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Introduction

Ce travail de thése a eté réalisé au sein du Laboratoire de Chimie des Produits Naturels
(CPN) de I’Université de Corse. 1l s’inscrit dans le cadre du projet structurant « Ressources
Naturelles » (RN) de 'UMR CNRS 6134 (Sciences Pour I’Environnement). Le projet RN
rassemble diverses compétences liées essentiellement au domaine de la chimie et de la
biochimie et s’inscrit dans le cadre de la qualité, de la caractérisation et de la valorisation des
substances naturelles végétales avec un intérét particulier pour celles qui sont spécifiques aux

milieux méditerranéens, notamment issus d’écosystémes insulaires.

L’acces a des données complétes et fiables constitue un premier objectif scientifique
car les productions issues des végetaux se presentent, quasiment toujours, sous forme de
mélanges complexes de molécules appartenant a diverses familles chimiques : terpénes,
phénylpropanoides, alcaloides, flavonoides, caroténoides, coumarines, sucres, lipides... A
titre d’exemple, les huiles essentielles et les extraits d’une plante aromatique ou encore les
aromes d’une denrée alimentaire sont constitués de dizaines, voire de centaines de molécules
ayant souvent des squelettes analogues et présentes a des concentrations parfois extrémement

faibles.

L’UR INRA 110 GEQA (Génétique et Ecophysiologie de la Qualité des Agrumes), a
étroitement collaboré a ces études de doctorat fortement multidisciplinaires (Taxonomie,
Génétique) ; en cela ma préparation de thése s’inscrit, également, dans le cadre de la
Fédération de Recherche FR CNRS 3041 (Environnement et Société) de I’Université de
Corse. L’UR GEQA est spécialisée dans 1’étude de la diversité des agrumes et de leurs
mécanismes évolutifs, mais aussi sur I’effet des facteurs environnementaux sur les critéres de

qualités des fruits.

Mes travaux ont également été menés en étroites relations de partenariat avec un
professionnel du secteur des spiritueux - la Société Mavela (Aleria, Haute-Corse) - qui
souhaitait définir la composition chimique de ses produits afin de réaliser des contrdles de

qualité et d’optimiser les processus de fabrication.


http://www.univ-corse.fr/recherche-federation-de-la-recherche-environnement-et-societe-federation-de-recherche-environnement-et-societe-_326.html

La Corse est riche en plantes aromatiques et médicinales susceptibles d’étre utilisées
dans différents domaines (agroalimentaire, parfumerie, pharmacie, cosmétique) pour leurs
propriétés organoleptiques, odorantes et/ou thérapeutiques. Ces plantes aromatiques sont a
I’origine de produits a forte valeur ajoutée (huiles essentielles, ardmes, extraits, etc.). Elles
sont aussi valorisées - avec ou sans transformation préalable - sous forme de multiples

produits agro-alimentaires typiques (fruits, miels, confiseries, etc.).

La filiere des spiritueux (liqueur et eau de vie) représente une part non négligeable de
I’économie insulaire puisque, annuellement, il se vend environ 500.000 bouteilles pour un
chiffre d’affaire compris entre 7 et 8 millions d’euros. Les propriétés organoleptiques (odeur,
couleur, astringence) de ces boissons alcoolisées sont notamment imputables aux composés
chimiques présents dans ces matrices. La flaveur de ces produits provient essentiellement des
composes volatils et phénoliques ; ceux-ci sont présents pendant tout le développement du

fruit et contribuent a la qualité gustative et olfactive recherchée par les consommateurs.

Dans ces travaux de doctorat, nous nous sommes interessés plus particulierement aux
spiritueux (liqueur et eau de vie) produits a partir de deux fruits identitaires méditerranéens :
le myrte commun (Myrtus communis L.) et le cédrat de Corse (Citrus medica L. var.
corsican). L’étude de la composition chimique des fruits permet de répondre a plusieurs
problématiques qui se posent aux industriels de la filiére et dont les préoccupations sont : (i)
de connaitre les spécificités chimiques de leurs produits pouvant conduire a une certification
d’origine ; (ii) de connaitre le degré de maturité des fruits afin de déterminer la période
optimale de récolte ; (iii) de normaliser la qualité des liqueurs en vue de pouvoir proposer un

produit aux qualités organoleptiques constantes.

La caractérisation de ces agro-ressources, le contréle de leur qualité tout autant que la
mise en évidence d'une éventuelle typicité régionale nécessite la mise en ceuvre des méthodes
de préparation et d'analyses performantes. Dans ce travail de thése, nous avons développé

deux volets complémentaires :

e Une partie fondamentale (Partie A), sur la base d’une étude bibliographique, aborde
les méthodes de préparation des échantillons et les méthodes d’analyse des composés volatils
et phénoliques. Nous présentons les avantages et inconvénients des principales techniques

d’extractions et d’analyses conventionnelles actuellement utilisées. Nous poursuivons avec la
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mise en place, au laboratoire CPN, d’une méthodologie d’analyse des composés phénoliques
par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse. Enfin, nous avons réalisé
une étude mécanistique des fragmentations en spectrométrie de masse de plusieurs
flavonoides. La constitution de ce corpus par le rassemblement de données éparses dans la
littérature devrait faciliter I’identification de composés absents de notre bibliothéque.

e Une partie appliquée (Partie B) porte sur la caractérisation des compositions volatile
et phénolique des fruits et des spiritueux de myrte et de cédrat.

Nous avons débuté le premier chapitre de cette partie par un état des connaissances sur
les aspects botanique, ethnobotanique et chimique du myrte commun (Myrtus communis L).
Puis, nous avons exposé les résultats relatifs a la variabilité chimique de cette espéce a partir
d’un échantillonnage réalisé sur I’ensemble de la Corse. Nous nous sommes intéressés a la
composition de I’huile essentielle, a celle de la fraction volatile concentrée dans 1’espace de
téte et a la composition phénolique. De la méme facon, nous avons, ensuite, caractérise les
liqueurs et eaux-de-vie commerciales. Enfin, nous avons examiné I’héritabilité des caractéres

chimiques depuis le fruit vers les produits dérivés.

Le second chapitre traite des cédrats (Citrus medica L.) avec, tout d’abord, un exposé
sur la taxonomie et les utilisations traditionnelles de ces fruits. Nous proposons, ensuite, une
étude comparée entre la diversité génétique, phénotypique et chimique des feuilles de variétés
de cédratiers cultivés a la station agronomique INRA de San Giuliano (Haute-Corse). Nous
poursuivons par I’étude de la composition en volatils et en polyphénols des zestes, de I’albédo
et de la pulpe de ces mémes variétés. Ce chapitre se termine par I’étude des liqueurs élaborées
a partir du cédrat de Corse (Citrus medica L. var. corsican) avec, d’une part, un suivi des
compositions chimiques (volatile et phénolique) durant le développement (maturation) du
fruit, et d’autre part, une étude sur les procédés de fabrication et de conservation des liqueurs

commerciales.

En fin de manuscrit, la partie expérimentale reprend la préparation des huiles
essentielles, des extraits aux solvants et des spiritueux ainsi que les conditions expérimentales

mises en ceuvre pour ’analyse de ces matrices.



Partie A :

Les méthodes d’analyses des composeés volatils et phénoliques

La fraction volatile, les huiles essentielles et les extraits aux solvants d un végétal sont
des mélanges complexes constitués de dizaines, voire de centaines de molécules présentes a
des concentrations parfois extrémement faibles. La valorisation de ces mélanges passe
obligatoirement par une étape de caractérisation de la composition chimique, ce qui nécessite
des techniques analytiques fiables et efficaces [Joulain, 1994].

I. Les méthodes de préparation

Dans ce contexte, il apparait que I’étape de préparation de 1’échantillon est au moins
aussi fondamentale que celle de I’identification proprement dite des constituants [Mufioz-
Olivas, 2004; Marriott et coll., 2001; Augusto et coll., 2003]. Ces méthodes de préparation ont
fait I’objet de nombreux articles et revues qui décrivent les potentialités et les limites des
procédés mis en ceuvre pour I’étude des métabolites secondaires issus de plantes ou de
produits agroalimentaires [Jimenez-Carmona et coll., 1999 ; Kataoka et coll., 2000 ; Sides et
coll., 2000 ; Wilkes et coll., 2000 ; Lang et Wai, 2001 ; Augusto et Valente, 2002 ; Buldini et
coll., 2002 ; Diaz-Maroto et coll., 2002 ; Pillonel et coll., 2002 ; Lucchesi et coll., 2004a ;
Mendiola et coll., 2007 ; Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007 ; Ridgway et coll., 2007].

Il apparait, notamment, que les procédures de préparation des échantillons doivent étre
adaptées a la nature des constituants étudiés et a celle de la matrice support. Les composés
volatils et phénoliques sont généralement extraits des plantes ou des produits agroalimentaires
issus de leur transformation (confitures, boissons alcoolisées, compléments nutritifs, etc.) par
hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger, par distillation-extraction utilisant un
appareil de type Lickens-Nickerson ou encore par extraction aux solvants avec un appareil de
type Soxhlet [Sides et coll., 2000 ; Wilkes et coll., 2000 ; Buldini et coll., 2002 ; Ridgway et
coll., 2007]. De nombreuses techniques d’extraction, plus respectueuses de I’environnement,
telles I’extraction au CO; supercritique et I’extraction assistée par micro-ondes ou par ultra-

sons ont été développées dans le but de limiter le temps d’extraction, la consommation en



solvants et en énergie, d’augmenter le rendement et d’améliorer la qualité des produits en
limitant les altérations thermiques et hydrolytiques [Jimenez-Carmona et coll., 1999 ; Diaz-
Maroto et coll., 2002 ; Lucchesi et coll., 2004a ; Mendiola et coll., 2007 ; Pourmortazavi et
Hajimirsadeghi, 2007].

Au cours de ces 20 derniéres années, les techniques de pré-concentration en « espace
de téte » - plus fréquemment désignées par le vocable anglo-saxon « headspace » (HS) - ont
connu un développement important coincidant avec le succes toujours croissant que
connaissent les techniques d’extractions « vertes » c’est a dire sans solvant [Bicchi et coll.,

20084].

I.1. Préparation des huiles essentielles

I.1.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation (HD) est la méthode la plus couramment employée pour
I’extraction d’une huile essentielle [Meyer-Warnod, 1984] ; dans son principe, elle correspond
a une distillation hétérogene. Le procédé consiste a immerger la matiére végétale dans un bain
d’eau ; ’ensemble est ensuite porté a ébullition, a pression atmosphérique (figure 1). Sous
I’effet de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des
végétaux sont libérées sous forme d’un mélange azéotropique. Bien que la plupart des
constituants aient des températures d’ébullition supérieures a 100°C, ils sont entrainés
mécaniquement avec la vapeur d’eau. Le refroidissement par condensation conduit a la
séparation du mélange eau-huile essentielle par décantation. Le systéme « Clevenger »,
préconisé par la pharmacopée européenne [Pharmacopée Européenne, 1997], permet le
recyclage de la phase aqueuse du distillat dans le bouilleur par cohobage [Clevenger, 1928].
Ainsi, I’eau et les molécules volatiles sont séparees, par leurs différences de densité, dans
I’essencier en une phase aqueuse (hydrolat) et une phase organique surnageante (huile
essentielle). La durée d’hydrodistillation, de trois a six heures en fonction de la matiére
végétale a traiter, peut avoir une influence sur le rendement en huile essentielle et sur sa

composition chimique.
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Figure 1 : Hydrodistillation a 1’aide d’un systéme de type Clevenger

I.1.2. Distillation a vapeur saturée et I’hydrodiffusion

Le principe de la distillation a vapeur saturée est analogue a 1’hydrodistillation.
Toutefois, le matériel végétal n’est pas en contact direct avec 1’cau ; il est placé sur une grille
perforée au-dessus de la base de I'alambic. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur
d'eau qui traverse le végétal ; ils sont ensuite séparés par décantation du distillat refroidi.
L'hydrodiffusion consiste a faire passer un flux généralement descendant de vapeur d'eau a
trés faible pression a travers la masse végétale. Ces techniques sont usuellement employées
par les industriels pour la production d’huiles essentielles et d’hydrolats a grande échelle. Les
compositions chimiques des produits peuvent étre sensiblement différentes en fonction des
méthodes utilisées [ICS — UNIDO, 2008].

1.1.3. Expression ou pressage a froid

Le procédé est utilisé uniquement pour 1’obtention des huiles essentielles contenues
dans les zestes d’agrumes [Dugo et Di Giacomo, 2002]. Il s’agit d’un processus physique
dans lequel les glandes a huile essentielle de la peau du fruit sont percées, broyées ou
concassées mécaniquement afin de libérer 1’essence. Cette méthode est économiquement plus

rentable que 1’hydrodistillation et permet d’éviter d’éventuelles dégradations thermiques.



1.1.4. Enfleurage

Cette méthode est réservée aux huiles essentielles a forte valeur ajoutée ; elle est
notamment utilisée avec les fleurs telles le jasmin ou la tubéreuse qui continuent & produire
des métabolites secondaires apres la cueillette. Le procéde a froid consiste a absorber le
parfum de ces fleurs en utilisant un corps gras a haut pouvoir d’absorption. Pendant la période
de récolte (qui dure plusieurs semaines), les pétales de fleurs fraichement cueillis sont étalés
sur de la graisse et remplacés toutes les 24 heures par les pétales de fleurs nouvellement
cueillies. Le corps gras, non renouvelé au cours du processus, est saturé en essence florale et

I’huile essentielle est ensuite extraite de la graisse par de 1’éthanol [Clarke, 2008].

I.2. Extraction de la fraction volatile dans I’espace de téte

1.2.1. Micro-extraction sur phase solide

La micro-extraction sur phase solide (MEPS) est une méthode d’extraction sans
solvant développée par Arthur et Pawliszyn [1990] par pré-concentration des composés de
matrices solides ou liquides [Burgot et Pellerin, 2003]; d’origines alimentaire [Cannac-
Artega, 2001 ; Bianchi et coll., 2005], environnementale ou biologique [Bicchi et coll.,
2008a ; Paolini et coll., 2008a].

L’instrument de la MEPS se présente sous la forme d’un ensemble seringue-aiguille ;
les composés sont extraits par adsorption sur une fibre de silice fondue (1 a 2 cm de longueur)
revétue d’un polymere (7 a 100 pm d’épaisseur) qui fait office de phase stationnaire. [Matich
et coll., 1996] (Figure 2).

La fibre est soit introduite directement dans I’échantillon, on parle de MEPS par
immersion directe (DI-MEPS), soit exposée dans I’espace de téte (HS-MEPS). Certains
travaux [Calle Garcia et coll., 1998 ; Kataoka et coll., 2000] montrent que la méthode DI-
MEPS est plus sensible que la HS-MEPS. Cependant, les chromatogrammes obtenus a partir
de la seconde méthode présentent une meilleure résolution que ceux résultant de la premiére
[Paliyath et coll., 1997 ; Augusto et coll., 2000 ; Riu-Aumatell et coll., 2004 ; Pellati et coll.,

2005]. En outre, I’efficacité de chacune des deux techniques dépend de la nature de la matrice
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et de sa composition [Kataoka et coll., 2000]. L’extraction par immersion directe est, en
général, plus adaptée pour les matrices liquides alors que 1’espace de téte convient mieux aux
matrices solides ou semi-liquides tels les miels [Yang et coll., 2012]. Dans ce cas, le mode HS

permet de protéger le revétement d’éventuelles interférences avec des molécules parasites

[Kataoka et coll., 2000].
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Figure 2: MEPS - Systéme d’échantillonnage et phénoménes d’adsorption.

Dans le cas de I’exposition de la fibre dans I’espace de téte, la premiére étape de la
séquence est de déplacer I’équibre matrice / phase vapeur vers 1’espace de téte. Pour cela, la
matrice est chauffée en vase clos. Les parameétres sont le ratio volume de la matrice / volume
de la fiole, le temps et la température d’équilibre. La seconde étape est I’extraction
proprement dite des molécules volatiles contenues dans 1’espace de téte par exposition de la

fibre a I’aide de la fibre contenue dans la seringue.

Cette technique permet I’accumulation statique ou dynamique de composés volatils
sur des polyméres qui opérent par adsorption. Ainsi, pour I’étude des composés volatils des
matrices végétales, plusieurs procédés de prélevement dans I’headspace ont été développés
[Bicchi et coll.,, 2000a, 2004, 2005, 2007 ; Segal et coll., 2000 ; Theis et coll., 2001 ;
Musshoff et coll., 2002 ; Wang et coll., 2002 ; Ishikawa et coll., 2004 ; Liu et coll., 2004 ;
Besharati-Seidani et coll., 2006].



Le phénoméne d’adsorption (ou de partage) mis en jeu ne correspond pas a une
extraction par épuisement mais implique (i) en mode «immersion directe », un simple
équilibre entre les substances de la matrice liquide et le revétement de la fibre et qui dépend
du coefficient de distribution entre les deux phases et (ii) en mode « exposition dans 1’espace
de téte », un double equilibre, I’un entre la matrice solide ou liquide et sa phase vapeur et
l’autre entre la phase vapeur et le revétement de la fibre. Le premier équilibre dépend des
coefficients de distribution des molécules entre la matrice et ’espace de téte, tandis que le
second dépend des coefficients de distribution entre 1’espace de téte et ’absorbant [Penalver
et coll.,, 1999]. Pour chaque constituant, une relation a pu étre établie entre la quantité
adsorbée sur un polymére donné et la concentration initiale dans la matrice [Pawliszyn, 1997].

Lorsque la fibre est exposée dans I’espace de téte, les composés sont extraits par
volatilité décroissante. L’augmentation de la température déplace les équilibre vers I’espace
de téte en augmentant la constante de 1’équilibre matrice/HS et en diminuant celle de
1I’équilibre espace de téte/fibre ; les composes sont adsorbés par le polymére en moindre
quantité [Penalver et coll., 1999]. Il s’agit donc de trouver le bon compromis. A titre
d’exemple, nous pouvons citer les travaux menés au laboratoire, quant a I’influence de la
température sur I’extraction sélective des familles de composés présents dans les parties
aériennes d’Adenostyles briquetii [Paolini et coll., 2008b]. Par ailleurs, la présence d’un
systeme d’agitation de la matrice accélere 1’obtention de 1’équilibre en renouvelant I’interface
entre la phase stationnaire et la matrice (immersion directe) ou la phase gazeuse (espace de
téte) [Burgot et Pellerin, 2003] ; le temps d’extraction est alors dix fois plus court qu’en
I’absence d’agitation [AL 1997].

Aujourd’hui, il existe une trentaine de revétements différents pour les fibres [5"
Edition solid phase microextraction application guide, 2006] dont les plus courants sont : - le
polydiméthylsiloxane (PDMS) et le polyacrylate (PA) pour ce qui est des polymeéres liquides,
- le divinylbenzene (DVB) et le carbowax (CW) pour les polymeres poreux et enfin - les
polymeres tres poreux du type carboxen (CAR) dont la capacité de rétention est tres élevée.
Les fibres peuvent étre composées d’un, de deux ou de trois polymeéres ; on parlera
respectivement de fibre simple, -double ou -triple. Les matrices complexes requiérent souvent
I'utilisation de polyméres liquides - car le partage est ici un procédé non compétitif, non

affecté par la présence d’impuretés - associés a des polymeres poreux dont le procédé



d’adsorption mis en jeu est susceptible de donner lieu & des phénomeénes de compétition au
niveau des sites de fixation entre substances interférentes [Burgot et Pellerin, 2003]. De
nombreux travaux ont été réalisés afin de déterminer le type de fibre le plus performant pour
I’extraction des composés volatils de plantes aromatiques et médicinales [Al, 1997 ; Vichi et
coll., 2003 ; 5" Edition solid phase, 2006].

Ces dix derniéres années, la MEPS a été mise en ceuvre avec succés en combinaison
avec des méthodes d’analyses conventionnelles telle la chromatographie en phase gazeuse
(CPG) associée a un détecteur a ionisation de flamme (DIF) ou couplée en ligne a la
spectrométrie de masse (CPG/SM). De récents travaux décrivent les conditions opératoires les
mieux adaptées pour I’analyse des constituants volatils dans les PPAM, les hydrolats, les
fruits et les jus de fruits [Paliyath et coll., 1997 ; Augusto et coll., 2000 ; Riu-Aumatell et
coll., 2004 ; Pellati et coll., 2005 ; Paolini et coll., 2008a, 2008b ; Barboni, 2009].

Bicchi et coll. [2000b] ont étudié I’influence de la nature du polymere sur le profil
chromatographique de la fraction volatile de quatre espéces végetales. Les résultats indiquent
gue le meilleur rendement d’extraction est obtenu avec les fibres triples : une phase liquide, le
PDMS pour les composés les moins polaires et deux phases solides poreuses, le CAR et le
DVB pour les composés les plus polaires. Les fibres triples permettent I’extraction de
composes volatils sur une large gamme s’étendant de Cz a Cy. Par ailleurs, plusieurs études
ont montré que la fibre la plus performante pour I’analyse des composés volatils de 1’huile
d’olive est également a revétement triple DVB/CAR/PDMS [Vichi et coll., 2003, 2005, 2006 ;
Cavalli et coll., 2003, 2004 ; Kalua et coll, 2006,]. Enfin, nous signalerons les travaux menés
au laboratoire sur la comparaison des profils chromatographiques de neuf hydrolats obtenus
par extraction liquide-liquide, d’une part, et ceux obtenus par MEPS avec cing types de fibres,
d’autre part. L’utilisation d’une fibre triple (DVB/CAR/PDMS) s’avere étre une méthode
alternative intéressante a 1’extraction liquide-liquide car elle se fait en ’absence de solvant et
permet une adsorption homogeéne des différentes familles de composés et un gain important

en temps d’analyse [Paolini et coll., 2008a].
1.2.2. Désorption thermique automatique

La technique de désorption thermique automatique (DTA) est une méthode tres

utilisée en industrie agroalimentaire pour ’analyse des arémes de viandes [Cannac-Arteaga,
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2001] et de fruits [Blanch et coll., 1991 ; Rosillo et coll., 1999 ; Bianchi et coll., 2005 ;
Mamede et Pastore, 2006], ainsi que dans le domaine de I’environnement pour 1’étude des
polluants de I’air [Burger et coll., 1991] et des composés organiques volatils (COV) [Noij et
coll., 1987]. Le procédé « purge and trap » (P&T) est le plus couramment employé pour
I’extraction des composés de la matrice et le prélévement dans 1’espace de téte (figure 3).
L’extraction dynamique par P&T-DTA permet souvent 1’identification de constituants qui ne
sont pas rapportés par extraction liquide-liquide ou en mode statique (MEPS) [Paolini et coll.,
2008a].

