 (03 |08 | 10 |03 | 14| 1030|0710 |07 |40 |40 |06 |07
28 |linalol 1084 | 1545 | 01 | 02 | 04 (02 |02 | 02| 02| 02]02|03|02|01|02|02|02]03]03
29 |lyratal 1097 | 1505 | 0,8 | 04 | 08 | 03|03 |09 |08|02[03|05|07|05|06[09| 1 |08]03




30 | lyratol 1138 | 1784 | 99 | 76 | 91 | 42 | 38 [144(10,1| 27 [ 32 |53 |85 (6,1 |66 | 66 |68 | 71|45
31 |trans chrysanthémyl alcool 1141 | 1677 | 0,1 | 0,1 | - - - (01| - |02 O |O1]| tr | tr]| - |01|01]| tr |01
32 | cis chrysanthéemyl alcool 1146 | 1660 | tr | tr | - - - tr | - tr | tr | tr | tr | tr | - (01|01 - tr
33 | lavandulol 1149 | 1674 | 04 |01 |01 | tr | 0103 |01]01|02]02[01]01|01[02]03] tr |02
34 | cryptone 1155 | 1673 | 0,1 | tr | 01 | - tr |01 [01] - tr [ tr |01]01| tr |[03]04]01] tr
35 |terpinen-4-ol 1162 | 1600 | 1,2 | 21 | 1,8 [ 24 | 1,7 | 12 | 11 | 19| 1,6 | 1,3 |24 |14 |21 |22 |22 | 17 | 28
36 | a-terpinéol 1172 | 1698 | 02 [ 03|03 |23 |03 |02 |02 |04 |02]02|03|02|03|04]|04]|01]|04
37 |estragole 1174 | 1670 | tr tr tr tr tr tr tr | 01| tr tr tr tr tr tr tr tr tr
38 | acétate de lyratyle 1250 | 1647 | 0,8 [ 08 |09 |03 |04 | 19|07 |04 |04 |02 |03|04|06|05]|05]|07]|05
39 | 7-a-silpherfol-5-ene 1327 | 1426 |01 |01 | tr (O1 |01 |02|01|01|01]|01|01| tr |O1|01|01]01]01
40 |butyrate de lyratyle 1425 | 1785101 |01 |01 | tr [0O1]03[01|01|01]|01|01 | tr |OL1]| tr | tr | tr]O0l
41 |alloaromadendréne 1460 | 1645 | 02 [ 02 | 01|01 |03 |05|03|03|04|03[02|02|02[03[03]|02]|0.2
42 | a—curcumene 1470 | 1769 | tr [ O1 | tr |01 |06 | tr | 01| 11|06 |02|02|02|210[ 06|07 tr |01
43 |y—curcumeéne 1472 | 1682 | 04 [ 1,3 |02 |02 |22 21|08 |47 |24 |07 | 11|10 |45 |14 |12]|05]| 11
44 |isovalérate de lyratyle 1478 | 1806 | 0,1 | 0,1 | - tr | tr |01 |01 | tr | tr | tr | tr | tr [ tr | tr | tr | tr | tr
45 | bicyclo germacréne 1492 | 1734 |01 |02 | tr |01 |03 |04 |03 |06 |01]02|03]|02|04[02]|02]|01]|05
46 | (E)-nérolidol 1545|2038 |01 |01 | tr [O1 |01 |03 | tr {01]|02]|02|01| tr [01|02]03]02]04
47 | spathulénol 1572 | 211501 |02 |01 (02 |04 |04 |02 | 04|03]|02|01| tr |04|01|01]03]02
48 | oxyde de caryophyllene 1580 | 1984 | tr | tr | tr | tr | tr | OL1 | tr | 01|01 ] - tr | tr {01]01]|01]| tr |01
49 | (34.7E) 3,9-diméthyl-6- 1639 | 2150 | 0,8 | 05 | 0,1 | 02 | 06 | 1,0 | 04 | 05 | 09 | 04 | 04 | 02 | 06| 03|03 |02 | 04
isopropyl-décatrien-2,7,9-al*
50 | (2E.7E) 3.9-diméthyl-6- 1639 | 2155 | 04 | 04 | 01 | 01 |04 |08 |02 |04 |06 |04|01|04]|02]03]03]|01]04
isopropyl-décatrien-2,7,9-al*

total (%) 87,8|86,3|91,7 92,7 (859|786 |88,8|828|79,1|858 884|882 |861|881|891|914 868

rendement % 0,47 /0,30 | 0,40 | 0,40 | 0,50 | 0,12 | 0,40 [ 0,33 | 0,30 | 0,23 | 0,34 | 0,34 | 0,31 | 0,30 | 0,30 | 0,31 | 0,27

& Ordre d’élution et pourcentages des composés donnés sur colonne apolaire, excepté pour les composés dont les noms sont suivis d’un astérisque. * : pourcentage sur
colonne polaire ; *: pourcentages calculés avec les intensités des signaux des carbones (RMN-3C), Ir A, Ir P : indices de rétention sur colonne apolaire et polaire ; tous les
constituants sont identifiés par CPG ; I’écriture en gras les constituants identifiés par la RMN du carbone-13 ; , tr.<0,05% ;

Bistuglio (n°s 2, 3, 5-11, 14-17, 19, 20, 23, 24, 28, 32, prélevés en juin 2005), Casanova (n°s 1, 4, 27 prelevés en juin 2005), Sermano (n°s 12,
13, 18, 21-22, 25-26, 29, 33, prélevés en juin 2006), Isolaccio di Fiumorbo (n°s 30-31 prélevés en juillet 2005).