Tube
TENAX Tube pour désorption thermique

4
p A

Y i
i T —— )
A Echantillon ! ] \
Laine de :
Adsorbant Laine de
Quartz Briates

Figure 3 : DTA - Systéme d’extraction « purge & trap » (P&T) et d’un tube adsorbant de type
Tenax (TA).

Il existe de nombreuses autres méthodes de prélevements d’air : pompage sur des
tubes adsorbants ou par un systeme « on line », préléevement au moyen de sacs ou de canister,
etc. Dans tous les cas, le choix de la technique d’échantillonnage est principalement régi par
I’objectif de I’analyse. Le systétme DTA permet ’analyse des molécules prélevées sur des
tubes adsorbants constitués le plus souvent de polymeres organiques [Nufiez et coll., 1987 ;
Grob, 1973]. Parmi eux, les Tenax (polyméres d’oxyde de 2,6-diphényle) sont les adsorbants
les plus utilisés pour I’analyse de I’air car ils sont thermiquement stables jusqu’a 350°C
environ. lls sont hydrophobes et posseédent une performance de piégeage élevée pour une
large gamme de composés. Le principe de la DTA est une désorption a deux étages. Le
premier consiste a désorber les molécules préalablement piégées dans les tubes adsorbants.
Ces derniers sont chauffés au moyen d’un four thermique afin de permettre la libération des
molécules. Le tube est en permanence balayé par un gaz vecteur inerte (He) qui transporte les
substances vers le cryopiege «cold trap » refroidi par effet Peltier et rempli de phase
adsorbante. Le second étage consiste a désorber les molécules cryofocalisées dans le piége par

chauffage rapide. Le gaz vecteur transporte les molécules ainsi libérées en téte de colonne
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chromatographique [Kolb, 1999]. Ce systéeme a deux étages confére une bonne résolution aux
chromatogrammes et limite les phénoménes de coélutions pouvant étre rencontrés lors d’une

désorption classique.

1.3. Les extraits

1.3.1. Extraction liquide-liquide et Macération

Il s’agit des méthodes les plus simples a mettre en ceuvre pour l’extraction des
métabolites secondaires contenus dans une matrice liquide ou solide. Elles sont basées sur
’utilisation de solvants seuls ou en combinaison choisis en fonction de la famille de
composés a extraire. Les solvants les plus couramment utilisés sont le pentane, 1’hexane,
I’oxyde de diéthyle, I’acétate d’éthyle, le dichlorométhane, le méthanol, 1’éthanol et I’eau. En
outre, une matrice peut subir plusieurs extractions successives en utilisant des solvants de plus
en plus polaires afin d’obtenir des mélanges enrichis en molécules d’intérét. Toutefois, ces
méthodes présentent de nombreux inconveénients telle la perte de certains analytes pendant la
concentration de 1’échantillon ou encore les problémes écologiques liés a I’élimination et au
traitement des solvants [Ibafiez et coll., 1998]. Ces techniques ont été optimisées, notamment,
pour I’analyse des composés non volatils (polyphénols, sucres, cires) dans les fruits et
légumes [Macleod et de Troconis, 1982 ; Kok et coll., 1987] qu'ils soient comestibles
(banane, orange, papaye, brocoli, carotte, pomme de terre,...) [Faller et Fialho, 2010] ou non
(baies de genévrier, glands) [Hayouni et coll., 2007]. Les travaux publiés par Justesen et coll.
[1998], par Escarpa et Gonzalez [1998] et par Careri et coll., [2001] préconisent 1’utilisation
du méthanol comme solvant d’extraction des composés phénoliques des végétaux. Ces
méthodes d’extraction ont également été appliquées au laboratoire pour la caractérisation
chimique d’eaux florales [Paolini et coll., 2008a]. Enfin, ces procédés interviennent dans la

fabrication et le contrdle de la qualité des spiritueux [Tuberoso et coll., 2006].

1.3.2. Extraction au Soxhlet

L’appareillage Soxhlet permet I’extraction aux solvants «en continu » d’espéces
chimiques contenues dans une matrice solide. L’échantillon, placé dans une cartouche poreuse

a I’intérieur de I’extracteur, est traversé par les vapeurs de solvant. Celles-ci passent du ballon
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chauffé au tube adducteur puis se condensent dans le réfrigérant. Le condensat s’accumule
dans le corps de I’extracteur (figure 4) jusqu’a atteindre le sommet du siphon, entrainant alors
le retour du liquide dans le ballon. Au fil des cycles, le solvant s’enrichit en substances
extraites jusqu’a épuisement de 1’échantillon en substances d’intérét. Par comparaison avec
les macérations classiques, cette technique permet de réduire le temps d’extraction, d’une
part, et requiert nettement moins de solvant et d’échantillon pour une efficacité d’extraction

supérieure, d’autre part [Luque de Castro et Priego-Capote, 2010 ; Bimakr et coll., 2011].

Réfrigérant

Cartouche
contenant le Tiibe sveite
solide \ =
Siphon
Vapeur T ;

Solvant

Ballon
chauffé

Figure 4 : schéma d’un extracteur de Soxhlet

De par la diversité des familles chimiques pouvant étre extraites, ce procédeé offre de
nombreuses applications dans le domaine de 1’agroalimentaire [Jadhav et coll., 2009] et
comme le montre, aussi, les travaux de Bimakr et coll. [2011] portant sur 1’étude des
flavonoides dans les feuilles de menthe verte (Mentha spicata L.). Cette méthode est
¢galement utilisée pour I’extraction de certains polluants tels les pesticides ou les
polychlorobiphényles (PCB) présents dans les aliments (haricot, porc, agneau, poisson, etc.)
[Beyer et Biziuk, 2008]. Des systemes d’extraction aux solvants sous pression ont été
développés et automatisés (ASE : Automatised Solvent Extraction) [Luque de Castro et
Priego-Capote, 2010] afin d’offrir aux utilisateurs des méthodes plus efficaces, plus rapides et

moins consommatrices en solvants.
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1.3.3. Extraction par Likens-Nickerson

Le mode d’extraction Likens-Nickerson [1964] est basé sur une utilisation combinée
de I’hydrodistillation et de I’extraction aux solvants (figure 5). Cette technique est
généralement utilisée en agroalimentaire pour l'extraction des parfums et ardmes contenus
dans des échantillons solides (fruits, légumes, graines, etc.) [NUfiez et coll., 1984 ; Sinyinda et
Gramshaw, 1998] ou liquides (miels, vins, liqueurs, etc.) [Bouseta et Collin, 1995 ; Bosch-
Fusté et coll., 2007]. Sur de telles matrices, elle permet d’obtenir des rendements d’extraction

en volatils bien supérieurs a ceux de 1’hydrodistillation [Bosch-Fusté et coll., 2007].

Réfrigérant

Echantillon

dans I'eau Solvant

d'extraction

~ /

Chauffage

Figure 5 : Schéma d'un systeme d'extraction Likens-Nickerson

I.3.4. Extraction au CO, supercritique

L’extraction aux fluides supercritiques possede des caractéristiques (vitesse de
diffusion élevée et viscosité faible) qui en font une méthode de choix pour I’extraction des
molécules d’intérét : hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), polychlorobiphényles
(PCB), pesticides, caroténoides, flavonoides et terpénes [Mukhopadhyay, 2000]. Avec les
techniques d’extraction a la vapeur d’eau, cette méthode est I'une des rares technologies

compatible avec le cahier des charges de 1’agriculture biologique pour 1’obtention des huiles
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essentielles. Contrairement aux solvants organiques, les fluides supercritiques présentent
I’avantage de ne laisser aucun résidu dans I’extrait et dans la matiere premiere. L’ utilisation
d’un gaz inerte, non toxique, insipide et inodore tel que le CO, permet une extraction a
température ambiante (30°C), a I’abri de I’oxygéne, minimisant les risques de dégradations
thermiques et les risques d’oxydation. De plus, le fluide est recyclé a 1’état gazeux en fin
d’extraction, ce qui permet de concevoir des processus respectueux de I’environnement. A
titre d’exemple, ce procédé a été utilisé dans I’industrie agroalimentaire pour extraire les

ardmes de pommes, de poires, d’oranges et de café [Sugisawa, 1981].

1.3.5. Extraction par micro-ondes

L’utilisation des fours a micro-ondes, avec ou sans solvant, a été appliquee a
I’extraction des métabolites secondaires dans le milieu des années quatre-vingts [Lane et
Jenkins, 1984 ; Ganzler et coll., 1986]. Les micro-ondes interagissent simultanément et
sélectivement par rotation dipolaire et conduction ionique avec les molécules présentes dans
les tissus végétaux entrainant un échauffement localisé suivi d’une expansion puis d’une
rupture des membranes cellulaires [Vian et coll., 2008 ; Bousbia et coll., 2009]. D’une
maniére genérale, par rapport aux modes d’extraction classiques, les avantages de cette
méthode sont la rapidité et I’atténuation des risques d’altération thermique. Elle a été mise en
ceuvre par Virot et coll. [2008] pour I’extraction de graisses contenues dans divers aliments
telles des viandes, des viennoiseries et des graines. Aujourd’hui, différentes techniques sont
disponibles [Stashenko et coll., 2004 ; Lucchesi, 2005] notamment : - I’extraction assistée par
micro-ondes (MAE : Microwave Assisted Extraction) [Ganzler et coll., 1986 ; Paré et coll.,
1990 ; Letellier et coll., 1999] présentant un intérét particulier pour I’extraction des composés
non volatils et thermosensibles par des solvants de faible constante diélectrique ; -
I’hydrodistillation assistée par micro-ondes sous vide pulsé (VMHD : Vaccum Microwave
HydroDistillation) [Mengal et Mompon, 1996] plus rapide que I’hydrodistillation pour un
rendement similaire en composés volatils ; - I’extraction par micro-ondes sans ajout de
solvants organiques (SFME : Solvant Free Microwave Extraction) [Chemat et coll., 2004a]
qui s’avere étre une combinaison entre un chauffage par micro-ondes et une distillation & sec
sous pression atmosphérique. Les principaux avantages résident dans la faible durée
d’extraction (15-30 minutes) et dans le caractére respectueux de 1’environnement (pas de

solvant, faible consommation d’eau) [Lucchesi et coll., 2004b].
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1.3.6. Extraction par ultra-sons

Le principe de I’extraction assistée par ultra-sons est analogue a celui d’une extraction
aux solvants ; toutefois, les vibrations provoquées par les ultrasons permettent d’extraire plus
rapidement les constituants. Les applications de cette méthode sont nombreuses ; nous
pouvons citer les travaux de Cuoco et coll. [2009] qui ont extrait les anthraquinones dans les
racines de Garance (Rubia tinctorum) ou ceux de Lee et Lin [2007] qui ont comparé les
rendements de I’extraction aux ultrasons et aux solvants des isoflavones des racines de Radix
puerariae. Avec un temps d'extraction plus court et une consommation en énergie plus faible,
cette méthode permet d’obtenir de meilleurs rendements que les extractions classiques aux
solvants (avec et sans pression). Cette technique a également été appliquée par Chemat et coll.
pour isoler les composés volatils des graines de Carvi (Carum carvi) [2004b] ; selon eux, ce
procéde est plus sélectif (taux de matiére grasse réduit) et plus rapide que I’extraction par
Soxhlet.

I1. Les méthodes de séparation, d’identification et de quantification

Les professionnels tels les parfumeurs, les firmes pharmaceutiques, -agroalimentaires,
ou -de cosmétiques souhaitent connaitre les structures et les concentrations des principes
actifs dans les mélanges complexes. En effet, ces analyses sont aujourd’hui nécessaires pour :
- le respect des normes internationales et des limitations en vigueur (i.e. pour les composés
susceptibles d’étre allergenes : thujones, pulégones, etc.) ; - ’étude de I’activité biologique
des huiles essentielles et des extraits [Bicchi et coll.,, 2008b] ; ou encore, - le suivi et le

contréle de la qualité des produits.

L’analyse d’un mélange complexe s’effectue classiquement par le couplage «en
ligne » d’une technique chromatographique, la chromatographie en phase gazeuse CPG
(« Gas Chromatography » GC) pour la fraction légére et la chromatographie liquide a haute
performance CLHP (« High Performance Liquid Chromatography » HPLC) pour la fraction
lourde, avec une technique d’identification spectrale, généralement la spectrométrie de masse
SM (« Mass Spectrometry » MS) [Joulain, 1994 ; Marriott et coll.,, 2001]. En routine,

I’analyse se fait sur I’huile essentielle globale ou I’extrait brut. Dés lors que se présentent des
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difficultés d’identification pour certains constituants, la procédure nécessite un
fractionnement de 1’échantillon, qui peut se poursuivre jusqu’a la purification du compose par
des techniques chromatographiques préparatives. L’objectif étant d’aboutir a son étude
structurale par les techniques spectroscopiques usuelles notamment la Résonance Magnétique
Nucléaire du proton (RMN-'H) et du carbone-13 (RMN-*3C).

I1.1. Cas des composés volatils

11.1.1. Chromatographie en Phase Gazeuse

La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par
séparation qui s’applique aux compose€s gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage
sans decomposition [Arpino et coll., 1995]. Cette technique de séparation permet d’effectuer
I’individualisation des constituants a partir d’échantillons de I’ordre du milligramme voire du
microgramme. Les progres technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires,
des phases stationnaires et des détecteurs ont contribué a rendre la CPG incontournable pour

I’analyse des composés volatils [Mastovska et Lehotay, 2003].

La CPG associée a un détecteur a ionisation de flamme (CPG-DIF) permet une
analyse quantitative sur la base de 1’aire de chaque pic chromatographique par rapport a I’aire
totale des signaux et une analyse qualitative sur la base des temps de rétention. Ces derniers,
bien que spécifiques d’un composé, ont tendance a varier d’une analyse a 1’autre en fonction
des conditions expérimentales et, notamment, du fait du vieillissement des colonnes. Ainsi,
pour une colonne donnée, chaque composé est caractérisé par des indices calculés a partir
d’une gamme d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température
constante (indice de Kovats) [Kovats, 1965] ou en programmation de température (indices de
rétention) [Van den Dool et Kratz, 1963]. Cependant, une reproductibilité parfaite des indices
de rétention est difficile a obtenir et ne peut étre observée que sur des chromatogrammes

réalisés sur une période courte avec des conditions expérimentales rigoureusement identiques.

Les nombreux cas de coélution tendent a montrer que la comparaison des indices de
rétention et méme la méthode des surcharges ne suffisent pas a identifier formellement un
composeé. Le développement de la CPG multidimensionnelle a permis de surmonter certaines

difficultés rencontrées dans 1’analyse des composés volatils [Marriott et coll., 2000, 2001]. La
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CPG bidimensionnelle (CPG/CPG), mettant en ligne deux colonnes capillaires, permet la
séparation, I’identification et la quantification de composés minoritaires pouvant coéluer avec
des composés présents en abondance plus forte. L’échantillon est injecté dans une pré-
colonne, puis les composés coéluant sont transférés dans une deuxieme colonne pour étre
séparés [Mondello et coll., 2002, 2005 ; Shellie et coll., 2002 ; Mateus et coll., 2010]. Par
ailleurs, ’utilisation des phases stationnaires chirales (colonne de cyclodextrines) en CPG
bidimensionnelle a permis de différencier des monoterpénes énantiomériques dans un
melange complexe [Mondello et coll., 2006]. Il est a noter que la détermination de la
distribution des énantiomeres est régulierement utilisée en agroalimentaire pour la détection

d’adultérations dans les ardbmes [Casabianca et coll., 1995, 1998].

En outre, les concentrations des constituants d’un mélange peuvent varier
significativement en fonction des méthodes mises en ceuvre pour la quantification : abondance
relative, abondance normalisée, courbe de calibration ou encore utilisation de facteurs de
réponses. A titre d’exemple, 1’étude de I’huile essentielle de Tarchonanthus camphoratus L.
[Costa et coll., 2008] montre une variation importante des teneurs en CcOmMPOSés
hydrocarbonés et oxygenés lors de la comparaison des résultats obtenus en pourcentages

relatifs et par étalonnage interne.

11.1.2. Chromatographie en Phase Gazeuse / Spectrométrie de Masse

La chromatographie en phase gazeuse couplée en ligne a un spectrometre de masse
(CPG/SM) a été mise au point dans les années 1950. L’apparition des colonnes capillaires
dans les années 1980 a conduit a un développement rapide des appareils de CPG/SM dans les
laboratoires de recherche [McLafferty et Michnowicz, 1992]. Depuis, cette méthode de
couplage n’a cessé d’évoluer et a trouvé de nombreuses applications dans les domaines de
I’agroalimentaire (aliments, eau), des produits pétroliers (carburants, matiéres synthétiques),

des produits naturels (parfumerie, cosmetique, médecine), etc.

Les constructeurs proposent plusieurs types d’analyseurs de masse ; les plus usités
pour I’analyse des volatils sont le quadripdle et le pige a ions (« ion trap ») [McLafferty et
Ture¢ek, 1993 ; De Hoffmann et Stroobant, 1999]. Les analyseurs quadripolaires linéaires

sont, cependant, les plus répandus (figure 6) ; ils sont constitués de quatre barres cylindriques
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soumises deux a deux a un potentiel composé d’une tension continue U et d’une tension
alternative Vcos(wt). La modification du rapport U/V au cours du temps permet le passage
des ions de masses croissantes (rapport masse/charge m/z) entre les barres selon une
trajectoire sinusoidale. Ce réglage des tensions permet de donner une trajectoire stable aux
ions pour qu’ils traversent le quadripdle ou une trajectoire instable afin qu’ils percutent les

barres et soient détruits.

Quadripdle s
sortants

(M)

: L (M) :
lons /{/ = — Quadripdle
(Source) i

(M., My M)

Lentille

Figure 6 : Principe de fonctionnement d’un quadripdle

Par la suite, les channeltrons (multiplicateurs d’électrons) et les photomultiplicateurs
(figure 7), qui sont les détecteurs les plus courants, convertissent le faisceau d’ions et
I’amplifient en signaux électriques utilisables par I’ordinateur. Les signaux sont visualisés
sous forme de pics d’intensité variable et rangés sur une échelle de rapport masse/charge
(m/z). Le mode d’acquisition des données « SCAN » permet de realiser un balayage sur une
gamme de masses prédéterminée conduisant a un chromatogramme reconstitué. Ce processus
rend possible I’analyse qualitative de chaque composé. Toutefois, ce mode d’acquisition ne
permet pas la quantification des composés analyses ; il est préférable d’utiliser le mode
« SIM » (Selected lon Monitoring) qui offre un gain important en sensibilité et qui est basé

sur la sélection d’un nombre réduit d’ions pour chaque constituant.
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Figure 7 : Principe de fonctionnement d’un photomultiplicateur

Il existe deux modes principaux d’ionisation en spectrométrie de masse : 1’ionisation
par impact électronique (IE) et I’ionisation chimique (IC). Dans ce dernier cas, nous
distinguons I’ionisation chimique positive (ICP) et I’ionisation chimique négative (ICN). La
méthode d'ionisation par impact électronique est la plus couramment utilisée (figure 8) ;
I’ionisation des substances se fait par bombardement a 1’aide d’un faisceau d’¢électrons
d’énergie de 70 eV provenant d’un filament chauffé. Les fragments ioniques positifs obtenus,
dont éventuellement 1’ion moléculaire, forment un spectre de masse caractéristique pour
chaque composé. Parmi le nombre tres important de publications de travaux ayant recours a
cette méthode, nous distinguerons ceux de Weyersthal et coll. [1988, 1998] portant sur la

composition chimique des huiles essentielles de ciste et de genévrier.

Cette méthode d’ionisation est utilisée de fagon systématique dans notre laboratoire
pour ’analyse des composés volatils [Paolini et coll., 2005, 2007a, 2007b, 2008b]. Quel que
soit 1’appareillage utilisé, le principal avantage de I’impact électronique réside dans la bonne
reproductibilité des spectres de masse, ce qui permet I'utilisation raisonnée de bibliothéques
commerciales spécifiques a un domaine de recherche [Adams, 1995 ; Joulain et Konig, 1998]
ou plus généralistes [Mc Lafferty et Stauffer, 2007 ; Nist, 2008]. Les principales difficultés
rencontrées dans 1’analyse en SM-IE sont dues a la similitude des spectres pour des composés
de structures proches ou a la faible intensité, voire ’absence, du pic moléculaire sur le spectre

de masse [Coleman et coll., 1989 ; Schultze et coll., 1992 ; Joulain et Laurent, 1989].
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Figure 8 : Principe de fonctionnement d’une source a ionisation par impact électronique

Le mode de I’ionisation chimique (IC) consiste, dans un premier temps, a ioniser un
gaz réactif (i.e. méthane, isobutane ou ammoniac) par impact électronique pour donner des
ions radicalaires qui réagissent ensuite avec les molécules de gaz reactif par le biais de
collisions produisant le gaz réactif ionisé appelé «plasma d’ionisation » et composé
majoritairement d’ions protonés. Ceux-ci, d’énergie moindre que les électrons qui leur ont
donneé naissance, réagissent avec la substance a analyser selon des réactions de types ions-

molécules provoquant peu de fragmentations [Arpino, 1982 ; Harrison, 1992].

L’IC permet de résoudre certains des problémes analytiques rencontrés avec I'lE en
fournissant des informations structurales. Pour la caractérisation d’huiles essentielles de
plantes de la famille des Asteraceae, notre laboratoire a fait appel a 1’ionisation chimique
positive et négative afin d’identifier les esters dérivés d’alcools monoterpéniques (nérol,
lavandulol, bornéol, thymol, dehydrothymol) [Paolini et coll., 2005, 2007a; 2007b] et
différencier des stéréoisomeres d’esters de chrysanthényle [Darriet et coll., 2009]. Les
analyses apportent systématiquement des précisions sur la masse de la molécule analysée et
souvent, des indications sur la structure du composé. Toutefois, de nombreuses études ont mis
en évidence l’influence des paramétres expérimentaux - notamment le gaz réactant, la
température et la pression dans la source d’ionisation - sur les résultats d’une analyse en IC
[Bruins et coll., 1987 ; Vernin et Lageot, 1992]. En conséquence, il convient d’étre prudent,
en particulier lors de la comparaison de spectres enregistrés dans des conditions

expérimentales différentes.
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Les nombreuses difficultés rencontrées lors de 1’analyse de mélanges complexes ont
conduit, a la mise au point de la spectrométrie de masse multidimensionnelle & double ou a
triple analyseur (SM? ou SM®) [Yost et Enke, 1979 ; Cambon, 1989]. Cette technique couplée
a la CPG, a connu un développement rapide ces dernieres années. Le principe consiste a
sélectionner un ion issu de la premiére fragmentation afin de le fragmenter de nouveau. Les
fragments de 1’ion secondaire constituent, alors, le deuxiéme spectre de masse qui différe
selon I’origine de I’ion primaire. Souvent, le premier spectrometre de masse du couplage
fonctionne en mode IC et le(s) suivant(s) en mode IE. Cette méthode a été appliquée pour
I’étude mécanistique des fragmentations de la khusimone [Cazaussus et coll., 1988] et pour
différencier les quatre isoméres du dihydrocarvéol a partir des fragments caractéristiques
induits par la stéréochimie de la molécule (position axiale ou équatoriale des groupements
hydroxyle et methyle) [Decouzon et coll., 1990]. Cette technique a également été utilisée pour
détecter et quantifier 38 pesticides présents a I’état de trace dans divers aliments (citron,

raisin, concombre, sucre et farine de blé) [Paya et coll., 2007 ; Sinha et coll., 2011].

11.2. Cas des composés phénoliques
11.2.1. Chromatographie Liquide Haute-Performance

La chromatographie liquide haute-performance (CLHP) est une puissante technique de
séparation utilisée pour [D’identification, la quantification et/ou la purification
(chromatographie semi-préparative ou préparative) des composés dans un mélange. Ce
dernier est mis en solution dans la phase mobile (solvants) puis est injecté sous haute pression
en téte de la colonne (tube en acier inoxydable contenant la phase stationnaire) [Neue, 1997 ;
Dong, 2006 ; Snyder et coll., 2009]. 11 existe plusieurs types de phases stationnaires mettant
en jeu des mécanismes de rétention variés : chromatographie d'adsorption, -de partage, -
d'échange d'ions, -d'exclusion, etc. La chromatographie de partage est la technique la plus
couramment utilisée ; la phase stationnaire est typiquement composée de micro particules de
silice greffée avec divers motifs organiques. Deux types de chromatographie de partage
peuvent étre distingués : I'un est dit en phase normale “ normal phase chromatography ”, les
molécules greffées sur la silice sont des groupements polaires tels -NH; ou —CN ; I’autre est
dit en phase inverse “ reversed phase chromatography >, les greffons apolaires sont composés

principalement de chaines hydrocarbonées (-CgHi7 ou -CigHs7). Dans le premier cas, la phase
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mobile est généralement apolaire et non aqueuse (hexane pur ou en mélange avec une faible
proportion de méthanol ou d’acétonitrile) ; les phénoménes d’adsorption croissent avec la
polarité des analytes entrainant une augmentation des temps d’¢lution. Dans le second cas, la
phase mobile est polaire et aqueuse ; les temps de rétention diminuent avec la polarité des
analytes [Rosset et coll, 1991] et peuvent étre ajustés en utilisant un gradient d’élution
combinant 1’eau et un solvant organique (notamment le méthanol et 1’acétonitrile) comme
phase mobile. Cette derniere méthode s’est considérablement développée depuis les années 70
au détriment de la phase normale du fait d’une meilleure reproductibilité des temps de
rétention. Ceux-ci, spécifiques de chaque constituant, sont fortement dépendants de la nature
de la phase stationnaire, de la composition de la phase mobile et des conditions opératoires
(débit, pression et température). A I’instar de la CPG, les molécules sont identifiées en sortie
de colonne gréce a un détecteur spectrophotométrique ou spectrometrique ; il enregistre un
signal qui est ensuite transformé par ’ordinateur en un chromatogramme [Rosset et coll,

1991].

L’association de la station de CLHP avec un détecteur a barrettes diode (Diode Array
Detector, DAD) permet une analyse qualitative d’un mélange par I’enregistrement des
spectres UV des constituants individualisés, d’une part et permet une analyse quantitative sur
la base de I’aire de chaque pic chromatographique rapportée sur une courbe d’étalonnage

externe, d’autre part.

La polyvalence de la CLHP en termes de cibles d’étude (pesticides, polluants, sucres,
acides aminés, composés thermosensibles, etc.) est a I’origine de 1’essor de cette technique
dans divers secteurs d’activités. Ses multiples atouts (rapidit¢é d’analyse, sensibilité,
résolution) en font aujourd’hui la méthode de référence pour I’analyse chimique des produits

agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.

De nombreux articles [Merken et Beecher, 2000 ; Huck et coll., 2001 ; de Souza et
coll., 2002 ; Calabro et coll., 2004 ; Caristi et coll., 2006 ; de Lourdes Mata Bilbao et coll.,
2006 ; Hoffmann-Ribani et coll., 2009] et revues [Molnar-Perl et Fiizfai, 2005 ; de Rijke et
coll., 2006 ; Valls et coll., 2009] décrivent les protocoles expérimentaux (type de colonne,
solvant, gradient) pouvant étre envisagés pour la séparation par CLHP des composés
phénoliques présents dans les fruits [Shui et Leong, 2002 ; Belajova et Suhaj, 2004;]. A titre

d’exemple, Agocs et coll. [2007] ont comparé les résultats obtenus en phase inverse avec
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deux types de colonnes (C18 et C30) sur la composition en caroténoides du zeste et de la
pulpe de plusieurs espéces d’agrumes : orange (Citrus sinensis), mandarine (C. reticulata),
clémentine (C. clementina), kumquat (Fortunella), pamplemousse (C. maxima) et citron (C.
limon). En phase normale avec une colonne chirale, Caccamese et Chillemi [2010] ont mesuré

I’abondance de deux énantiomeéres de la naringine dans 1’albédo des pomélos (C. grandis).

11.2.2. Chromatographie Liquide a Haute Performance / Spectrométrie de Masse

Les premiers couplages CLHP/SM ont ét¢ mis en ceuvre en 1973 par Shulten et
Beckey [1973] en utilisant un spectrometre de masse par désorption de champ dont les
multiples inconvénients — notamment ceux liés a la préparation de 1’échantillon — en ont
restreint 'utilisation. L’une des avancées majeures a été le développement de I’ionisation
chimique directe [Hunt et coll., 1977] ; avec cette technique, I’échantillon déposé sur un
émetteur chauffé est placé directement dans le gaz réactant. Les ions génerés sont désorbés et

accélérés jusqu’au spectrometre de masse.

Au debut des années 1980, deux nouvelles techniques ont été introduites: le
bombardement rapide d’atomes (ou Fast Atom Bombardment FAB) [Barber et coll., 1981a,
1981b] et I’émission secondaire induite par des ions (Liquid Secondary lonisation LSI)
[Aberth et Burlingame, 1984]. Une extension de ces méthodes a été développée par
I’intermédiaire du bombardement rapide d’atomes en flux continu (Continuous Flow - Fast
Atom Bombardment CF-FAB) [Ito et coll., 1985, 1986 ; Caprioli et coll., 1986 ; Caprioli
1990]. Dans ces trois types d’ionisation, 1’échantillon dissous dans un solvant & haut point
d’ébullition est bombardé¢ par des ions césium a des énergies de 8 a 30 keV (LSI) ou par des

atomes d’argon ou de xénon a haute énergie (FAB et CF-FAB).

En parallele a ces développements, d’autres techniques d’ionisation ont été
introduites ; les plus remarquables sont le ThermoSPray (TSP) [Blakley et Vestal, 1983]
d’une part, et les méthodes d’ionisation a pression atmosphérique, d’autre part. Parmi celles-
ci, il faut distinguer 1’électrospray (ElectroSpray Ionisation ESI) [Whitehouse et coll., 1985 ;
Fenn et coll., 1989] et I’ionisation chimique a pression atmosphérique (Atmospheric Pressure

Chemical lonisation APCI) [Horning et coll., 1974].
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La méthode ESI est mise en ceuvre a pression atmosphérique et a température
ambiante (figure 9). L’échantillon en solution est introduit dans la source du spectrométre de
masse au moyen d’un pousse-seringue ou dune CLHP. L’analyte traverse une aiguille
métallique portée a un potentiel de plusieurs kilovolts (typiquement 3 a 5 kV). Il en résulte la
formation de gouttelettes mono- ou poly-chargées, qui conduisent, par désolvatation, a des

ions en phase gazeuse qui sont ensuite transmis dans le quadripOle.

PRESSION ATMOSPHERIQUE VIDE
Gaz rideau
1. Formation de 3. Explosion
gouttelettes chargées Coulomb
Haute tension > e | Quadripble
_.ﬁ\"’\\y JO ( —
o/ ) =
.t 0 — —
Gaz de nébulisation 2. Evaporation \
Orifice
!
Gaz rideau

Figure 9 : Principe de fonctionnement d’une source électrospray (ESI)

L’APCI est réalisée a pression atmosphérique dans une fourchette de température
allant de 300 a 500°C (figure 10). L’échantillon est introduit dans la source a I’aide d’un
capillaire dont I’extrémité débouche dans un vaporisateur. L’échantillon est alors évaporé et
mis en mélange avec le gaz nébuliseur qui va le transporter jusqu’a une aiguille corona. Une
tension est appliquée a cette aiguille (généralement entre +£3000 et £5000V) provoquant une
décharge de quelques pA qui ionise 1’air ambiant et crée un plasma autour de la pointe de
I’aiguille. Les molécules contenues dans [’échantillon réagissent alors avec les ions

radicalaires du plasma, ce qui conduit a leur ionisation.
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Figure 10 : Principe de fonctionnement de I’Tonisation Chimique a Pression Atmosphérique

Ces deux modes d’ionisation sont actuellement les plus utilisés en raison de la
diversité des métabolites pouvant étre détectés. Ces techniques douces génerent des ions avec
un faible excés d’énergie interne. Par rapport aux autres méthodes, I’information sur la masse
moléculaire des constituants est donc préservée. De plus, elles permettent la détection d’ions
positifs et négatifs ainsi que 1'utilisation de la spectromeétrie de masse en tandem (SM/SM).
Cette derniere permet souvent d’obtenir des informations structurales grace aux dissociations
induites par collision (Collision-Induced Dissociation CID) d’ions préalablement sélectionnés
dans le spectrométre. Cette stratégie est souvent mise en ceuvre pour ’analyse des cComposés
phénoliques ; les chemins de fragmentation des métabolites secondaires étant généralement
analogues a ceux des différentes techniques d’ionisation. Cependant, les intensités relatives
des ions peuvent étre fortement affectées selon I’appareillage utilisée [de Rijke et coll., 2003 ;
March et coll., 2007].

Carini et coll., [2001] ont eu recours au couplage CLHP/SM en mode ionisation
chimique positive et négative pour la détermination des polyphénols dans des extraits
d’Helichrysum stoechas. Par ailleurs, Baldi et coll. [1995] ont utilisé le couplage de
CLHP/DAD (détecteur a barrette d’iode) et le couplage CLHP/SM (TSP) pour la
caractérisation de composés phénoliques présents dans les zestes de citron (Citrus limon) ;
I’association des spectres UV-visible et des spectres de masse a ainsi permis 1’identification
de coumarines, de flavones —O et —C glycosylées, de flavonols et de flavanones. De maniere
analogue, Ruberto et coll. [2007] ont identifié et quantifié les composés phénoliques (17

anthocyanes et 11 flavonols) présents dans les baies de raisin (Vitis vinifera) de différentes
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variétés (Nero d’Avola, Nerello Mascalese, Nerello Cappuccio, Frappato et Carbernet
Sauvignon) cultivées en Sicile. En outre, Pikulski et Brodbelt [2003] ont déterminé la position
du sucre sur I’aglycone en étudiant les spectres de masse ESI de flavonoides glycosylés.
Enfin, Waridel et coll. [2001] ont différencié des flavones 6-C et 8-C glycosylées (vitexine,

isovitexine, orientine et isoorientine) en ionisation positive et négative.

I11. Méthodologie d’analyse du laboratoire

Au laboratoire de Chimie des Produits Naturels au sein duquel ces travaux de thése ont
été menés, I’analyse des échantillons a été réalisée par les techniques d’analyses dites
conventionnelles car faisant reférence sur le marché. Nous avons ainsi fait appel (i) a la
chromatographie en phase gazeuse associée a la déetection par ionisation de flamme (CPG-
DIF) et a la CPG couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM), pour la fraction lIégere et (ii)
a la chromatographie liquide haute performance associée a la détection par barrette de diodes

(CLHP-DAD) et/ou couplée a la spectrométrie de masse (CLHP/SM), pour la fraction lourde.

I11.1. Application aux composés volatils

Les composés volatils sont préalablement extraits par hydrodistillation (huile
essentielle) ou pré-concentrés par Micro-Extraction en Phase Solide (MEPS). Cette derniere
méthode nécessite une étape d’optimisation des paramétres d’extraction basée sur la somme
des aires de pics en CPG-DIF. Les conditions d’extraction étant fixées, ’analyse de chaque

¢chantillon est effectuée en triple afin de s’assurer de la répétabilité des résultats de ’analyse.

Dans les deux cas, la méthodologie d’analyse est basée sur I’utilisation conjointe de la
CPG-DIF et de la CPG/SM (figure 11). La CPG-DIF permet le calcul des indices de rétention
sur colonne polaire et apolaire ainsi que la quantification relative des composés. Le couplage

en ligne CPG/SM permet d’obtenir le spectre de masse des composés individualisés.
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Ces sept derniéres années, le laboratoire CPN a réalisé une soixantaine de publications
ayant trait & la valorisation de la fraction Iégere des Plantes a Parfums Aromatiques et
Meédicinales (PPAM) a travers la production et la caractérisation chimique des huiles
essentielles qui en sont extraites ou a travers I’analyse directe de la fraction volatile. Ces

recherches constituent la thématique historique et le cceur de compétences du laboratoire.

La bibliothéque de références « Arémes » créée il y a une quinzaine d’années a partir
de standards commercialement disponibles et sans cesse enrichie par des molécules
parfaitement identifiées, isolées par fractionnement d’huiles essentielles, d’extraits ou encore
obtenues par hémisynthése, compte, aujourd’hui, plus de 900 composés référencés par leur
spectre de masse et leurs indices de rétention (polaire / apolaire). Une identification sans
ambigiiité se fait par comparaison informatisée des données d’un constituant du mélange

analysé avec celles des composés de référence de notre bibliotheque (figure 11).

Dans le cas de composeés absents de la bibliotheque « Arémes » nous procedons a des
analyses complémentaires (figure 12). Si une structure est proposee par les bibliotheques
commerciales spécifiques (Adams, Joulain) avec une note de concordance au moins égale a
95% et que les notes des autres structures proposées sont nettement inférieures, alors, nous

pouvons raisonnablement conclure quant a I’identification.

Si ces conditions ne sont pas satisfaites, ’identification est réputée seulement
« probable » et il convient de procéder a des analyses complémentaires. Pour cela nous avons
recours a la spectrométrie de masse en mode IC (positive et négative) et a la RMN du
carbone-13. Dans la perspective d’une étude structurale, nous pouvons, selon le cas, purifier
le composé par fractionnement du mélange complexe ou tenter de le préparer par
hémisynthese (figure 12).

Dans la suite de notre travail, les compositions en volatils des baies de myrte, des
feuilles de cédratiers et des cédrats (zeste, albédo, jus) ainsi que celles des liqueurs et eaux de

vie correspondantes ont été caractérisées selon la méthodologie présentée en figure 11.
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29



Composé absent des bibliothéques « Laboratoire »
(CPG/Ir et CPG/SM-IE)

=

Etude mécanistique des fragmentations

Structure proposée par les Aucune structure proposée par
bibliotheques commerciales les bibliotheques
(SMetlr) (SMetlr)
[ CPG/SM-IC }

) 4 ) 4

RMN du carbone-13
des mélanges

Hemlsynthese [ Purification }
Données Analyse
spectrales structurale

Identification

Figure 12 : Méthodes d’analyses complémentaires des constituants d’une huile essentielle
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111.2. Application aux composés phénoliques

L’analyse qualitative et quantitative des composés phénoliques dans des mélanges
complexes nécessite un appareillage mettant en ceuvre différents couplages tel le couplage

chromatographie liquide - spectrométrie de masse ou I’association avec une détection par UV.

Pour les analyses concernant le myrte, nous avons eu recours a la CLHP-DAD en
paralléle de la CLHP/SM. Par la suite, pour les analyses ayant trait au cédrat nous n’avons fait

appel qu’au couplage CLHP/SM.

A fin d’études fondamentales et appliquées, nous avons procedé a la caractérisation
des composés phénoliques présents dans les extraits végétaux et les produits agro-
alimentaires. Nos travaux correspondant a cette problématique constituent une originalité
méthodologique significative par rapport aux autres theses jusque la préparées au laboratoire
CPN. Dans cette optique, le laboratoire s’est doté d’un dispositif de couplage en
chromatographie liquide. La méthodologie d’analyse choisiec est basée sur 1’utilisation du
couplage CLHP-SM/SM permettant d’obtenir les temps de rétention et les spectres de masse
des composés. Ces données sont destinées a étre comparees a celles des réferences contenues
dans des bibliothéques élaborées au laboratoire ou trouvées dans la littérature ; a notre
connaissance et contrairement aux composés volatils, il n’existe pas de bibliothéques

commerciales pour les composés phénoliques.

L’un des objectifs de ce travail de thése est, donc, de développer la méthodologie
d’analyse bri¢vement exposée supra avec, en préalable, la construction d’une bibliotheque de
références spécifique au couplage CLHP-SM/SM pour I’analyse des composes phénoliques.
La probabilité d’identification d’un constituant est plus élevée si elle est effectuée par
analogie avec les spectres de masse contenus dans une bibliotheque propre au laboratoire et

adaptée au domaine d’investigation que par comparaison avec les données de la littérature.

A partir de molécules disponibles dans le commerce (Extrasynthése et Aldrich,
France), nous avons donc commencé la construction de la bibliothéque spectrale qui, au
moment ou ces travaux de thése s’achevaient, comptait une centaine de spectres de masse. En
I’occurrence ceux de 22 acides phénoliques, de 49 flavonoides aglycones (flavone, flavonol,

flavanone, flavan-3-ol, isoflavone, dihydroflavonol) et de 24 flavonoides glycosylés. Une
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quarantaine de ces composés de références ont été sélectionnés sur la base de notre recherche
bibliographique quant aux composés phénoliques présents dans les genres Myrtus [Montoro et
coll., 2006a] et Citrus [Gattuso et coll., 2007 ; Wang et coll., 2008]. Apres achat de 210
nouveaux standards judicieusement choisis (Extrasynthése), la bibliotheque compte,

aujourd’hui, plus de 300 références utiles.

La bibliothéque a été élaborée a partir de spectres de masse enregistrés dans les mémes
conditions opératoires que celles utilisées pour I’analyse des mélanges complexes, assurant
ainsi une fiabilité accrue dans I’identification. Pour cela, nous avons réalisé une premiere série
d’analyses de chaque standard en spectrométrie de masse (ionisation ESI négative ou positive)
afin de déterminer les conditions optimales de réponse de I’ion moléculaire en mode EMS
(Enhanced MS Scan : scan des ions dans une gamme de masse déterminée en utilisant la
trappe a ions) en fonction des parametres suivants : la tension d’orifice (Declustering Potential
DP), la tension d’entrée (Entrance Potential EP) et la tension de sortie du quadripdle (Cell
Exit Potential CXP). Ensuite, nous avons procédé¢ a la fragmentation de 1’ion moléculaire en
mode EPI (Enhanced Product lon Scan : MS? et utilisation de la trappe & ions). A cet effet,
nous avons fait varier 1’énergie de collision (Collision Energy CE) appliquée a I’ion
moléculaire afin d’enregistrer, dans notre bibliothéque, cinq spectres de masse différents par
composé standard. Nous avons ainsi déterminé 1’ion fragment le plus abondant qui permet
d’obtenir le signal de la transition « ion précurseur (en général, ’ion moléculaire) / ion
fragment » autrement dit de la transition ion parent / ion enfant. Cette transition est ensuite
optimisée en fonction de 1’énergie de collision dans le mode MRM (Multiple Reaction

Monitoring).

Enfin, le mode MRM associé au mode EPI permet I’identification des constituants
dans les extraits végétaux. En effet, la détection de la transition d’un composé (mode MRM)
entraine la fragmentation de I’ion moléculaire (mode EPI) permettant d’obtenir le spectre de
masse. Ce dernier est ensuite comparé a ceux des standards contenus dans la bibliotheque du
laboratoire. Par ailleurs, le mode MRM est utilisé pour la quantification des constituants du
mélange a 1’aide de courbes étalons préalablement établies. L’analyse quantitative des
constituants du mélange est réalisée par étalonnage externe ; pour chacun des composés
standards, nous avons établi une courbe d'étalonnage par CLHP-SM/SM a partir de la

méthode des régressions linéaires au sens des moindres carrés en reportant les concentrations
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massiques en fonction de I’aire du pic. La figure 13 schématise la méthodologie d’analyse que

nous venons de résumer.

[ Extrait ]

CLHP

Spectrometre de masse (SM)
lonisation électrospray (ESI)

Mode MRM Mode EPI
Recherche des couples :» Obtention du spectre de
ions précurseurs / ions fragments masse du composé détecté

| - ™

Examen des spectres de masse

Composé présent Composé absent
bibliotheque « Laboratoire »

« Laboratoire

S 2/

- Purification

i dans la de la bibliothéque

[ Quantification J‘:[ Identification }[Analysestructurale}

Figure 13 : Caractérisation de la composition chimique d'un extrait par CLHP-SM/SM.
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Dans le chapitre suivant nous avons procédé a [I’étude mécanistique des
fragmentations des composés phénoliques présents dans la bibliotheque du laboratoire.
Comme indiqué précédemment, les constituants ont été sélectionnés comme apparaissant
fréquemment dans la bibliographie des genres Myrtus et Citrus, mais également en fonction

de leur disponibilité en standards commerciaux.