RESUME

Deux objectifs etroitement liés sont poursuivis dans ce travail. Tout d’abord contribuer
au développement de la RMN du carbone 13 en tant qu’outil d’analyse des mélanges
complexes naturels et en particulier des huiles essentielles. Parallelement, contribuer a
la diversification de I’offre PPAM en région Corse en caractérisant les plantes par
I’étude détaillée de la composition chimique des huiles essentielles qui en sont
extraites et en essayant d’établir les relations entre la nature des constituants et les
propriétés des plantes (activité biologique).

Nous avons réalisé des mélanges binaires de mono, sesqui- et diterpénes oxygéenes qui
montrent que les liaisons hydrogene intermoléculaires sont responsables des variations
de déplacements chimiques des carbones dans le spectre du mélange par rapport aux
valeurs des composés purs. Par ailleurs, il est probable que d’autres liaisons faibles
(Van der Waals) sont aussi impliquées dans I’existence de variations des déplacements
chimiques de certains carbones.

Nous avons ainsi utilisé la méthode d’analyse des huiles essentielles par RMN du
carbone-13, mise au point et développée au sein de notre équipe pour étudier la
composition chimique de trois huiles essentielles de plantes insulaires : Clinopodium
ascendens de I’Tle et de Madere, Bupleurum fruticosum et Santolina corsica de Corse.

- L’huile essentielle de Clinopodium ascendens a montré une grande richesse en
composés menthaniques substitués en C3 (cis-et trans-isopulégones, neoiso-
isopulégol).

- L’huile essentielle de buplévre de Corse, Bupleurum fruticosum a fait I’objet d’une
étude détaillee afin de mieux cerner I’influence de paramétres importants pour sa
production (variabilité chimique, état physiologique du végétal, différents organes du
végeétal, mode d’obtention de I’huile essentielle, étude de I’hydrolat).

- La présence de nombreux monoterpénes irréguliers a été mise en évidence dans
I’huile essentielle de Santolina corsica et I’activité antimicrobienne de cette huile
essentielle est liée a la présence d’un monoterpéne irrégulier : le lyratol.

DISCIPLINE

Chimie Organique et Analytique

MOTS CLES

Analyse des mélanges complexes naturels, RMN du carbone 13, huiles essentielles,
monoterpénes irréguliers, extraction par micro-ondes, Clinopodium ascendens,
Bupleurum fruticosum, Santolina corsica




ABSTRACT

This study has two objectives, firstly, to develop an analytical method for complex
natural mixtures based on using *C NMR spectroscopy without preliminary isolation
of components. On the other hand, it contribute to the valuation of the biomass
considered as a source of natural products with strong added value, especially in the
domain of Plant Perfume Aromatic and Medicine in Corsica by characterising the
essential oil, describing a possible chemical variability and by testing their biological
activity

We carried out a study of the influence of hydrogen bonding effect on *C NMR
chemical shift of the molecule terpenic like linalol in the melanges binaries with the
oxygenated compounds. We find the different behaviour of the hydrogen bonding
cause with the phenolic compound and the other oxygenated compound. Otherwise,
our results also suggested the presents of other bond intermolecular like van del wals.

The analysis of the chemical composition of the essential oil of three plant insulaire
grow wild, Clinopodium ascendens of Maderia Island, Bupleurum fruticosum and
Santolina corsica of Corsica, with the method developed in our laboratory based on
the computer aided analysis of the *C NMR spectrum of the essential oil, on
combination of GC-MS and GC with retention index.

- The essential oil of Clinopodium ascendens of Maderia Island was dominated
by C; oxygenated p-menthane derivatives: cis-isopulegone(75.2%),
pulegone(6.9%), neoiso-isopulegol (6.0%) and trans-isopulegone (4.5%).

- As part of our on-going work on the characterization of aromatic plants inslaris,
through the composition of their essential oil, we got interested by Bupleurum
fruticosum,growing wild in Corsica. The seasonal variation, the different aerial
part, the intraspecific variability of the essential oil; even though the essential
oil extract by microwave were studied, we showed that the homogeneity of -
phellandrene like the content majorities.

- The chemical composition of Santolina Corsica essential oil was dominated by
monoterpene hydrocarbons myrcene(34.6%), santolina triene (13.5%), pB-
phellandrene(11.7%). Beside the main composition, we noted the occurrence of
irregular mono and sesquiterpenes. Antibacterial activity was tested against six
bacteria strains. Lyratol was identified as main responsive of the antibacterial
activity.
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