Afin de valider nos conditions expérimentales et de déceler d’éventuelles distorsions,
nous avons comparé les spectres des standards obtenus par nos propres analyses avec ceux

décrits dans la littérature.

A notre connaissance, il n’existe pas de « mise au point » ou « revue » regroupant les
fragmentations des composés phénoliques. En rassemblant dans un méme corpus I’ensemble
des informations disséminées dans la littérature, sur le sujet, nous avons voulu constituer un
outil permettant de mieux comprendre ces voies de fragmentation et d’en déduire, sinon des
regles, du moins les enseignements utiles pouvant étre appliques dans le cas de composes

absents de notre bibliotheque.

L’ultime recours pour I’identification d’un constituant inconnu est la purification par
des techniques chromatographiques préparatives afin d’aboutir a son élucidation structurale
par les méthodes spectroscopiques usuelles : résonance magnétique nucléaire (RMN-'H,

RMN-'*C, RMN-2D), spectrométrie de masse, infra-rouge, etc.
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V- Fragmentation des composés phénoliques en spectrométrie de masse

IV.1. Les aglycones

Le squelette de base des flavonoides et son numérotage sont rappelés a la figure 14
(Mabry et Markham [1975]).

Figure 14 : numérotation du squelette de base des flavonoides

Les premiéres investigations sur les flavonoides, et en particulier sur les aglycones, ont
¢été réalisées a ’aide de techniques classiques de spectrométrie de masse en mode IE [Mabry
et Markham, 1975 ; Hedin et Phillips, 1992]. Par cette technique particulierement energétique,
les ions formés présentent un excés d’énergie interne induisant une fragmentation importante.
Celle-ci peut conduire a la disparition de I’ion moléculaire M™ et donc a la perte
d’information sur la masse moléculaire. Les ions issus des premieres fragmentations de 1’ion
M™ peuvent également étre affectés par cet excés d’énergie et se fragmenter a leur tour de
facon importante. L’ion M™* et les ions issus des premiéres fragmentations sont ceux qui
portent la plus grande quantité d’information structurale. Leur perte est donc dommageable
pour I’identification structurale de 1’aglycone analysé. De plus, I’impact ¢électronique (IE) est
fortement dépendant de la volatilité des molécules analysées. Des limitations importantes sont

donc rencontrées pour les composés phénoliques et pour les dérivés glycosylés.

Les investigations en impact électronique sur les aglycones ont néanmoins permis des
avancées majeures en termes d’analyse structurale. Les fragmentations les plus informatives
résultent essentiellement des mécanismes de type Retro Diels et Alder appliqués au cycle C
(figure 15). Les fragments obtenus contenant le cycle A ou B permettent de déterminer le

nombre et le type de substituant portés par ces cycles.
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Figure 15 : Possibilités de fragmentations sur le cycle C

Pour les aglycones, les fragments sont désignés par une lettre en fonction du cycle
qu’ils contiennent (A ou B). La charge de 1’ion observé est spécifiée en exposant. Les liaisons
C-C (0-4) qui ont été fragmentées sur le cycle C, pour donner naissance au fragment
considéré, sont également spécifiees en exposant (figure 16).

Figure 16 : Exemples de fragmentation et nomenclature associée.

Les ions A %I et MB™ %9 ainsi formés peuvent se fragmenter & leur tour. Ces
fragmentations ultérieures correspondent généralement a des pertes de petites molécules
neutres, comme par exemple, H,O, CO, CO,, etc. Les ions résultants de telles fragmentations
sont notés en utilisant la notation de I’ion précurseur A" 7 et 1BM 9 suivi de la formule
de la molécule perdue (exemple : [PA™ %) - CO] ou [YB™ ™ 7 - H,0]). Les ions formés &
partir de I’ion quasi-moléculaire [M - H] (ou [M + H]") par la perte directe d’un radical ou
d’une molécule neutre ne sont pas désignés par des termes spéciaux mais par la notation

classique (exemple : [M - H - H,0]).
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IV.1.1. Les flavonols

Parmi les 16 flavonols sélectionnés dans notre étude, il faut distinguer deux types de
substitution du squelette de base :

- les flavonols hydroxylés (Figure 17): galangine (1), kaempférol (2), herbacétine (3),
quercétine (4), myricétine (5), gossypétine (6), quercétagétine (7), robinétine (8),
datiscétine (9) et morine (10) ;

- les flavonols méthoxylés (Figure 18) : géraldol (11), kaempféride (12), 6-méthoxyflavonol
(13), retusine (14), casticine (15) et robinétine triméthyléther (16).

HO

OH O OH o OH 0]
Galangine (1) Kaempférol (2) Herbacétine (3)
OH OH OH

HO

OH (|)| OH |C|) OH g

Quercétine (4 Myricéti 5 Gossypétine (6
4) oH yricétine (5) on yp (6)

HO

HO

|
OH |C|) (|)| OH O
Quercétagétine (7) Robinétine (8) Datiscétine (9)

HO

OH ll
Morine (10)

Figure 17 : Structures des flavonols hydroxylés étudiés.
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i b
Retusine (14)

Casticine (15
(15) Robinétine triméthylether (16)

Figure 18 : Structures des flavonols méthoxylés étudiés

a) Les flavonols hydroxylés

D’aprés les données de la littérature schématisées a la figure 19 [Domon et Costello,
1988 ; Fabre et coll., 2001 ; Hughes et coll., 2001 ; de Rijke et coll., 2003 ; Cuyckens et
Claeys, 2004 ; March et Miao, 2004 ; Lewars et March, 2007 ; March et coll., 2007 ; Lu et
coll., 2010], les premieres fragmentations des flavonols hydroxylés correspondent a des pertes
de petites molécules neutres (CO, CO; et H,0) par contraction du cycle C. Sur ce dernier, la
présence du groupement hydroxyle en position 3 favorise les pertes successives de CO et

CO,. Les fragmentations les plus informatives pour ce type de molécules impliquent des
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mécanismes de type Retro Diels Alder (RDA) entre les liaisons 1 et 2 du cycle C. Le
réarrangement RDA conduit notamment & I’ion “?A” qui peut subir une perte de CO pour
donner I’ion [**A” - COJ". Ce dernier présente une structure comparable & celle de I’ion **A°
également obtenu par des mécanismes RDA. Les deux ions formés ([*?A™ - COJ et »*A)
peuvent conduire a un ion commun par perte d’une molécule de CO,. Couramment observée
chez les aglycones, la perte de céténe a partir du cycle A est peu fréquente avec les flavonols
hydroxylés [Fabre et coll., 2001]. Les réactions peuvent également conduire a des ions de type
138" et/ou *?B".

Rg H
R, o
—O0
Re NS
RDA Rs O
[M -H -42]

- Céte
y’ Structure a déterminer

Figure 19 : Mécanismes de fragmentation des flavonols hydroxylés [Fabre et coll., 2001 ;
Hughes et coll., 2001 ; Cuyckens et Claeys, 2004 ; March et Miao, 2004 ; Lewars et March,
2007 ; Lu et coll., 2010]
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Parmi les flavonols hydroxylés étudiés, trois molécules 1, 2 et 3 sont particuliérement
difficiles a fragmenter par SM/SM-ESI (mode négatif) puisqu’elles présentent des spectres de
masse avec un pic de base correspondant a 1’ion quasi-moléculaire [M - H] et des ions
fragments de faible intensité. Leur cycle B est dépourvu de fonction (galangine 1) ou mono-
hydroxylé en 4° (kaempférol 2 et herbacétine 3). Aussi, nous constatons que les fragments
issus de réarrangement RDA (ions 3A”et dérivés) sont également observés en faible intensité
sur les spectres de masse des composeés monohydroxylés [Justesen, 2000]. Les principales
fragmentations sont reprises dans le tableau 1.

Pour ce qui est des flavonols poly-hydroxylés sur le cycle B, nous notons que les ions
issus de mécanismes RDA (impliquant les liaisons 1 et 2 du cycle C) sont particulierement
intenses. A titre d’exemple, nous avons constaté que les mécanismes correspondant a la perte
de petites molécules neutres (CO et CO,) a partir de 1’ion quasi-moléculaire [M - H]" ne sont
pas favorisés dans le cas de la quercétine 4 (ions a m/z 273 et m/z 229, respectivement). A
I’inverse, les ions 2 m/z 151 sont pic de base des spectres ; ils correspondent aux ions [**A]
et/ou [*?A" - CO] issus de fragmentations de type RDA. Par perte de CO,, ces derniers
conduisent aux ions a m/z 107 observés en forte abondance sur le spectre de masse de la
quercétine 4 (tableau 1). Nous remarquons également la présence d’ions relativement intenses
am/z 121 correspondant aux fragments [*°B™ - CO] issus également de mécanismes RDA. De
facon analogue, les spectres de masse de la myricétine 5, de la gossypétine 6 et de la
quercétagétine 7 présentent tous des pics de base (m/z 179, m/z 167 et m/z 123,
respectivement) correspondant a des ions impliquant le cycle A (mécanismes de type RDA).
La robinétine 8 est le seul composé mono-hydroxylé sur le cycle A ; ainsi, son spectre de
masse se singularise par un pic de base [**B™ - CO] & m/z 137. Enfin, les spectres de masse de
la datiscétine 9 et de la morine 10 se différencient de ceux des autres composés hydroxylés
par un pic de base correspondant aux ions *°B” (m/z 133 et m/z 179, respectivement). Cette
particularité peut s’expliquer par la présence d’un groupement hydroxyle en 2° sur le cycle B

de ces constituants.

La littérature (figure 19) décrit, également, des ions correspondant aux mécanismes de
perte d’un céténe [M - H - cétene]’, d’une molécule d’eau [M - H - H,O] ou du cycle B [M -
H - Cycle B] a partir de 1’ion quasi-moléculaire ; toutefois, ces fragments sont absents ou

faiblement représentés sur les spectres de masse des composés étudiés.
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Tableau 1 : Récapitulatif des ions (m/z) observes pour les flavonols hydroxylés en mode ESI négatif

lons fragments Galangine Kaempférol Herbacétine Quercétine Myricétine Gossypétine Quercétagétine Robinétine Datiscétine  Morine
[M - H] 269 (100) 285(100) 301 (100) 301 (15) 317(29) 317 (20) 317 (45) 301 (10) 285(35) 301 (20)
[M-H-COJJ 225 (5) - 257 (1) - 273 (2) 273 (5) 273 (1) 257 (1) - 257 (6)
[M-H-CO-CO,] 197 (20) 213 (8) 229 (17) 229 (4) - 245 (16) 245 (1) 229 (2) 213 (6) 229 (15)
[M - H - céténe] 227 (15) 243 (4) - - - - - - - -
[M-H-COT 211 (50) - - 273(5) 289 (18) 289 (2) 289 (1) 273 (2) 257 (1) 273 (10)
[M - H-H,0] - 267 (2) 283 (6) - 299 (3) 299 (11) 299 (4) 283 (3) 267 (10) 283 (13)
L2p0 179 (4) - 195 (2) 179 (15) 179 (100) 195 (33) 195 (1) 163 (12) 179 (3) -
LA CcOo/BPA 151 (4) 151 (5) 167 (7)  151(100) 151 (35) 167 (100) 167 (33) 135(65) 151 (35) 151 (70)
iiﬁ:: ggz' CO/ 10759 107(3)  123(5) 107(65) 107(9)  123(25)  123(100)  91(23) 107 (12) 107 (45)
13g 117 (15) 133 (8) 133 (10) 149 (10) 165 (8) 149 (18) 149 (11) 165 (15) 133 (100) 149 (100)
¥B-. CO - - - 121 (65) 137(35) 121 (25) 121 (19) 137 (100) - 121 (10)
[M - H - Cycle B - - - 193 (2) - - 209 (2) - - 193 (2)

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.
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b) Les flavonols méthoxylés

D’aprés Fabre et coll. [2001] et Cuykens et Claeys [2004], la principale fragmentation
des flavonols méthoxylés est la perte d’un ou plusieurs radicaux méthyle (CH3") a partir des
ions quasi-moléculaires [M - H] (figure 20). L’ion [M - H - CH3]" formé correspond
généralement au pic de base du spectre de masse. Comme dans le cas des flavonols
hydroxylés, la perte de molécules neutres de faibles poids moléculaires (CO et CO,) par
contraction du cycle C est également rapportée dans la littérature [Fabre et coll., 2001 ;
Lewars et March, 2007 ; Zhao et coll., 2007]; elle est favorisée par la présence d’un
groupement hydroxyle sur le cycle C. Ici encore, les fragmentations les plus caractéristiques
sont issues d’un mécanisme de réarrangement de type Retro Diels Alder (RDA) entre les
liaisons 1 et 3 du cycle C pour donner les ions **A” et “°B"; ces ions pouvant, & leur tour, se

fragmenter par perte d’un ou plusieurs radicaux méthyle.

Pour les deux flavonols mono-méthoxylés sur le cycle B (géraldol 11 et kaempféride
12), les fragmentations observées sont conformes aux données de la littérature ; le pic de base
(m/z 284) correspond a la perte d’un radical méthyle a partir de 1’ion quasi-moléculaire
(tableau 2). Les autres ions caractéristiques sont les fragments [*A7] et [**B™ - CHg] issus de
RDA ; ils sont toutefois moins intenses que dans le cas des flavonols poly-hydroxylés non
méthoxylés (5-10). En revanche, la perte de petites molécules neutres semble plus favorisée
avec les composés méthoxylés (11-16) qu’avec les composés hydroxylés (1-10). C’est
notamment le cas pour le 6-méthoxyflavonol 13, mono-méthoxylé sur le cycle A, dont le pic
de base a m/z 195 correspond a un fragment issu des pertes successives de CO et de CO,. Les
autres fragments observés sur ce spectre de masse résultent exclusivement de la perte de
petites molécules neutres et/ou de radical CH3" et donc, nous ne rapportons pas de
fragmentations provenant de mécanismes de type RDA pour ce composé. Des observations
analogues sont faites pour les composés poly-méthoxylés (retusine 14, casticine 15 et
robinétine triméthylether 16) ; les ions observés sur les spectres de masse de ces derniers sont
principalement issus de la perte d’un ou plusieurs radicaux CHj3" ou de petites molécules
neutres (CO et CO;). Le seul fragment résultant d’une Retro Diels-Alder présente une
abondance de seulement 3% sur le spectre de la robinétine triméthylether 16. Ainsi, les
spectres de masses des composés poly-méthoxylés 14-16 présentent des mécanismes de
fragmentations analogues avec des ions intenses qui correspondent aux fragments [M - H -
2CH3] et [M - H - 2CH3 - COJ.
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Figure 20 : Mécanismes de fragmentation des flavonols méthoxylés [Fabre et coll., 2001 ;
Cuyckens et Claeys, 2004 ; Lewars et March, 2007 ; Zhao et coll., 2007]
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Tableau 2 : Récapitulatif des ions (m/z) observes pour les flavonols méthoxylés en mode ESI négatif

lons fragments Géraldol Kaempféride 6-Méthoxyflavonol Retusine  Casticine tr:-\r)r?ét;ir?jltéi[]r?er
[M-HJ 299 (10) 299 (12) 267 (40) 357 (37) 373 (28) 343 (6)
[M-H - CHs] 284 (100) 284 (100) 252 (11) 342 (15) 358 (19) 328 (20)
[M-H-CO,J 255 (20) 255 (7) 223 (29) - - 299 (7)
[M-H-cCol - - 239 (1) - - 315 (1)
[M-H-CO-COy 227 (21) 227 (8) 195 (100) 285(1)  301(2) 271 (2)
[M-H - CHs- COT 256 (6) 256 (1) 224 (24) 314 (2)  330(1) 300 (2)
12p- _ ) ) } ) }
L2a-co/t3A 135(30) 151 (15) - - - 135 (3)
1,3B- _ _ _ _ _ _
L2A.CO-COy/BA-CO,  91(11) 107 (10) - - - -
13- co 135(30) 119 (1) - - - -
13B - CH,4 143 (34) 132 (6) - - - -
[M-H - 2CHs] - - - 327 (19) 343(100)  313(100)
[M - H - 2CH3- COJ - - - 299 (100) 315 (57) 285 (48)
[M-H-3CHs] - - - 312 (1)  328(19) 270 (27)
[M - H - 3CH3- COJ - - - 284 (12) 300 (23) -

Les ions en gras correspondent au pic de base.

L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.
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1VV.1.2. Les flavones

Pour les 18 flavones analysées, nous distinguons trois types de structures :
- les flavones non méthoxylées (Figure 21) : chrysine 17, baicaléine 18, lutéoline 19,

apigénine 20, scutellaréine 21 et tricétine 22 ;

OH O OH |c|) OH O
Chrysine (17) Baicaléine (18) Lutéoline (19)

| " | [
OH (o) OH (0] OH o
Apigénine (20) Scutellaréine (21) Tricétine (22)

Figure 21 : Structures des flavones non méthoxylées
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- les flavones méthoxylées déprotonables (Figure 22): chrysoériol 23, diosmétine 24,
acacétine 25, oroxyline A 26, wogonine 27, eupatorine 28 et eupatorine-5-méthyléther 29 ;

OH O OH O OH O
Eupatorine (28)

o]
HyC”
Eupatorine-5-méthylether (29)

Figure 22 : Structures des flavones méthoxylées déprotonables
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- les flavones méthoxylées non déprotonables (Figure 23) : sinensétine 30, nobilétine 31,

tangeérétine 32, scutellaréine tetraméthylether 33, 3°,4’-diméthoxyflavone 34.

o)
3',4'-diméthoxyflavone (34)

o)
HaC™

Scutellaréine tetraméthylether (33)

Figure 23 : Structures des flavones méthoxylées non déprotonables
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a) Les flavones non méthoxylées

Selon Fabre et coll. [2001] et Wu et coll. [2004], les premieres fragmentations des
flavones non méthoxylées (figure 24) correspondent a des pertes de molécules neutres (CO et
CO,) par contraction du cycle C. Les spectres de masse sont également marqués par des ions
intenses correspondant a la perte de cétene (C,H,0) ; cette perte est généralement attribuée a
un réarrangement impliquant les cycles C et B. Le processus de fragmentation met en jeu le
groupement hydroxyle en position 4’ sur le cycle B [Ma et coll., 1997]. En effet, les
fragments correspondant a la libération de céténes sont absents des molécules non
hydroxylées en 4’ [Fabre et coll., 2001]. Consécutivement a la perte de céténe, une perte de
CO, impliquant une contraction du cycle A est parfois observée. 1l convient de souligner une
fragmentation caractéristique des composés B-dihydroxylés sur le cycle A, a savoir la perte
d’un fragment C30, a partir des ions quasi-moleculaires. Cette fragmentation est généralement
suivie par la perte de cétene a partir du cycle C. Nous notons egalement la présence des ions
[M - H - H,OJ typiques des flavonoides aglycones possédant deux groupements hydroxyles
vicinaux [Wu et coll., 2004]. Les fragmentations impliquant des mécanismes de type Retro
Diels-Alder (RDA) conduisent aux ions *B" et/ou “*A"; ces derniers peuvent ensuite perdre
une molécule de CO, [Fabre et coll., 2001].

Les spectres de masse obtenus pour les six flavones non méthoxylées (17-22) (tableau
3) sont en accord avec ceux décrits dans la littérature. Les ions [M - H], [M - H - CO,], [M -
H - CO - CO,] et **A sont toujours observés. La chrysine 17 et la baicaléine 18 ont un pic de
base correspondant a 1’ion quasi-moléculaire [M - H] qui semble étre stabilisé par 1’absence
de groupement hydroxyle sur le cycle B. La présence d’un ou plusieurs groupements
hydroxyles sur le cycle B semble favoriser les mécanismes de RDA ; les quatre autres
molécules (lutéoline 19, apigénine 20, scutellaréine 21 et tricétine 22) ont un pic de base de
type 1B (ions & m/z 133, 117, 117 et 149, respectivement). En outre, les spectres de masse
des six composés 17-22 présentent les ions [M - H - C,H,0] issus de la perte de cétene ;
celle-ci est généralement suivie par la perte d’'une molécule de CO- conduisant aux ions [M -
H - C,H,0 - CO,]. Enfin, les 4 constituants (chrysine 17, lutéoline 19, apigénine 20, et
tricétine 22) ayant une configuration B-dihydroxylés sur le cycle A présentent des ions
caractéristiques [M - H - C30, - C,H,0] correspondant a la perte du fragment C30, suivi de

celle de céténe a partir des ions quasi-moléculaires. Ces fragments ne sont pas observés sur

48



les spectres de masse des composés tri-hydroxylés sur le cycle A: baicaléine 18 et
scutellaréine 21.

6
®
R, j -H N
[M-H -18] R, R5 ©

-C,H,0 )
/ g R, -H

©
HsC o H 5
6
| |
Rg
R3 R,

Figure 24 : Mécanismes de fragmentation des flavones non méthoxylées
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Tableau 3 : Récapitulatif des ions (m/z) observés pour les flavones non méthoxylées en mode
ESI négatif

lons fragments Chrysine Baicaléine Lutéoline Apigénine Tricétine Scutellaréine
[M-HJ 253 (100) 269 (100) 285(7) 269 (15) 301(87) 285 (60)
[M-H-H0J] - 251 (7) 267 (5) - 283 (4) 267 (12)
[M-H-COT 225(4) 241(15) 257 (4) - 273 (3) 257 (6)
[M-H-COjJ 209 (19) 225(3) 241(8) 225(6) 257 (4) 241 (6)
[M-H-CO-CO,J 181 (10) 197 (12) 213(8) 197(3) 229(4)  213(10)
[M - H - C;H,0] 211 (6) - 243 (1) 227(8) 259 (3) 243 (2)
[M -H -C30,] - - - 201 (4)  233(6) 217 (2)
[M-H-Cs0,-C,H,0 143 (31) - 175(5) 159 (8) 191 (17) -

[M - H - C,H,0 - COyjJ - 183(1) 199(3) 183(5) 215(12) 199 (4)
LA 151 (5) 167 (16) 151(6) 151(10) 151(20) 167 (16)
LA - CO, - 123(3) 107(7) 107(9) 107 (7) 123 (5)
13g- 101 (5) - 133 (100) 117 (100) 149 (100) 117 (100)

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.

b) Les flavones méthoxylées déprotonables

Les flavones méthoxylées déprotonables conduisent préférentiellement a une
fragmentation correspondant a la perte d’un radical CHs" a partir des ions quasi-moléculaires
déprotonés [M - H - CHs] (figure 25) [Justesen, 2001]. En général, la perte d’un radical
méthyle a partir d’un anion (flavone déprotonée) est caractéristique de ces molécules car
I’obtention d’ion a nombre pair d’électrons est énergétiquement défavorisée en spectrométrie
de masse [Elgamal et coll., 1986 ; Berahia et coll., 1994 ; Stevens et coll., 1999 ; Huck et
coll., 2000]. Les ions [M - H - CHs] sont souvent pics de base des spectres de masse des
flavones méthoxylées sur les cycles A et/ou B [Justesen, 2000]. Les analyses réalisées en SM?
ont permis de proposer des fragmentations pour ces ions ; il a été distingué deux types de
fragments : - les ions résultant de la perte de petites molécules neutres (CO) [Justesen, 2001 ;
Wau et coll., 2004] ou de radicaux (CHO®) [Berahia et coll., 1994 ; Justesen, 2001 ; Wu et
coll., 2004] ; - les ions résultant de réarrangements de type Retro Diels-Alder (**A", **A7, 1A
- CO,) [Fabre et coll., 2001 ; Justesen, 2001 ; Wu et coll., 2004].
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Nos analyses en spectrométrie de masse sont conformes aux données de la littérature
(tableau 4). Pour les sept composés étudiés (23-29), nous rapportons un pic de base
correspondant a la perte du radical CHs® a partir de I’ion quasi-moléculaire [M - H]". Nous
remarquons que les principales fragmentations permettent de différencier les composés mono-
méthoxylés et poly-méthoxylés. En effet, les cing molécules mono-méthoxylées (chrysoériol
23, diosmétine 24, acacétine 25, oroxyline A 26 et wogonine 27) admettent I’ion quasi-
moléculaire [M - H]" comme fragment le plus intense aprés le pic de base. Nous notons
¢galement que dans ce groupe de composés, seules ’oroxyline A 26 et la wogonine 27 ont un
fragment [1’3A' - CHs] ; ceci s’explique par la position du groupement méthoxy sur le cycle A
alors que les trois autres composés 23-25 sont méthoxylés sur le cycle B. Les deux composes
poly-méthoxylés (eupatorine 28 et eupatorine-5-méthylether 29) se différencient des
molécules précédentes par des fragments issus de la perte de deux ou trois radicaux méthyle.
Les autres fragments, qu’ils soient issus de la perte de petites molécules neutres ou de Retro

Diels-Alder, sont absents ou présents en faible abondance sur les différents spectres de masse.

[M -H -CH, -57]

Figure 25 : Mécanismes de fragmentation des flavones méthoxylées déprotonables [Fabre et
coll., 2001 ; Justesen, 2001 ; Wu et coll., 2004]
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Tableau 4 : Récapitulatif des ions (m/z) observés pour les flavones méthoxylées déprotonables en mode ESI negatif

Eupatorine-5-

lons fragments Chrysoériol Diosmétine Acacétine Oroxyline A Wogonine Eupatorine méthylether
[M-HJ 299 (30) 299 (12) 283 (14) 283 (28) 283 (14) 343 (20) 357 (20)
[M - H - CHas] 284 (100) 284 (100) 268 (100) 268 (100) 268 (100) 328 (100) 342 (100)
[M - H - CH3- COJ 256 (20) 256 (7) 240 (5) 240 (4) 240(3)  299(1) -

[M-H - CHs- CHOT 255(3)  255(4)  239(5)  239(7) 239(6) 299(1) -
[M-H-CH3-CO-CHOT 227(6)  227(6) 211(7) 211(5) 211 (3) - -

BN 151(5)  151(6)  151(6) - - - -

A -CO, 107 (2) 107 (3) 107 (5) - - . -

L3A"- CH;3 - - - 166 (6) 166 (4) - -

1,4A- _ _ _ _ _ _ _

[M - H - 2CHg]" - - - - - 313 (53) 327 (46)
[M - H - 2CHs- COJ ] ] ; . - 285 (14) 299 (12)
[M - H - 3CHg]" ; - - - - 298 (21) 312 (28)
[M - H - 3CHs- COJ’ ] ] ; . - 270 (8) 264 (6)
[M - H - 4CHs]' - - - - - - 297 (14)
[M - H - 4CHs- COT ) ] _ ; ; - 269 (5)

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.
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c) Les flavones méthoxylées non déprotonables

La bibliographie relative aux flavones polyméthoxylées non déprotonables rapporte
uniquement les spectres de masse en mode positif [Elgamal et coll., 1986 ; Berahia et coll.,
1994 ; Stevens et coll., 1999 ; Huck et coll., 2000 ;Justesen, 2000, 2001 ]. Les principaux
chemins de fragmentation des ions quasi-moléculaires [M + H]" sont représentés a la figure
26. 11 s’agit notamment de : - la dissociation des flavones protonées via la perte d’un ou
plusieurs radicaux méthyle conduisant aux cations de type [M + H - CH3]", [M + H - 2CH3]" ;
- I’élimination de différentes molécules neutres tels que CH,4, CO, CO, et H,O conduisant aux
ions [M + H - CH4]"; [M + H - H,0 - CH3]"; [M + H - CO,]", etc. Par ailleurs, la littérature
souligne également 1’absence de fragments issus de réaction de Retro Diels-Alder. En outre,
Wang et Zhang. [2009] rapportent une fragmentation caractéristique des composés poly-
méthoxylés sur le cycle B (généralement di-méthoxylés en 3°, 4°) ; il s’agit de la perte d’une
molécule de méthane a partir des molécules protonees. Les auteurs indiquent également que la
formation de I'ion [M + H - CO - H,O - CHas]" est liée & la présence combinée de
groupements méthoxy en position 5 et 6 (ou 6 et 7) sur le cycle A. Enfin, ces récents travaux
établissent des mécanismes de fragmentation plus « réalistes » (Figure 27) que ceux rapportés
initialement par Zhou et coll. [2007] et Del Rio et coll. [1998] a savoir la formation de tri- et

tétra-radicaux (Figure 26).

Parmi les cing composés étudiés, quatre flavones polymeéthoxylées non déprotonables
(sinensétine 30, nobilétine 31, tangérétine 32 et scutellaréine tetraméthylether 33) ont un pic
de base correspondant a la perte de deux radicaux méthyle [M + H - 2CH3]" sur les spectres
obtenus en mode positif (tableau 5). Comme indiqué précédemment, les autres fragments
observés correspondent aux molécules protonées et aux pertes de petites molécules neutres.
Parmi les plus intenses, nous pouvons citer les ions [M + H - CHs]", [M + H - CO - H,0 -
CHs]", [M + H - CO,]" et [M + H - CO - H,0]". Il apparait, également, que ces fragments
sont plus favorisés pour les composés tri-méthoxylés sur le cycle A (sinensétine 30 et
scutellaréine tetraméthylether 33) que pour les composes tétra-méthoxylés (nobilétine 31 et
tangérétine 32). La structure de la 3°,4’-diméthoxyflavone (34) differe de celles des quatre
autres flavones méthoxylées 29-32 puisqu’elle ne posséde aucune fonction sur le cycle A.
Cette particularité conduit & I’observation d’un pic de base correspondant au fragment [M + H

- CH4]" (ion a m/z 267).
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Figure 26 : Mécanismes de fragmentation des flavones méthoxylées non déprotonables [Del
Rio et coll., 1998 ; Zhou et coll., 2007]
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Figure 27 : Mécanisme de fragmentation des flavones méthoxylées non déprotonables
propose par Wang et Zhang [2009]
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Tableau 5 : Récapitulatif des ions (m/z) observes pour les flavones méthoxylées non déprotonables en mode ESI positif

Scutellaréine

3',4'-diméthoxyflavone

lons fragments Sinensétine Nobilétine Tangérétine tetraméthylether
[M+H] 373 (50) 403(30) 373(19) 343 (20)
[M + H - H,0]" - - - 325 (46)
[M+H-CHs]" 358 (15) 388 (15) 358 (18) 328 (15)
[M+ H - 2CHs]" 343 (100) 373 (100) 343 (100) 313 (100)
[M+H-CO,]" 329 (45) 359 (4) 329 (3) 299 (54)
[M+H-cOo]’ - - - -
[M+H-CH." 357 (38) 387 (3) 357 (2) 327 (35)
[M + H - H,O - CHg]" 340 (16) - - 310 (16)
[M+H-CO-H,0O-CHs]" 312(54) 342(3)  312(4) 282 (60)
[M + H - H,O - 2CH3]" 325(10) 355 (14) 325 (15) 295 (2)
[M + H - 3CHs]" 328 (10) 358 (15) 328 (19) -
[M+H - CO - H,0]" 327 (35) 357(7) 327 (4) 297 (17)

283 (15)
265 (10)
268 (10)
253 (1)

267 (100)

222 (15)

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.
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1VV.1.3. Les isoflavones

Les isoflavones analysées sont au nombre de quatre (figure 28) :
- une isoflavone non méthoxylée : daidzéine 35 ;

- trois isoflavones méthoxylées : glycitéine 36, prunétine 37 et biochanine A 38.

Prunétine 37 Biochanine A 38

Figure 28 : Structure des isoflavones étudiées

Les isoflavones méthoxylées vont perdre préferentiellement un radical méthyle pour
donner I’ion [M - H - CH3]" qui généralement correspond au pic de base du spectre. Ensuite
les isoflavones, qu’elles soient méthoxylées ou non, suivent les mémes chemins de
fragmentation (figure 29). Ces composés perdent un radical formyle CHO® [Fabre et coll.,
2001 ; Klejdus et coll., 2001 ; March et coll., 2004]. 11 s’agit d’une fragmentation remarquable
car cette perte n’est décrite dans la littérature que dans le cas des flavones méthoxylées
déprotonables. Le fragment obtenu peut subir deux pertes successives de CO. En revanche la
littérature ne rapporte pas de perte de petites molécules neutres (CO et CO;). Ce constat
résulte directement de la structure des isoflavones pour qui le cycle B est en position 3 du
cycle C (et non en position 2 comme pour les autres flavonoides). Enfin, la littérature montre
que les isoflavones se fragmentent également via des réactions de Retro Diels-Alder. Les

fragments observés sont issus de rupture de type °°B", °*B", 1°B et M*A.
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‘QDA RDA RDA
[M-H - CH,I ‘{ R

7

Figure 29 : Mécanismes de fragmentation des isoflavones

Les analyses réalisées au laboratoire (tableau 6) sont en accord avec les données de la
littérature. Nous constatons que les fragmentations de la daidzéine 35 (isoflavone non
méthoxylée) se démarquent de celles des isoflavones méthoxylées 36-38. Il apparait
également que la daidzéine 35 est une molécule difficile a fragmenter comme en témoigne
son pic de base qui correspond a I’ion quasi-moléculaire. Les fragments obtenus a partir de ce
dernier sont de nature variée puisque nous observons des fragments issus : - de réactions de
type Retro Diels-Alder (**A", 1°B et °*B") ; - la perte du radical CHO ; - et enfin, la perte de
petites molécules neutres conduisant a [M - H - CO,], [M-H - CO] et [M - H - CO - CO,].

Ces petites molécules neutres ne sont pas rapportées dans la littérature. Concernant les trois
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isoflavones méthoxylées 36-38, nous constatons que 1’ion [M - H - CH3]" correspond a chaque
fois au pic de base. Nous remarquons également que la glycitéine 36 et la prunétine 37 ont des
spectres de masse analogues se différenciant uniquement par 1’abondance des ions (exemple
des ions & m/z 240 et 239). La biochanine A 38 méthoxylée sur le cycle B se démarque des
deux composés précédents méthoxylés sur le cycle A par la présence d’un fragment [M - H -
CO,] relativement intense (35%). Cet ion - observé également sur le spectre de masse de la

daidzéine 35 - semble caracteristique des isoflavones non-méthoxylés sur le cycle A.

Tableau 6 : Récapitulatif des ions (m/z) observeés pour les isoflavones en mode ESI négatif

lons fragments Daidzéine Glycitéine Prunétine Biochanine A
[M - HJ 253 (100) 283(35) 283 (33) 283 (30)
[M-H - CHs] - 268 (100) 268 (100) 268 (100)
[M-H-CO, 209 (39) - - 239 (35)
[M-H-COol 225 (27) - - -
[M-H-CO-COy 181 (10) - - -
[M-H-CHs-COJ - 240 (44) 240 (8) 240 (13)
[M-H-CHs- CO;-COJ - 196 (7) 196 (2) 196 (5)
[M-H-CHOJ 224 (65) - - -
[M-H-CHO-COJ 196 (32) - - -
[M-H-CHO -2COJ - - - -

[M - H - CHs - CHOJ - 239 (4) 239 (15) 239 (35)
[M-H-CHs-CHO-COJ - 211 (4) 211 (7) 211 (26)
L3p 135 (30) - - 151 (1)
13 117 (14) - - -
L3A- CO, 91 (49) - - -
03p- 133 (60) - - -
03B"- CHs4 - - - 132 (15)
O,4B— _ _ _ _

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.
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IV.1.4. Les flavan-3-ols

Nous avons étudié les mécanismes de fragmentation de trois flavan-3-ols : catéchine

39, épicatéchine 40 et épigallocatéchine 41 (Figure 30).

OH OH OH
OH OH OH
HO (@] ~\\\\ HO O S
a OH
“oH “oH
OH OH
Catéchine (39) Epicatéchine (40) Epigallocatéchine (41)

Figure 30 : structures des catéchines étudiées

D’apres la littérature [Perez-Magarino et coll., 1999 ; Cren-Olive et coll., 2000 ;
Miketova et coll., 2000 ; Stoggl et coll., 2004 ; Benavides et coll., 2006], les fragments les
plus courants proviennent de la perte d’un des cycles (A ou B) suivi de I’¢élimination d’une
molécule d’eau ; il s’agit des ions [M - H - Cycle A - H,O] et [M - H - Cycle B - H,O]
(figure 31). La perte directe de petites molécules neutres n’est pas favorisée par la structure
des flavan-3-ols. En revanche, les réactions de type Retro Diels-Alder sont fréquentes et
conduisent & des ions abondants de type *A” et **B". En outre, la littérature indique deux

voies possibles pour I’obtention des ions [M - H - 44]"; la perte de CO; et celle de C,H,40.

Les spectres de masse des trois flavan-3-ols 39-41 se caractérisent par un pic de base
correspondant aux ions [Cycle B - H] (tableau 7). Nous remarquons que cette fragmentation
est favorisée lorsque le cycle B est dihydroxylé (39 et 41) ; ainsi, les ions quasi-moléculaires
[M - H] sont moins intenses sur les spectres de la catéchine 39 et de 1’épicatéchine 40 que sur
celui de I’épigallocatéchine 41. Il convient également de souligner que la différenciation des
deux stéréoisomeres 39 et 40 est difficile sur la seule base de la spectrométrie de masse en

raison de la similitude des spectres.
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- CO,
» Structure a déterminer

ou

R4
% La structure est déduite a partir de fragmentations en mode positif

Figure 31 : Mécanismes de fragmentation des flavan-3-ols

Tableau 7 : Récapitulatif des ions (m/z) observés pour les flavan-3-ols en mode ESI négatif

lons fragments (+)-Catéchine  (-)-Epicatéchine (-)-Epigallocatéchine
[M-HJ 289 (15) 289 (11) 305 (51)
[M - H-H0] 271 (8) 271 (3) 287 (1)
EZI\z/ll-l;CH)]t COJ'/[M-H - 245 (15) 245 (14) 261 (9)
[M - H - Cycle B] 179 (4) 179 (7) 179 (20)
[M - H - Cycle AT 205 (16) 205 (18) 221 (12)
[M - H-Cycle B - H,O 161 (15) 161 (22) 161 (4)
[M - H - Cycle A - H,0T 187 (18) 187 (15) 203 (4)
L3p 137 (29) 137 (30) 137 (30)
[Cycle B - H] 109 (100) 109 (100) 125 (100)
13 149 (20) 149 (20) 165 (23)

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthese.
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IV.1.5. Les flavanones

Parmi les sept flavanones analysées, nous distinguons deux types de substitutions :
- les flavanones méthoxylées (Figure 32) : hespérétine 42, isosakuranétine 43, sakuranétine
44 et bavachinine 45 ;
- les flavanones non méthoxylées (Figure 32): naringénine 46, liquiritigénine 47 et

pinocembrine 48.

Hespérétine 42 Isosakuranétine 43 Sakuranétine 44

prendavend

Naringénine (46) Liquiritigénine (47)

OH O
Pinocembrine (48)

Figure 32 : Structure des flavanones étudiées.

Les mécanismes de fragmentation des flavanones (figure 33) [Weintraub et coll.,
1995 ; Fabre et coll., 2001 ; Hughes et coll.,, 2001 ; Nikolic et Van Breemen, 2004 ;
Tsimogiannis et coll., 2007 ; Xu et coll., 2009] dépendent fortement de la présence dun
substituant méthoxy ; ce dernier entraine une fragmentation spécifique par perte du radical

méthyle pour former un radical anion stable. Les spectres des flavanones méthoxylées sont
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riches en fragments dérives de I’ion [M - H - CHs]". Les pertes de molécules neutres déja
observées sur les autres types de flavonoides se produisent a partir des cycles A (perte de
C30,) et C (perte de CO, CO,, C,;H;0). Dans ce contexte, il apparait que la liaison
oxygene/carbone dans le radical méthoxy est extrémement active et les réactions de type
Retro Diels-Alder sont défavorisées dans le processus de fragmentation. A contrario, les
fragmentations issues du mécanisme Retro Diels-Alder sont prédominantes pour les
flavanones non méthoxylées et conduisent a des ions de forte intensité de type [M - H - Cycle
BT, %‘B’, M*A et 1B,

Figure 33 : Mécanismes de fragmentation des flavanones
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Les analyses réalisées au laboratoire sont en accord avec les données de la littérature
(tableau 8). Les flavanones méthoxylées (hespérétine 42, isosakuranétine 43 et sakuranétine
44) ont un pic de base [M - H - CH3] correspondant a la perte d’un radical CH3" a partir de
I’ion quasi-moléculaire [M - H]". Les principaux fragments observés sont issus de la perte de
petites molécules neutres (CO, CO,, C30;) a partir de cet ion [M - H - CH3]". Nos résultats
confirment également la faible intensité des ions résultant d’une Retro Diels-Alder avec ces
constituants. Le spectre de masse de la bavachinine 45 differe fortement de ceux des trois
composés précédents puisque seuls deux fragments sont observés : 1’ion quasi-moléculaire
[M - H] et I’ion 13p- (pic de base). Cette particularité est imputable a la présence d’un

groupement isoprényle en position 6 du cycle A.

Concernant les flavanones non méthoxyleées, les fragmentations de la naringénine 46 et
de la liquiritigénine 47 sont comparables par la présence d’un pic de base correspondant a
I’ion °B" et de multiples fragments résultant de réactions de Retro Diels-Alder (**A” et “*A~-
CO,). Il est a noter que les ions provenant de la perte de molécules neutres sont absents ou
présents en tres faible intensité sur les spectres. Enfin, la pinocembrine 48 se différencie par
un pic de base correspondant a I’ion quasi-moléculaire. A I’inverse des autres flavanones,
cette molécule 48 ne présente pas un processus de fragmentation privilégié ; les ions
abondants correspondent aussi bien a la perte de petites molécules neutres (C,H,0 et C30,)

qu’a des mécanismes de type Retro Diels-Alder (**A).
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Tableau 8 : Récapitulatif des ions (m/z) observes pour les flavanones en mode ESI négatif

lons fragments Hespérétine Isosakuranétine Sakuranétine Bavachinine Naringénine Liquiritigénine Pinocembrine
[M -H] 301 (12) 285 (37) 285 (30) 337 (25) 271 (3) 255 (15) 255 (100)
[M -H -H,0] 283 (1) - 267 (1) - - - -

[M -H -COJ - - - - - - 227 (9)
[M -H -CO,] 257 (7) - - - - - 211 (21)
[M -H -CO -CO,] - - - - - - 183 (14)
[M -H -C,H,0] - 243 (10) - - - - 213 (69)
[M -H -C50,] - 217 (1) - - - - 187 (20)
[M -H -C30, -C,H,0] - 175 (7) - - 161 (3) - 145 (53)
[M -H -C,H,0 -CO,]" 215 (6) 199 (1) - - 185 (2) - 169 (27)
[M -H -CHs] 286 (100) 270 (100) 270 (100) - - - -

[M -H -CH;-COJ 258 (12) 242 (6) 242 (2) - - - -

[M -H -CH;-CO,] 242 (24) 226 (19) 226 (47) - - - -
[C'\g]'.H “CH;-CO; - 214(16) 198 (21) 198 (25) ; ; ; :

[M -H -CH;-C50,] 218 (11) 202 (33) 202 (9) - - - -
L3p 151 (9) 151 (32) 165 (45) - 151 (36) 135 (43) 151 (55)
L3A-CO, 107 (13) - 121 (4) - 107 (30) - 107 (20)
L3A -CH;, - - 150 (6) - - - -
Lap 125 (5) - - - - - -
04p- - - 165 (7) - 165 (3) - -
04B" _CH,4 - 164 (7) - - - - -
948" .CH,-CO - 136 (1) - - - - -
13p- - - 119 (3) 119 (100) 119 (100) 119 (100) -
138" -CH;, 136 (4) - - - - - -

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.
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IV.2. Les flavonoides glycosylés

Dans les végétaux, les flavonoides sont souvent présents sous forme de dérivés
glycosylés. Il en existe deux types: les O-glycosides (liés a 1’aglycone par une liaison
carbone-oxygene) et les C-glycosides (liés a ’aglycone par une liaison carbone-carbone). Les
sucres les plus courants sont dérivés du glucose et du rhamnose. Les arabinoses, xyloses et les
acides glucoroniques sont moins fréquemment rencontrés [Cuykens et Claeys, 2004 ; Vukics
et Guttman, 2010]. Par ailleurs, Cuyckens et coll. [2000] ont mis en évidence des positions de

glycosylation préférentielles en fonction de la nature de ’aglycone (Figure 34).

8
“ .
o l ‘ ! N
Flavones 0

Flavanones

Flavonols

Figure 34 : Positions préférentielles pour la glycosylation en fonction de la nature des

aglycones [Cuyckens et coll., 2000]

1V.2.1. Nomenclature

La nomenclature de fragmentation des flavonoides glycosylés a été définie a partir des
travaux sur les sucres en spectrométrie de masse [Domon et Costello, 1988]. Ainsi, la
bibliographie [Ma et coll., 1997 ; Cuyckens et Claeys, 2004] décrit les principales regles de

nomenclature a appliquer avec les dérivés glycosylés (Figure 35).
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Pour les ions issus de [’aglycone -

- les ions sont nommés par les lettres X, Y et Z. « X » est affecté a 1’ion ayant subi une
fragmentation sur le cycle saccharidique. «Y » et «Z» sont attribués lorsque la
fragmentation se situe au niveau de la liaison interglycosidique ;

- aux lettres définies ci-dessus s’associe un indice (j) qui représente le numéro associé a la
liaison interglycosidique rompue et décomptée a partir de I’aglycone ; la liaison qui lie
I’aglycone au sucre porte le numéro 0. Les lettres X, Y et Z peuvent, également, étre
affectées d’un exposant dans le cas ou la molécule posséde au moins deux sucres
positionnés différemment sur I’aglycone ; les exposants indiquent, alors, la position du
sucre qui a été perdu [Stobiecki, 2000]. Dans le cas ou la chaine glycosidique est liée a
I’aglycone par une liaison C-C, la numérotation commence sur le C-glycosyle. La
notation des ions Y ou Z, formés signifie que la fragmentation se produit au niveau de

la liaison C-C ou C-O liant I’aglycone au premier sucre.

Pour les ions issus de fragments glycosidiques.

- les ions sont designés par les lettres A, B, C. Les ions de types A correspondent a des
ions issus de fragmentations sur le cycle carbohydrate. Les ions de types B et C
correspondent a des fragmentations sur les liaisons interglycosidiques ;

- Aux lettres définies ci-dessus s’associent un indice (i) qui représente le numéro de la
liaison interglycosique rompue. Cet indice est toujours supérieur ou egal a 1, et est
affecté aux liaisons interglycosidiques, comptées a partir du sucre terminal.

- aux identifiants décrits ci-dessus, s’ajoutent également deux exposants (k,I ; notés avant
les lettres) qui indiquent les liaisons rompues sur le cycle carbohydrate. Ces deux
exposants concernent donc les ions A et X, puisque seuls ces derniers caractérisent une

fragmentation sur le cycle saccharidique.
Nota : Les ions de type A peuvent étre facilement confondus avec ceux désignant les
fragments des aglycones (voir 1V.1.). Il faut noter que les ions issus des aglycones ne portent
pas d’indices (ou l’indice 0) alors que les ions désignant des fragments issus d’un sucre

portent un indice supérieur ou égal a 1.

L’ensemble de cette nomenclature est schématisée par la figure 35.
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Figure 35 : Schéma de la nomenclature de fragmentation des flavonoides glycosylés.

Nous avons procédé a I’é¢tude mécanistique des flavonoides glycosylés répertori€s
dans notre base de données. Dans le cas de composés absents de notre bibliothéque, les
informations collectées nous permettront de [Cuyckens et Claeys, 2004 ; Vukics et Guttman,
2010]: - déterminer la nature de 1’aglycone et du (des) sucre(s) ; - de préciser le type de
liaisons entre 1’aglycone et le sucre (O-glycosides, C-glycosides, O,C-diglycosides) ainsi que
la position de ces liaisons sur le squelette aglycone. Il faut noter que les fragmentations
observées sont différentes selon le mode utilisé (positif ou négatif) en spectrométrie de masse.

Pour notre part, nous avons choisi de privilégier le mode négatif.

IV.2.2. Détermination de la nature de la liaison sucre-aglycone

En général, les spectres en mode négatif présentent des ions quasi-moléculaires [M -
H] ; ces anions se fragmentent par perte de(s) substituant(s) glycosidique(s) entrainant la
formation d’ions intenses qui correspondent a I’aglycone [Cuykens et coll., 2000 ; Cuyckens
et Claeys, 2004 ; Vukics et Guttman2010]. La différence entre ces deux types de fragments
(quasi-moléculaire et aglycone) permet souvent de déterminer la masse du substituant

glycosidique. En revanche, le(s) substituant(s) glycosyle(s) ne produisent pas d’ions intacts
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qui puissent donner lieu a une interprétation univoque. La littérature indique, également, que
la différenciation entre les différents types de dérives glycosylés (O-glycosides, C-glycosides
et O,C-diglycosides) est rendue possible par I’étude des fragmentations [Ferreres et coll.,
2007].

Les spectres des flavonoides O-substitués sont remarquables par la présence de deux
ions : Yo et [Yo - H]™. Ces ions sont formés par un réarrangement avec transfert d’hydrogéne
pour Yy et par un clivage homolytique de la liaison acétal interglycosidique pour [Yo - H]™®
[Hvattum et Ekeberg, 2003 ; Davis et Brodbelt, 2008]. Il convient de souligner que la
présence simultanée de ces deux ions sur les spectres de masse est caractéristique des flavones
et flavonols. 1l semble qu’une fonction cétone o3 insaturée sur le cycle C soit indispensable
pour générer des radicaux anions stables. L’abondance de ces derniers dépend fortement de la
nature du sucre et de sa position sur I’aglycone (cf Partie A 1V.2.4). Le rapport d’intensité [Yo
- H]*/ Yo admet une dépendance vis-a-vis du niveau d’hydroxylation de 1’aglycone :

- Pour les flavonols O-glycosylés en position 3, ce rapport augmente avec le nombre de
groupes hydroxyle sur le cycle B [Hvattum et Ekeberg, 2003]. Cependant, cette
observation n’est qu’une tendance et des contre-exemples ont pu étre relevés [Davis et
Brodbelt, 2008].

- Pour les flavonols O-glycosylés en position 7, le radical anion est généralement de tres
faible intensité. Cependant, la formation de [Y, - H]™® est favorisée par la présence d’une
structure diphénol (ortho ou para) sur le cycle B.

- Pour les flavones O-glycosylées en position 7, la probabilité de formation du radical
anion diminue avec I’augmentation du nombre d’hydroxyles sur le cycle B. Enfin, la

présence de substituants méthoxy défavorise, voire, inhibe la formation de [Y, - H]™.

Concernant les flavonoides C-glycosylés, la C-glycosylation se produit sur le cycle A
en position 6 ou 8. La fragmentation de la liaison C-C entre 1’aglycone et le sucre n’est pas
favorisée ; I’information structurale obtenue en spectrométrie de masse est donc limitée avec
ces constituants [Vukics et Guttman, 2010]. Aussi, les réactions de déshydratation sont

fréquentes et les principales fragmentations se produisent sur les cycles saccharidiques.

Enfin, la fragmentation des flavonoides O,C-diglycosylés en spectrométrie de masse

(avec une énergie de collision faible a modérée) entraine I’apparition de deux types d’ions
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caracteristiques : - le premier Y correspond a la perte du sucre lié¢ a ’aglycone par une liaison

C-O; - le second "X issu de la fragmentation du sucre li¢ & I’aglycone par une liaison C-C.

IV.2.3. Détermination de la nature de(s) substituant(s) glycoside(s)

D’apres la littérature [Cuyckens et coll., 2000 ; Cuyckens et Claeys, 2004 ; Vukics et
Guttman, 2010], la nature du sucre peut étre déterminée par la perte d’une molécule neutre
liée a la fragmentation de la chaine saccharidique (Figure 36). En effet, le défaut de masse
entre les ions « précurseurs » (quasi-moléculaires) et les ions « produits » (type X, Y ou Z)
permet de déterminer la structure du substituant glycosyle : hexose, désoxyhexose ou pentose
(tableau 9).

Hexoses
01X [M - H - 150]

02X [M - H - 120]
03% [M - H - 90]
LS [M - H - 134T

Pentoses
01X [M - H - 1201

02X [M - H - 90]
03X [M - H - 60]
LS [M - H - 104]

Figure 36 : Schéma de fragmentation de la chaine saccharidique
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Tableau 9: Défaut de masse entre ions « précurseurs » et « produits » en fonction de la nature
du sucre et du type de liaison aglycone-sucre.

O-glycosides C-glycosides
Yi Zi 0,1X O,ZX O,SX 1,5X
Hexoses 162 180 150 120 90 134
Désoxyhexoses 146 164 134 104 74 120
Pentoses 132 150 120 90 60 104

La majorité des flavonoides glycosylés sont monoglycosylés ou diglycosylés. Dans le
cas des dérivés diglycosylés, quatre isomeres peuvent étre distingués : les di-O-glycosylés, les
di-C,0O-glycosylés, les O-diglycosylés et les C,O-diglycosylés [Ferreres et coll., 2004, 2007 ;
Ablajan et coll., 2006]. Ces isoméres peuvent généralement étre différenciés par rapport a
I’abondance de certains ions caracteristiques. Les facteurs de différenciation sont résumes
dans le tableau 10. Néanmoins, la détermination de la séquence d’enchainement des sucres
n’est pas aisée en spectrométrie de masse car des fragmentations non attendues peuvent se
produire. A titre d’exemple, le spectre de masse de la rutine présente un ion désigné par Y~
correspondant a la perte unique du groupement glycosyle lié directement a ’aglycone [Li et
Claeys, 1994 ; Ma et coll., 2000;].

Tableau 10: Abondance relative des ions fragments en fonction de la liaison aglycone-sucre

Y1 Yo Zy [Yi-H]® [Yo-2H] [Yo-H]®
di-O-glycosylé 100% ~ 20-30% Présent Présent
di-C,0-glycosylé 100% Présent

. , Intensité 0 ,
O-diglycosyle faible 100% Présent
C,O-diglycosylé < 10% 100%

IV.2.4. Détermination de la nature des liaisons interglycosidiques

Avec les dérivés d’oligosaccharides, plusieurs types de liaisons interglycosidiques sont
possibles entre la position 1 d’un sucre et les positions 2, 3, 4 et 6 du sucre suivant ; toutefois,
les liaisons interglycosidiques 1->2 et 1->6 sont favorisées [Ma et coll., 2001]. A titre
d’exemple, les structures de deux flavonoides isomeéres (narirutine et naringine) se
différenciant uniquement par la nature de la liaison interglycosidique (al->6 et al->2,

respectivement) sont présentées sur la figure 37.
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Narirutine (a1->6)

OH OH

Naringine (a1->2)

Figure 37 : Structures de la narirutine et de la naringine

La détermination de la nature de ces liaisons interglycosidiques est problématique en
spectrométrie de masse. En effet, les expériences menees en mode positif ont mis en évidence
des résultats contradictoires en fonction des paramétres d’ionisation utilisés [Ma et coll.,
2001 ; Cuyckens et coll., 2001]. En mode négatif, les études récentes [Cuyckens et coll.,
2001 ; Vukics et Guttman, 2010] présentent des résultats plus prometteurs ; notamment, au
niveau de la fragmentation de la liaison aglycone-sucre qui donnent lieu aux ions Yo (pic de
base). Cette fragmentation se produit avec transfert de proton a partir de 1’hydroxyle en
position 2 sur le sucre. Dans le cas de dérivés al->6, cette fragmentation est favorisée et
devient prépondérante par rapport aux autres. Dans le cas de dérives al->2, il n’y pas de
proton disponible en position 2 et I’ion Yy se forme beaucoup plus difficilement. D’autres
fragmentations ne sont donc plus défavorisées et les spectres des dérives al—->2 sont
beaucoup plus riches que ceux des dérivés al->6 [Cuyckens et coll., 2001]. Par exemple, les
ions Y sont plus abondants dans le cas de liaisons 1->2 que dans celui de liaisons 1->6.
Néanmoins, le rapport d’intensité Yo /Y1 n’est pas toujours déterminant [Cuyckens et coll.,
2000]. Les ions les plus informatifs sont ceux qui impliquent la fragmentation des cycles
saccharidiques. En effet, les publications les plus récentes [Cuyckens et Claeys, 2004]
signalent la présence d’un ion abondant ®?X,” pour les isomeéres al->2, alors qu’il est de
faible intensité pour les isoméres al>6. Ce fragment >*Xy est donc caractéristique des

isomeres al->2 et peut étre utilisé comme ion « diagnostic ».
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IV.2.5. Etude des fragmentations de composés standards

Dans ce qui suit, nous rapportons nos travaux sur les fragmentations de 22 flavonoides

glycosylés, de structures aglycones diverses, se répartissant en (tableau 11) :

six composes O-monoglycosylés en position 3 (flavonol 49-52), en position 7 (flavanone
53) ou en position 6’ (dihydrochalcone 54) ;

treize composés O-diglycosylés (hexose-désoxyhexose) en position 7 (flavanone 55-62,
flavonol 65 flavone 66, dihydrochalcone 67) ou en position 3 (flavonol 63-64) et ayant des
liaisons interglycosidiques a.(1-2>6) ou a(12>2) ;

deux flavones di-glucoside 3°,7-O (lutéoline-3',7-di-O-glucoside 68) et 6-C et 7-O
(saponarine 69) ;

un flavonol particulier (robinine 70) obtenu par une glycosylation : 3-O-diglycoside

(hexose-désoxyhexose a(1->6) et 7-O-monoglycosyde (désoxyhexose).

a) Etude des flavonoides O-monoglycosylés

Les spectres de masse des six flavonoides O-monoglycolsylés (49-54) sont tres

informatifs ; comme le montrent les fragmentations caractéristiques rapportées au tableau 12 :

Les quatre flavonols (quercitrine 49, isoquercitrine 50, hyperoside 51 et myricitrine 52)
conduisent a un pic de base correspondant a I’ion [Yo - H] et a des ions intenses Y, Ces
résultats sont conformes a ceux de la littérature, la masse du sucre est déduite de ces
spectres par différence entre les ions quasi-moléculaires et les ions Yo (fragment
aglycone). Pour I’isoquercitrine 50 et I’hyperoside 51, nous remarquons des fragmentations
du groupement saccharidique (hexose) qui conduisent & des ions °*?X,” de faible intensité.
Ces ions sont absents des spectres des deux autres flavonols O-monoglycolsylés
(quercitrine 49, myricitrine 52) ; ceci est probablement di a la présence d’un sucre de type
désoxyhexose.

La flavanone (flavanomaréine 53) et la dihydrochalcone (phloridzine 54) se différencient
nettement des flavonols par ’absence des ions [Yo - H] ; le pic de base étant I’ion Yy La

flavanomaréine 53 se singularise également par un nouveau fragment Z," a m/z 269.
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Tableau 11 : Caractéristiques structurales des composeés standards étudiés

Type de Type Sucre et liaison Liaison
n® Composes squelette d’aglycone Type de sucre sucre-aglycone interglycosidique
flavonique
49 Quercitrine Flavonol Quercétine désoxyhexose 3-O-rhamnoside -
50 Isoquercitrine Flavonol Quercétine hexose 3-O-glucoside -
51 Hyperoside Flavonol Quercétine hexose 3-O-galactoside -
52 Muyricitrine Flavonol Myricétine désoxyhexose 3-O-rhamnoside -
53 Flavanomaréine Flavanone Isookanine hexose 7-O-glucoside -
54 Phloridzine Dihydrochalcone Phlorétine hexose 6'-O-glucoside -
55 Narirutine Flavanone Naringénine  Hexose- désoxyhexose 7-O-rutinoside® a(1->6)
. s ) 7-O-
56 Naringine Flavanone Naringénine  Hexose- désoxyhexose néohespéridoside” a(1>2)
57 Hespéridine Flavanone Hespérétine  Hexose- désoxyhexose 7-O-rutinoside? a(1->6)
) A . ) 7-O-
58 Néohespéridine Flavanone Hespeérétine  Hexose- désoxyhexose néohespéridoside® a(152)
59 Eriocitrine Flavanone Eriodictyol Hexose- désoxyhexose 7-O-rutinoside® a(1->6)
fpi i - ) 7-0-
60 Neoériocitrine Flavanone Eriodictyol Hexose- désoxyhexose néohespéridoside” a(1>2)
61 Didymine Flavanone Isosakuranétine Hexose- désoxyhexose 7-O-rutinoside? a(1->6)
- - ) 7-0-
62 Poncirine Flavanone Isosakuranétine Hexose- désoxyhexose néohespéridosi deb a(1>2)
63 Rutine Flavonol Quercétine Hexose- désoxyhexose 3-O-rutinoside? a(1->6)
64 Datiscine Flavonol Datiscétine Hexose- désoxyhexose 3-O-rutinoside? o(1>6)
Kaempférol-7-O- ) ) 7-0-
65 néohespéridoside Flavonol Kaempférol ~ Hexose- désoxyhexose néohespéridoside” «(152)
66 Diosmine Flavone Diosmétine Hexose- désoxyhexose 7-O-rutinoside® a(1->6)
Néohespéridine . . ) 7-0-
67 dihydrochalcone Dihydrochalcone  Hespérétine  Hexose- désoxyhexose néohespéridoside® «(152)
68 Luteollne_-3 7-di- Flavone Lutéoline Hexose + hexose 3',7-di-O-glucoside
O-glucoside -
. s 6-C-glucoside et 7-
69 Saponarine Flavone Apigénine Hexose + hexose O-glucoside i
- A - | i i c -
70 Robinine Flavonol Kaempférol Hexose-désoxyhexose  3-O-robinoside” et 7 a(156)

+ désoxyhexose

O-rhamnoside

& Rutinose : 6-O-a-L-rhamnosyl-D-glucose ;

® Néohespéridose : 2-O-a-L-rhamnosyl-D-glucose ;
¢ Robinose : 6-0-a-L-rhamnosyl-D-galactose.

Tableau 12 : Récapitulatif des ions (m/z) observes pour les flavonoides O-monoglycosylés en

mode ESI négatif

n° Composés [M-H %Xy [*Xo-H:0]  Z¢ Yo [Yo - HI
49 Quercitrine 447 (33) - - - 301 (70) 300 (100)
50 Isoquercitrine 463 (30) 343 (1) - - 301 (46) 300 (100)
51 Hyperoside 463 (28) 343 (4) - - 301 (19) 300 (100)
52 Myricitrine 463 (35) - - - 317 (22) 316 (100)
53 Flavanomaréine 449 (52) - - 269 (17) 287 (100) -

54 Phloridzine 435 (37) - - - 273 (100) -

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthese.
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b) Etude des flavonoides O-diglycolsylés

Ainsi qu’indiqué dans le tableau 11, les treize flavonoides O-diglycosylés (55-67) dont
nous avons étudié les fragmentations sont constitués d’un squelette aglycone : (i) de type
flavanone (55-62), (ii) de type flavonol (63-65), (iii) de type flavone (66) ou (iv) de type
dihydrochalcone (67).

Les spectres de base des huit composés présentant un aglycone de type flavanone
exhibent généralement un pic de base correspondant au fragment Yy, ; c’est typiquement le
cas de 55, 57, 58, 59, 61 et 62 (tableau 13). Pour ces composés, la présence d’un substituant
disaccharidique est révélée par 1’observation simultanée des ions quasi-moléculaire et Yy .
Les autres ions observés ont des abondances relativement faibles ([**Xo - Yi1] et [*?Xo - Y -
H,0]) ou n’apparaissant que pour certains composés (par exemple Y; avec la naringine 56).
Cependant, nous relevons deux exceptions a ces résultats, la naringine 56 et la néoériocitrine
60 présentent des pics de base correspondants au fragment **A” (m/z 459 dans les deux cas).
Ce fragment provient d’une voie alternative décrite par Shi et coll. [Shi et coll., 2007] ; elle
est imputée a une rétrocyclisation du cycle C de la partie aglycone impliquant une rupture des
liaisons 1 et 3. Cette fragmentation est probablement due a la présence d’un groupement

hydroxyle en position 4’ du cycle B.

Les trois composés (rutine 63, datiscine 64, kaempférol-7-O-néohespérioside 65)
ayant un aglycone de type flavonol ont également des spectres de masse avec des ions
intenses de types [M - H] et Yy Ici encore, la masse du groupement disaccharidique est
obtenue sans ambiguité a partir de ces fragments. Ces spectres se différencient de ceux des
flavanones disaccharidiques par la présence d’ions [Yo - H]". La diosmine 66, seule flavonoide
O-diglycolsylé étudié ayant comme aglycone une flavone, présente également 1I’ion [Yo - H]
mais avec une intensité tres faible (2%). Par ailleurs, le spectre de masse présente le fragment
Yo comme pic de base. Dans les quatre composés précités, nous notons la présence du
fragment [**Xo - Y] (en faible abondance) et I’absence des ions [**Xo - Y1 - H,0]". Enfin, le
fragment Z;" est observé uniquement sur les spectres du kaempférol-7-O-néohespéridoside 65
et de la néohespéridine dihydrochalcone 67. Sur le spectre de masse de cette derniere, nous
retrouvons les ions préalablement observés avec les flavonols : les quasi-moléculaires, les

fragments Y, (pic de base) et la présence simultanée de %2X,™ et [**Xo - Y1 - H207.
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Tableau 13 : Récapitulatif des ions (m/z) observés pour les flavonoides O-diglycosylés en mode ESI négatif

n° Composés [M-H Yy Zy %2%o ["®Xo- Y1l [**Xo- Y1 - H,OT Yo [Yo-H] L3A
55 Narirutine 579 (15) - - - 313 (2) 295 (3) 271 (100) - -

56 Naringine 579 (14) 433 (9) - - 313 (23) 295 (9) 271 (44) - 459 (100)
57 Hespéridine 609 (40) - - - 343 (4) 325 (9) 301 (100) - -

58 Néohespéridine 609 (70) - - 489 (6) 343 (5) 325 (7) 301 (100) - -

59 Eriocitrine 595 (31) - - - - - 287 (100) - -

60 Néoériocitrine 595 (30) - - - - - 287 (7) - 459 (100)
61 Didymine 593(13) - - - 327 (5) 309 (9) 285 (100) - -

62 Poncirine 593 (10) - - 473(2) 327 (4) 309 (1) 285 (100) - -

63 Rutine 609 (91) - - - 343 (3) - 301 (61) 300 (100) -

64 Datiscine 593 (30) - - - 327 (2) - 285 (100) 284 (16) -

Kaempférol-7-O-

65 néohegpéri doside 593 (23) - 429 (2) 473(2) 327 (3) - 285 (100) 284 (11) -

66 Diosmine 607 (90) - - - 341 (1) - 299 (100) 198 (2) -

67 Neohesperidine 511 55)  _ 447(3) 491(12) 345(3) 327 (17) 303 (100) : :

dihydrochalcone

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.
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c) Etude des flavonoides di-O-glycosylés et di-C,0-glycosylés

La lutéoline-3’,7-di-O-glucoside 68 possede un squelette aglycone de type flavone
substitué par deux glucoses avec des liaisons aglycone-sucre de type C-O en position 7 sur le
cycle A et 3° sur le cycle B. Les ions Y3 ou Y’y (m/z 447) sont pic de base du spectre de la
molécule et caractérisent la perte d’un des deux glucoses a partir de 1’ion quasi-moléculaire
(tableau 14). Par ailleurs, le fragment intense de type Yo (m/z 285) est caractéristique de la
masse de la partie aglycone. Enfin, I’observation simultanée des ions [Yo - H] et [Yo - 2H]
confirme la structure di-O-glycosylée du composé.

Tableau 14 : Récapitulatif des ions (m/z) observés pour la lutéoline-3’,7-di-O-glucoside en
mode ESI négatif

n° Composé [M-HT Yo  "Xo ["*Xo-H01 Yo [Yo-H] [Yo-2H]
Lutéoline-3',7-
68 di-O-glucoside 609 (10) 447 (100) - - 285 (65) 284 (4) 283 (1)

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.

La saponarine 69 posséde également un squelette flavone (apigénine) substitué en
position 7 par un glucose (liaison aglycone-sucre de type C-O) mais a la différence de la
molécule précédente la liaison entre I’aglycone et le second sucre est une liaison de type C-C
(position 6). Du fait de cette liaison, la saponarine 69 présente un spectre de masse (tableau
15) plus complexe et plus informatif que le dérive di-O-glycosylé 68. En effet, nous ne
retrouvons pas les ions Y’y (perte d’un glucose) comme pic de base mais des ions [Y7, -
02%5] issus de la perte conjuguée du sucre O-glycosylé et d’une partie du sucre C-glycosylé.
Issu de ce type de fragmentation, nous remarquons également la présence d’ions abondants
([Y70 - X5 et [Y'o - %*X%]) qui ne sont pas rapportés avec la lutéoline-3’,7-di-O-glucoside
68. Contrairement a cette derniére, nous observons par ailleurs des ions Z’y et [Z - **X%] en

faible intensité.

Tableau 15 : Récapitulatif des ions (m/z) observés pour la saponarine en mode ESI négatif

no CompOSé [M _ H]— Y7o— O,ZXBO- Z70- [Y70 _ l,SXGO]- [Y7O _ 0,3X60]- [Y70 _ O,ZXGO]- [Z7O _ O,SXGO]—

69 Saponarine 593 (42) 431 (12) 473(8) 413(2) 297 (65) 341 (15) 311 (100) 323

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthese.
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Comme indiqué dans le tableau 11, la robinine 70 est formée d’un squelette flavonol
(kaempférol) di-O-glycosylé en position 7 du cycle A par un rhamnose (monosaccharide) et
en position 3 du cycle C par un robinose (disaccharide : rhamnose + galactose). Le pic de base
de cette molécule correspond au fragment Y’y qui est issu de la perte du rhammose en
position 7 (tableau 16). La molécule déprotonée subit également la perte du disaccharide en
position 3 (observation de Iion Y3y). Nous signalons également la présence d’un ion
caractéristique de la partie aglycone au travers du fragment [Y’o - Y3]. Enfin, nous
rapportons en moindre intensité la présence d’une série d’ions typiques des flavonols O-

glycosylés ; il s’agit des fragments [Y'o - Y3 - H], [Y'0 - Y3 - 2H] et [Y%, - HT-

Tableau 16 : Récapitulatif des ions (m/z) observés pour la robinine en ESI mode negatif

n° Composé [M-HI' Yo Y&-Y% [Y'0-Y3%-H [Y'o-Y3%-2H] Y% [Y%-HI Y% -2y

739 593 431

70 Robinine (34)  (100) 3)

285 (11) 284 (8) 283 (7) 430 (10) 327 (2)

Les ions en gras correspondent au pic de base.
L’abondance relative (%) de chaque ion est indiquée entre parenthése.

Récemment acquise au laboratoire, la technique de spectrométrie de masse en tandem
a été appliquée a 1’étude de flavonoides connus (glycosylés ou non) afin de comprendre les
mécanismes de fragmentation des composes phénoliques.

Ces travaux ont permis de valider notre méthodologie, de regrouper des régles de
fragmentation qui pourront nous guider efficacement dans I’analyse de constituants non
référencés dans notre bibliotheque.

Ainsi, nous avons passé en revue les fragments caractéristiques de certains squelettes
aglycones voire méme du type de substituant (groupement : hydroxyle ou méthoxy) qu’ils
contiennent. Nous avons également vu comment les spectres de masse peuvent nous
renseigner sur la nature des sucres liés a 1’aglycone (mono- ou di-saccharide : hexose,
désoxyhexose, pentose) mais aussi sur le type de liaison entre le sucre et ’aglycone (C-O ou
C-C).

En conclusion, le regroupement en un seul corpus de toutes ces informations nous
facilitera la tache lorsque nous serons confrontés a une molécule absente de la bibliotheque. 11
nous permettra a minima de connaitre plus aisément la masse du composé, le type de squelette
flavonique, le type et le nombre de substituant, le type de sucre et la nature de la liaison qui le

lie a ’aglycone.
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Partie B :

Valorisation et qualification des végétaux et des spiritueux

Les propriétés organoleptiques (odeur, couleur, astringence) des produits a forte valeur
ajoutée (huiles essentielles, liqueurs, eaux de vie, etc.) dérivés du myrte et du cédrat sont

notamment imputables aux composeés volatils et phénoliques présents dans ces matrices.

Dans cette partie de thése, par nos travaux nous souhaitons mettre en évidence une
éventuelle spécificité de Myrtus communis L. et de Citrus medica L. var. corsican de Corse a
travers 1’identification de marqueurs moléculaires pouvant permettre de certifier les origines

botaniques et géographiques des productions issues de ces veégétaux.

Cette démarche de qualification est destinée a s’intégrer au sein d’une action plus
ample qui serait la mise en place d’une Appellation d’Origine Contr6lée (AOC) ou d’une
Indication Géographique Protégée (IGP). De plus, une meilleure connaissance de la
composition chimique de ces fruits ainsi que des produits qui en sont dérivés nous permettra
de mieux comprendre comment les composés d’intérét sont transmis lors de la phase de
fabrication qui pourra étre optimisée en termes de codts et de temps. Cette rationalisation de
la procédure permettra aux industriels d’obtenir des produits dont la qualité sera maitrisée et
normee, d’une part, et d’augmenter leur production a moindre frais dans une optique de
développement économique de filiere, d’autre part. La réunion de ces conditions permettra
aux producteurs insulaires, non seulement de mieux répondre a la demande en produits
identitaires des chaines de la grande distribution au niveau local mais aussi d’envisager une

logique d’exportation.

La problématique de nos travaux vise donc a caractériser la variabilité chimique en
volatils (huiles essentielles) et en composés phénoliques (extraits alcooliques) en fonction de
la localisation géographique des échantillons pour le myrte et en fonction des variétés pour le

cédrat.
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I. Le myrte

Nos recherches ont pour objectif : (i) d’étudier la variabilité chimique des baies de
myrte afin de déceler une typicité micro-régionale a travers 1’étude de plusieurs stations ; (ii)
de qualifier les liqueurs et les eaux de vie €laborées en Corse et (iii) et de mettre en évidence
des corrélations entre les compositions volatiles et phénoliques des baies et celles des

spiritueux correspondants.

Ce chapitre débute par une étude bibliographique axée sur la botanique, les usages que
I’Homme fait de cette plante et sur les propriétés biologiques réelles ou avérées du myrte,
d’une part, et sur les compositions chimiques en volatils (fraction légére) et en polyphénols
(fraction lourde) des parties aériennes, d’autre part. Il s’ensuit une étude sur la composition
chimique de la fraction volatile des baies, des liqueurs et des eaux de vie dans un premier

temps, et de la fraction phénolique des baies et des liqueurs dans un second temps.

Les baies du myrte de Corse (Myrtus communis L.) utilisées pour la production de
liqueurs et d’caux de vie ont été caractérisées par analyse en CPG-DIF et CPG/SM des huiles
essentielles et des fractions volatiles pré-concentrées par MEPS, d’une part, et par celle en
CLHP/DAD et CLHP/SM des extraits méthanoliques, d’autre part. Ces études ont été menées
sur un ensemble d’échantillons représentatif de la distribution géographique des populations

de myrte en Corse.

Les constituants volatils des boissons alcoolisées ont été extraits a 1’aide de deux
techniques, en 1’occurrence par extraction liquide-liquide (ELL) et par micro-extraction en
phase solide (MEPS). Les composés ont été identifiés et quantifiés selon la méthodologie

mise en ceuvre au laboratoire et décrite dans le chapitre précédent (cf. Partie A 111.1).
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I.1. Bibliographie

1.1.1. Botanique et ethnobotanique

Le genre Myrtus appartient a la famille des Myrtaceae. Originaire du bassin
méditerranéen, il comprend une cinquantaine d’espeéces dont certaines sont également
présentes en Asie occidentale, en Amérique du sud et en Australie [Arburi, Arbre, Arbigliule -
Savoirs populaires sur les plantes de Corse, 1985 ; Coste, 1937]. Myrtus communis L. (myrte
commun) est un arbrisseau aromatique toujours vert mesurant de 1 a 3 metres a feuilles
opposees, tres rapprochées, subsessiles, ovales-lancéolées aigués, entiéres, coriaces,
persistantes, glabres et luisantes (figure 38). En Corse, il est présent au niveau de I’horizon
inférieur de I’étage de végétation mésomeéditérranéen a une altitude inférieure a 200 metres
[Jeanmonod et Gamisans, 2007]. Les fleurs blanches, axillaires, solitaires, longuement
pédonculées apparaissent a partir de la mi-juin. Les baies d'un noir bleuatre sont ovoides
(environ 5 mm de diametre), charnues, a graines peu nombreuses et couronnées par le calice.

La pleine maturité de ces fruits est atteinte au mois de novembre.

Figure 38 : Croquis d’un rameau de Myrtus communis L. [Coste, 1937]

Depuis la plus haute antiquité, le myrte a été utilisé en médecine traditionnelle comme
antiseptique et désinfectant ; il était employé dans I’Egypte ancienne pour soigner les troubles

de la peau et les infections des sinus [Bird, 2003]. En Perse, on en usait, sous la forme d’un
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cataplasme chaud, pour traiter les furoncles. En Afrique du Nord, les fleurs séchées sont
préconisées pour soulager 1’asthme et pour traiter la variole. Enfin, les afro-américains
inhalent des vapeurs chaudes de thé a base de myrte pour lutter contre les migraines causees

par un rhume ou une grippe.

En raison de ses propriétés balsamiques, le myrte commun a trouveé de multiples
applications dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaires [Coda,
1998]. Dans certaines régions méditerranéennes, la macération des baies dans I’alcool est
utilisée pour la préparation de liqueurs et de vins ou pour confectionner des eaux de vie. Elles
peuvent également servir a agrémenter certains plats de viandes comme les gibiers (liévres,
sangliers). Les feuilles peuvent servir a aromatiser les préparations de viandes en sauce ou, en

les faisant bruler, a parfumer les grillades.

Par ailleurs, les vertus médicinales de Myrtus communis L. ont été démontrées par
I’étude de D’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de myrte d’Iran [Yadegarinia et
coll., 2006]. Celle-ci, dont la composition chimique est dominée par 1’a-pinéne (29,1%), le
limonene (21,5%), le 1,8-cinéole (17,9%) et le linalol (10,4%), montre une activité biologique

sur des souches d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans.

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques de feuilles de myrte ont été étudiées
par Gardeli et coll. [2008] qui ont mis en évidence une augmentation de cette activité en
relation avec une élévation de la concentration en phénols totaux au cours du cycle végétatif
(de février a aoQt). Plus récemment, Wannes et coll. [2010] ont également mesuré les activités
antioxydantes des extraits méthanoliques et des huiles essentielles de feuilles, de tiges et de
fleurs. lls constatent que, quelle que soit la partie du végétal étudiée, I'extrait au méthanol
manifeste une activité bien supérieure a celle observée pour les huiles essentielles. Les auteurs
ont aussi demontré que les extraits méthanoliques peuvent s’avérer plus efficaces que les
antioxydants synthétiques. Enfin, Tuberoso et coll. [2010] ont signalé que le pouvoir
antioxydant est plus important avec les extraits de baies a 1'éthanol qu’avec ceux a l'acétate

d'éthyle ou a I’eau.
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1.1.2. Composition chimique

a) Les composés volatils

La composition en volatils de Myrtus communis L a fait ’objet de nombreuses études ;
la grande majorité de celles-ci concernent I’analyse des huiles essenticlles obtenues par
hydrodistillation des feuilles. En 1976, Lawrence [1976] a établi, pour la premiére fois, une
composition riche en monoterpénes avec 1’a-pinéne et le 1,8-cinéole comme composés
majoritaires. Les travaux successifs ont mis en évidence une variabilité de la composition
chimique des huiles essentielles en fonction de I’origine géographique du myrte commun. La
quasi-totalité des huiles essentielles présente une abondance élevée en 1,8-cinéole (19-45%) ;
cependant, deux principaux chimiotypes ont été distingués sur la base de la présence ou non
d’acétate de myrtényle :

- le premier groupe, caractérisé par des teneurs importantes en o-pinéne (8-36%) et en
acetate de myrtenyle (9-36%), comprend les huiles essentielles du Maroc [Gautier et
coll., 1988 ; Boelens et Jimenez, 1991 ; Garry et Chalchat, 1992], du Portugal
[Boelens et Jimenez, 1991], de France continentale [Gautier et coll., 1988], d’Albanie
[Boelens et Jimenez, 1991], de Yougoslavie [Garry et Chalchat, 1992], d'Espagne
[Boelens et Jimenez, 1991, 1992] et de Grece [Gardeli et coll., 2008].

- le second groupe, marqué par de fortes abondances en 1,8-cinéole (20-40%) et en a-
pinene (20-45%), rassemble les huiles essentielles d’Iran [Weyerstahl et coll., 1994] et
du Liban [Garry et Chalchat, 1992]. Au sein de ce groupe, nous trouvons également
les huiles essentielles de Tunisie [Garry et Chalchat, 1992; Wannes et coll., 2010], de
Sardaigne [Tateo et Picci, 1982] et de Corse [Bradesi et coll.,, 1997] qui se
caracterisent par des taux elevés en a-pinene (50-60%) et des teneurs plus faibles en
1,8-cinéole (20-30%).

Cependant, il convient d’étre plus nuancé. Certaines huiles essentielles du Maroc
[Gautier et coll., 1988] et de France [Gautier et coll., 1988] rattachées au premier groupe
présentent des taux élevés en terpinén-4-ol (8-10%). De facon analogue, certaines huiles
essentielles d’Espagne [Boelens et Jimenez, 1991, 1992] montrent une abondance
particulierement marquée en acétate de myrtényle (35%) et une proportion relativement faible

en a-pinéne (8%). Enfin, les huiles essentielles de Grece [Garry et Chalchat, 1992] se
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singularisent de celles d’autres provenances par une quantité appréciable en linalol (10%) et

limonéne (15%).

S’agissant plus spécifiquement de la composition de I’huile essentielle de Corse
[Bradesi et coll., 1997], elle est constituée de 18 composés dont les majoritaires sont 1’a-
pinéne (54,3%), le 1,8-cinéole (24,7%), le limonéne (5,3%), I’acétate de géranyle (1,5%) et
I’a-terpinéol (1,3%). En outre, la composition chimique s’est révélée relativement stable au

cours du cycle végétatif de juin a novembre.

En ce qui concerne les baies de Myrtus communis L., la bibliographie sur la
composition volatile est nettement moins abondante. La premiére étude a éte réalisée par
Mazza en 1983 [1983] a partir de fruits d’origine italienne. L’auteur a identifi¢ et quantifié
par CPG-DIF et CPG/SM 16 terpénes hydrocarbonés et 38 composes oxygénés (terpéniques
ou non) dans les extraits au méthanol. Les hydrocarbonés majoritaires sont 1’a-pinene (77,1
mg/kg), le limonene (18,4 mg/kg), le p-cymeéne (5,7 mg/kg), le 6-3-carene (3,9 mg/kg) et le y-
terpinene (3,6 mg/kg). Les constituants oxygénés les plus abondants sont le 1,8-cinéole (69,3

mg/kg), ’a-terpinéol (8,3 mg/kg) et le linalol (6,0 mg/kg).

Plus récemment, Flamini et coll. [2004] ont étudié la fraction volatile pré-concentrée
par MEPS de baies récoltées dans deux stations italiennes. Les analyses également réalisées
par CPG-DIF et CPG/SM ont permis d’identifier 1’a-pinene (47,2% et 24,7%), le 1,8-cinéole
(14,6% et 8,0%), le (E)-B-caryophyléne (7,9% et 14,4%) et le B-éléméne (présent dans une

seule station a 17,2%) comme composés majoritaires.

Tuberoso et coll. [2006] ont étudié la composition volatile des extraits alcooliques
(éthanol) et des huiles essentielles de baies issues de dix stations réparties sur I’ensemble de la
Sardaigne. En premier lieu, ils ont constaté que les profils chromatographiques obtenus apres
extraction et apres hydrodistillation sont qualitativement similaires. Ensuite, en fonction de la
localisation des échantillons, ils ont observé de fortes variations des abondances pour les
composés majoritaires : limonene (3,7-44,5%), a-pinéne (18,2-38,9%), 1,8-cinéole (5,8-
24,8%) et p-cymene (0,1-10,3%).
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Enfin, Wannes et coll. [2009] ont réalisé un suivi de la composition chimique de
I'huile essentielle de baies de myrte de Tunisie en fonction du stade végétatif. Pour cela, ils
ont prélevé les fruits pendant 6 mois (d'ao(t a janvier) et analysé par CPG-DIF et CPG/SM les
huiles essentielles correspondantes. Ils ont identifié 47 composeés, et noté que les composés
majoritaires sont le 1,8-cinéole (7,3-41,0%), l'acétate de géranyle (1,8-20,5%), le linalol (0,7-
18,9%) et l'a-pinéne (1,2-12,6%) avec de fortes variations de leur teneur en fonction de la
date de récolte. En aott, I’huile essentielle est dominée par I’acétate de géranyle (20,5%), I’ a.-
pinéne (12,6%) et le B-caryophylléne (10,8%). Les teneurs de ces trois composés diminuent
au fil des mois pour atteindre en janvier : 2,1%, 1,2% et 1,0%, respectivement. A I’inverse, les
abondances du 1,8-cinéole et du linalol augmentent d’aott (7,3% et 0,7%, respectivement) a

janvier (34,6% et 9,5%, respectivement).

b) Les composés phénoliques

Les travaux rapportés dans la littérature sur les composés phénoliques de Myrtus
communis L. concernent surtout les feuilles ; cependant, quelques uns d’entre eux concernent

aussi les baies.

El-Sissi et EI-Ansary [1967] ont réalisé les premieres études sur les composés
polyphénoliques du myrte commun a partir d’extraits a l'acétate d'éthyle, au méthanol et a
I'eau de feuilles de myrte d'Egypte. lls ont ainsi identifié cing composés : l'acide gallique,

I'acide ellagique, la myricétine, la myricitrine et le 3,6-di-galloyl-glucose.

Romani et coll. [1999] ont étudié par CLHP-DAD et CLHP/SM-ESI la composition en
polyphénols des extraits a I’éthanol 70% des feuilles. L’analyse réalisée a plusieurs longueurs
d’onde (254 nm, 280 nm, 310 nm, 330 nm et 360 nm) a conduit a I’identification de dix
composeés : I’acide gallique, ’acide caf€ique, 1’acide ellagique, la (-) catéchine, la (-)
épicatéchine, la (-) épigallocatéchine, la myricétine-3-O-galactoside, la myricétine-3-O-

rhamnoside, la quercétine-3-O-galactoside et la quercétine-3-O-rhamnoside.

Gardeli et coll. [2008] ont réalisé I'extraction par macération au méthanol de feuilles

de myrte d’origine grecque a trois périodes de l'année : février, mai et aolt. Ils constatent que
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la concentration massique en phénols totaux varie au cours du cycle végétatif passant de 307
mg/g de plante en février, a 352 mg/g en mai et a 373 mg/g en aolt.

En réalisant une extraction de feuilles de myrte par un mélange eau/acétone (30:70),
puis quatre extractions successives (n-hexane, acétate d’éthyle, n-butanol et eau) de cette
solution, Yoshimura et coll. [2008] ont signalé pour la premiere fois la présence d'oenoteheine
B, d'eugeniflorine D,, de tellimagrandine I, de tellimagrandine 1l et de myricétine-3-O-f-D-

xyloside dans ce substrat.

Wannes et coll. [2010] ont analysé les extraits méthanoliques obtenus separément a
partir de feuilles, de tiges et de fleurs du myrte. Ils ont identifié cing acides phénoliques, huit
flavonoides et un groupe de tanins hydrolysables nommés gallotanins. Globalement, les
feuilles sont les organes les plus riches en composés phénoliques (11,21 mg/g de matiere
seche), suivies des fleurs (6,02 mg/g) et des tiges (3,03 mg/g). Les auteurs ont également
constaté que les gallotanins, particulierement abondants dans I'extrait de feuilles (8,75 mg/g),
représentent 79,4% de la masse des composés phénoliques totaux. Les acides phénoliques ne
représentent que 1,40 mg/g (soit 12,5% de la masse des composés phénoliques) avec en
premier lieu I'acide gallique (1,15 mg/g). Les flavonoides exhibent une concentration de 0,91
mg/g (soit 8,11% des composes phénoliques) avec la quercétine-3-D-rahmnoside et la
myricétine-3-D-galactoside comme composés majoritaires a des concentrations massiques de
0,29 et 0,23 mg/g, respectivement. En ce qui concerne les extraits de fleurs, ils ne contiennent
que des gallotanins (3,50 mg/g, soit 60% des composés phénoliques) et de I'acide gallique
(2,34 mg/g, soit 38,3% des composes phénoliques). Enfin, les extraits de tiges sont riches en
flavonoides (1,86 mg/g) dont le composé majoritaire est la catéchine (1,12 mg/g) et en acides

phénoliques (1,17 mg/g) avec l'acide gallique (1,02 mg/g) comme principal constituant.

Diaz et Aberger [1987] ont analysé les flavonoides et les acides phénoliques contenus
dans les graines des baies de myrte d'Espagne. L'extraction a été effectuée par trois
maceérations successives dans le méthanol puis les composés ont été séparés par
chromatographie préparative sur couche mince bidimensionnelle. L’analyse par
spectrophotométrie UV-visible des fractions a permis 1’identification de la quercétine, la

patulétine, les acides ellagique et gallique.
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Dans les travaux de Martin et coll. [1999], les composes polyphénoliques du péricarpe
des baies de myrte d'Espagne ont été extraits par macération dans un mélange méthanol/eau
(60:40), séparés par chromatographie sur colonne ouverte (phase stationnaire : polyamide,
éluants : méthanol puis un gradient méthanol/acétone/eau) et identifiés par RMN du carbone-
13 et du proton. Les auteurs ont ainsi rapportés quatre composés dans les extraits dont trois
pour la premiere fois dans le myrte : la myricétine, 1’hespéridine, I’hespéridine méthyl

chalcone et I’esculine.

Plus récemment, Montoro et coll. [2006a, 2006b] ont travaillé sur la stabilité et
I’activité antioxydante des polyphénols extraits des baies du myrte. L’extraction a été
effectuée par macération des baies dans 1’éthanol a 70% pendant 40 jours. Par CLHP-DAD
(350 nm et 520 nm) et CLHP/SM-ESI, ils ont identifie et quantifié huit anthocyanes dont trois
sont des constituants majoritaires : la delphinidine-3-O-glucoside, la pétunidine-3-O-
glucoside et la cyanidine-3-O-glucoside. A des teneurs plus faibles, ils ont également mis en
évidence la présence de paéonidine-3-O-glucoside, de delphinidine-3-O-arabinoside, de
pétunidine-3-O-arabinoside, de malvidine-3-O-arabinoside, et de paéonidine-3-O-arabinoside.
Enfin, ils ont relevé la présence de six flavonoides dont les majoritaires sont la myricétine-3-
O-galactoside, la myricétine-3-O-rhamnoside et la quercétine-3-O-glucoside ainsi que celle de
la myricétine-3-O-arabinoside, la quercétine-3-O-rhamnoside et la myricétine a des
concentrations plus faibles. Leurs travaux ont permis de suivre I'évolution mensuelle des
teneurs en anthocyanes et en flavonoides dans les extraits conservés a l'abri de la lumiere
pendant une année. De la sorte, ils ont pu montrer que les concentrations en flavonoides
restent stables alors que celles des anthocyanes diminuent rapidement a partir de quatre mois

jusqu’a s’annuler apres six mois de conservation.

Tuberoso et coll. [2010] ont étudié la composition chimique d'extraits obtenus par
maceration de baies de Sardaigne dans trois solvants : éthanol, eau et acétate d'éthyle.
L’éthanol permet I’extraction d’une plus grande quantité de matiere seche (99,0 g/l), suivi par
I'eau (86,3 g/l), puis par l'acétate d'éthyle (12,8 g/l). Au niveau des compositions phénoliques,
trois familles de composés sont répertoriées : les acides phénoliques, les anthocyanes et les
flavonoides. L'extrait a I'éthanol se compose de 2195,0 mg/l d'anthocyanes, de 1492,8 mg/I de
flavonoides et de 352,2 mg/l d'acides phénoliques. L'extrait a I'acétate d'éthyle est dominé par

les flavonoides (1389,0 mg/l) et les acides phénoliques (600,5 mg/l) alors que les anthocyanes
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sont faiblement représentés (36,4 mg/l). Enfin, l'extrait a lI'eau contient 195,9 mg/l d'acides

phénoliques, 103,0 mg/l de flavonoides et 74,7 mg/l d'anthocyanes.

Les structures des principaux composés phénoliques identifiés dans les extraits de

feuilles et de baies du myrte sont reprises dans la figure 39.
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Quercétine-3-O-glucoside

(+)-Catéchine Myricétine-3-O-xyloside

Figure 39 : Structures des composés phenoliques identifiés dans les extraits de myrte

I.2. Caractérisation chimique des baies de myrte de Corse et des spiritueux

1.2.1. Variabilité intraspécifique de la composition volatile des baies

Les baies de myrte ont été cueillies sur 16 stations (S1-S16) réparties sur I’ensemble
de la Corse (figure 40).
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S1: Canari; S2 : Bastia; S3 : Saint Florent; S4 : Agriates; S5 : Lozari; S6 : Calvi; S7 : Corte;
S8 : Peri; S9 : Ajaccio; S10 : Sartene; S11 : Bonifacio; S12 : Porto Vecchio; S13 : Travo; S14
: Morta; S15 : Abbazzia; S16 : Aleria.

Figure 40 : Localisation des stations d’échantillonnage de Myrtus communis L.

a) Etude des huiles esentielles

Les huiles essentielles de myrte ont été préparées par hydrodistillation des baies issues
des 16 stations (S1-S16). Les rendements d’extraction sont compris entre 0,03 et 0,04%.
L’analyse des 16 huiles essentielles par CPG-DIF et CPG/SM a permis d’identifier 39
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composés (tableau 17) en utilisant la méthodologie décrite dans la Partie A 111.1. Ces
composés se répartissent en 15 monoterpenes hydrocarbonés (2-12, 14-17), 11 monoterpénes
oxygénés (13, 18, 20-28), 9 sesquiterpénes hydrocarbonés (29-37), 2 sesquiterpenes oXygénés
(38-39) et 2 composés oxygénés non terpéniques (1, 19). Le taux d’élucidation de la
composition chimique oscille entre 97,9 et 99,9% de la composition totale. Les huiles
essentielles sont dominées par les monoterpénes hydrocarbonés et par les monoterpéenes
0Xygénés représentant respectivement 59,3 a 64,2% et 32,0 a 36,2% de I'huile essentielle.
D’un point de vue qualitatif, les échantillons de I’ensemble des stations présentent une
composition chimique homogéne. D’un point de vue quantitatif, les composés majoritaires
sont I’a-pinéne 3 (45,1 a 48,2%) et le 1,8-cinéole 13 (25,0 a 27,3%) suivi dans une moindre
proportion par le limonéne 12 (4,7 a 5,5%), le p-cymene 11 (1,9 a 3,2%) et le 5-3-carene 9
(1,6 a 2,8%). Sur la base de la simple observation des chromatogrammes, il apparait que les
huiles essentielles des différentes stations présentent des profils chromatographiques

similaires aussi bien qualitativement que quantitativement.

L’homogénéité des compositions chimiques des huiles essentielles de baies de myrte
de Corse sur ’ensemble du territoire est confirmée par une Analyse de Variance (ANOVA).
Les résultats (annexe 1.1) montrent bien qu’il n’y a pas de variations significatives entre les
échantillons (pour p < 0,05). Nous pouvons donc établir une composition moyenne
caractérisée par I’a-pinene 3 (46,5 + 0,9%), le 1,8-cinéole 13 (26,0 £ 0,7%), le limonene 12
(5,1 £0,2%), le p-cymene 11 (2,7 £ 0,6%) et le 5-3-caréne 9 (2,3 + 0,5%). La teneur moyenne

de chaque constituant est reportée dans la derniere colonne du tableau 17.

De la comparaison avec la littérature, il apparait que le profil chromatographique
« type » des baies de myrte de Corse se distingue fortement de celui observé en Tunisie
(dominé par le 1,8-cinéole, l'acétate de géranyle et le linalol) [Wannes et coll., 2009]. A
contrario, il est a rapprocher de celui des baies de Sardaigne [Tuberoso et coll., 2006] ;
cependant, il faut nuancer cette constatation car les huiles essentielles de Sardaigne ont
montré d’importantes variations dans les teneurs en composés majoritaires en fonction de la

provenance des fruits.

Enfin, nous constatons que les huiles essentielles des baies et des feuilles du myrte de

Corse ont des compositions chimiques analogues [Bradesi et coll., 1997].
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Tableau 17 : Composition chimique des huiles essentielles de baies de Myrtus communis L. en fonction de la localisation des échantillons.

n°® Composés IrL* IrA” IrP° S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 Moyenne
1 Isobutyrate d'isobutyle - 902 1090 02 02 01 01 02 02 01 01 02 01 01 02 01 02 02 01 0,2£01
2 o-Thujene 932 922 1023 10 10 O7 O7 10 10 o047 07 10 07 03 05 09 08 09 05 08%0.2
3 oa-Pinéne 936 931 1022 45,8 47,3 47,8 453 458 46,9 48,2 457 46,5 46,7 47,0 451 46,2 46,8 46,3 47,1 46,5%0,9
4 a-Fenchene 941 943 1047 01 01 01 01 03 01 01 01 01 tr tr 01 01 01 01 tr 0,101
5 Campheéne 950 943 1066 01 01 01 01 01 01 03 01 01 01 01 02 01 01 01 01 0,1%01
6 B-Pinene 978 970 1110 06 06 06 O6 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 0600
7 Myrcene 987 979 1159 01 02 O1 02 01 02 01 02 01 02 02 02 02 01 01 01 102%0,1
8 a-Phellandréne 1002 997 1164 05 05 04 04 05 05 04 04 05 04 03 04 04 05 05 03 04z01
9 §-3-Caréne 1010 1005 1147 2,7 2,7 16 16 2,7 27 16 17 27 17 22 28 25 27 25 17 23%05
10 «-Terpinene 1013 1008 1178 01 02 02 02 01 02 02 02 01 02 01 02 02 01 01 01 0,2%01
11 p-Cyméne 1015 1010 1169 31 31 19 20 31 31 19 20 31 20 30 32 30 29 31 20 27%06
12 Limonene 1025 1018 1199 51 51 47 54 50 52 47 55 51 52 49 53 51 47 50 51 51+02
13 1,8-Cinéole 1024 1020 1209 25,9 25,0 26,5 26,5 25,6 25,2 26,8 26,8 25,4 27,3 25,1 26,7 26,3 25,8 25,5 26,2 26,0+0,7
14 (2)-B-Ocimene 1029 1024 1230 01 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 01 01%£00
15 vy-Terpinéne 1051 1047 1243 21 20 14 14 20 21 14 14 20 15 18 20 1,7 16 20 15 1,7%+03
16 p-Cyménéne 1075 1071 1430 01 O1 tr oO01 O1 01 02 01 O01 01 02 02 01 01 01 01 01%£00
17 Terpinolene 1082 1078 1280 10 10 10 11 10 10 10 11 10 10 09 10 10 13 10 11 10%01
18 Linalol 1086 1081 1544 15 14 16 16 17 14 16 16 12 16 13 14 15 15 1,7 16 15401
19 2-Méthylbutyrate d'isobutyle* 1092 1086 1472 03 04 03 02 03 04 03 02 04 03 05 04 03 03 02 03 03%0,1
20 trans-Pinocarveol 1126 1125 1650 03 02 02 02 03 02 02 02 03 02 02 02 02 03 03 02 02£00
21 Terpinen-4-ol 1164 1161 1600 05 03 05 06 04 03 05 06 04 06 06 05 04 05 05 06 05%01
22 a-Terpinéol 1176 1179 1700 20 1,7 23 30 20 1,7 24 30 18 27 22 20 19 26 23 29 23104
23 Géraniol 1235 1233 1843 04 04 04 04 05 04 04 04 02 04 04 03 03 02 04 04 04z01
24 Acétate de myrtényle 1313 1307 1684 02 02 01 02 02 02 02 02 04 02 02 03 02 02 02 03 02%01
25 Acétate d'a-terpinyle 1335 1332 1681 02 03 03 04 02 03 03 04 02 04 02 04 02 03 02 04 03%01
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26 Acétate de néryle 1342 1342 1726 01 01 02 O01 02 01 O01 01 tr 01 O01 01 O01 01 tr 01 01£00
27 Acétate de géranyle 1362 1357 1752 2,1 20 20 22 21 20 20 23 20 22 18 21 19 23 20 23 21%01
28 Méthyl eugenol 1369 1367 2009 05 04 05 05 05 04 05 05 04 05 07 05 04 05 05 06 05%01
29 B-Elémeéne 1389 1388 1589 03 01 02 02 03 01 02 02 02 02 02 03 02 02 03 02 02z%01
30 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 1591 10 10 o047 08 09 11 o7 08 10 O7 11 09 08 07 09 08 09%01
31 y-Elémene 1429 1429 1604 01 tr 01 01 01 01 01 01 02 01 01 01 02 01 01 01 0,1£00
32 a-Humuléne 1455 1456 1665 0,3 03 02 02 03 03 02 02 03 02 03 02 02 02 03 02 02z%01
33 B-Sélinene 1486 1483 1712 04 04 02 03 04 04 02 03 04 02 04 02 03 03 04 03 03zx01
34 o-Sélinéne 1494 1495 1520 02 04 02 03 02 04 02 03 03 02 02 02 02 02 02 03 03x01
35 B-Bisabolene 1503 1500 1720 01 01 01 01 tr 01 01 01 tr 01 tr tr 01 01 01 01 0,1%00
36 6-Cadinéne 1520 1515 1749 01 O1 02 &t 01 01 O1 ttr 01 O1 O1 01 O1 01 01 +tr 01%00
37 Germacréne B 1543 1541 1728 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 01 02 02 01 02 02 02%00
38 Oxyde de caryophylléne 1578 1576 1980 03 02 02 02 03 02 02 02 03 02 03 02 03 02 03 02 02z%01
39 «-Sélin-11-én-4-ol 1660 1652 2241 02 01 02 02 02 01 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02%00
Monoterpenes hydrocarbonés 62,5 64,1 60,7 59,3 62,5 63,9 61,5 59,9 63,1 60,5 61,7 61,9 62,2 625 625 60,4 619+14
Monoterpenes oxygénés 33,7 32,0 34,6 35,7 33,7 32,2 350 36,1 32,3 36,2 32,8 34,5 33,4 34,3 33,6 356 34,1+14
Sesquiterpénes hydrocarbonés 27 26 21 22 25 28 20 22 27 20 25 22 23 20 26 22 24+03
Sesquiterpénes oXygénés 05 03 04 04 05 03 04 04 05 04 05 04 05 04 05 04 0401
Autres o5 o6 04 03 05 06 04 03 06 04 06 06 04 05 04 04 05%01
Total 99,9 99,6 98,2 97,9 99,7 99,8 99,3 98,9 99,2 99,5 98,1 99,6 98,8 99,7 99,6 99,0 99,3+0,6
S1: Canari; S2 : Bastia; S3 : Saint Florent; S4 : Agriates; S5 : Lozari; S6 : Calvi; S7 : Corte; S8 : Peri; S9 : Ajaccio; S10 : Sartene; S11 : Bonifacio; S12 : Porto Vecchio; S13

: Travo; S14 : Morta; S15 : Abbazzia; S16 : Aleria.

Les n® des composés correspondent & I’ordre d’élution sur colonne apolaire.

% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]
® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1)

¢ Indices de rétention obtenus sur colonne polaire (Rtx-wax)
Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs.
Les composés ont été identifiés & partir de la bibliothéque « ardmes » du laboratoire (sauf * : composés identifiés a partir de la bibliothéque commerciale NIST [2008])
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b) Etude de la fraction volatile par MEPS

Les fractions volatiles des baies de myrte des 16 stations ont été pré-concentrées par
MEPS puis analysées par CPG-DIF et CPG/SM. Nous avons identifié 25 composés parmi
lesquels deux composés non détectés dans I’huile essenticlle : 1’aromadendréne 31a et le
valencéne 33a. Le taux d’élucidation moyen des fractions volatiles est de 93,7%. Ces 25
composés se regroupent en 11 monoterpenes hydrocarbonés (2-3, 6-9, 11-12, 14-15, 17), 6
monoterpénes oxygénés (13, 18, 21-22, 25, 27), 7 sesquiterpénes hydrocarbonés (29-33a y
compris 31a) et 1 composé non terpénique (19) ; chaque groupe représente respectivement
55,0%, 35,9%, 2,4% et 0,4% de la composition volatile. Ici, encore, les profils
chromatographiques des échantillons issus des 16 stations sont trés proches. Le tableau 18
rapporte la teneur moyenne pour chaque constituant ; les écarts-types, relativement faibles,
montrent, une nouvelle fois, ’homogénéité de la composition chimique en volatils des baies
de myrte de Corse. Les composés majoritaires sont I’a-pinéne (31,9 + 3,6%), le 1,8-cinéole
(29,0 = 2,2%) et dans une moindre teneur le p-cymene (9,0 £ 0,7%), le limonéne (5,6 *

0,4%), le linalol (2,9 *+ 0,6%), le 5-3-carene (2,4 + 0,3%) et le y-terpinene (2,3 = 0,5%).

La comparaison des résultats des analyses obtenus apres pré-concentration par MEPS
et hydrodistillation des baies montre des différences entre les profils chromatographiques des
fractions volatiles et ceux des huiles essentielles. Au niveau qualitatif, parmi les 39 composés
précédemment identifiés dans les huiles essentielles, seuls 23 d’entre eux ont été détectés dans
I’espace de téte (tableau 18). A I’inverse, deux constituants (31a, 33a) n’ont pas été décelés
dans les huiles essentielles. D’un point de vue quantitatif, les compositions chimiques des
deux sortes d’échantillons présentent des analogies au niveau de certains constituants
majoritaires ; il s’agit du 1,8-cinéole (29,0% vs 26,0%, respectivement) et du limonene (5,6%
vs 5,1%, respectivement). Concernant 1’a-pinéne, son taux est plus faible dans 1’espace de
téte (31,9%) que dans I’huile essentielle (46,5%) alors que la teneur en p-cymene est plus
élevée dans la fraction volatile (9,0% vs 2,7%, respectivement). D’une maniére générale, on
peut dire que les deux méthodes d’extraction permettent d’obtenir des données comparables
quant a la composition volatile des baies ; les deux types de profils chromatographiques
different surtout au niveau des constituants minoritaires. A titre d’exemple, les 16 composés
(1, 4-5, 10, 16, 20, 23-24, 26, 28, 34-39) non détectés apres extraction par MEPS ont des

teneurs comprises entre 0,1 et 0,5%. De méme, les composés 3la et 33a, identifiés
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uniquement dans ’espace de téte, représentent respectivement 0,1 et 0,3% de la fraction
volatile. Il en ressort que la MEPS peut étre utilisée comme méthode alternative pour obtenir
un « diagnostic » rapide et fiable de la composition en volatils des baies du myrte commun.

Tableau 18 : Compositions moyennes en volatils obtenues aprés pré-concentration par MEPS
et hydrodistillation des baies de myrte.

n°  Composés IrL* IrA° IrP° MEPS  Hydrodistillation
1  Isobutyrate d'isobutyle - 902 1090 - 0,2+0,1
2 o-Thujene 932 922 1023 0,7+0,2 0,8+0,2
3  a-Pinéne 936 931 1022 31,9+36 46,5+0,9
4 a-Fenchene 941 943 1047 - 0,1+0,.1
5  Camphene 950 943 1066 - 0,1+01
6  B-Pinéne 978 970 1110 0,6+0,1 0,6+0,0
7 Myrcene 987 979 1159 0,3+0,2 0,2+0,1
8  a-Phellandréne 1002 997 1164 03+0,1 0,4+0,1
9  5-3-Caréne 1010 1005 1147 2,4+0,3 2,3+05
10 «-Terpinéne 1013 1008 1178 - 0,2+£0,1
11  p-Cymene 1015 1010 1169 9,0+0,7 2,706
12 Limoneéne 1025 1018 1199 5,6+04 51+0,2
13 1,8-Cinéole 1024 1020 1209 29,0+2,2 26,0+0,7
14 (2)-B-Ociméne 1029 1024 1230 0,4+0,.2 0,1+0,0
15  y-Terpinéne 1051 1047 1243 23x05 1,7+0,3
16 p-Cyménene 1075 1071 1430 - 0,1+0,0
17 Terpinoléne 1082 1078 1280 1,5%0,3 1,0+0,1
18 Linalol 1086 1081 1544 2,9+0,6 15+0,1
19 2-Méthylbutyrate d'isobutyle* 1092 1086 1472 0,4+0,2 0,3+0,1
20 trans-Pinocarvéol 1126 1125 1650 - 0,2+£0,0
21 Terpinén-4-ol 1164 1161 1600 0,5+0,2 05+0,1
22 a-Terpinéol 1176 1179 1700 0,9+0,2 2,304
23 Géraniol 1235 1233 1843 - 04+01
24 Acétate de myrtényle 1313 1307 1684 - 02+0,1
25  Acétate d'a-terpinyle 1335 1332 1681 0,702 0,3+0,1
26  Acétate de néryle 1342 1342 1726 - 0,1+00
27  Acétate de géranyle 1362 1357 1752 1904 2,1+01
28 Méthyl eugenol 1369 1367 2009 - 05+0,1
29 B-Elémene 1389 1388 1589 0,2+0,0 0,2+0,1
30 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 1591 1,0%0,3 0901
31 y-Elémene 1429 1429 1604 0,1+0,0 0,1+0,0
31a Aromadendréne 1443 1437 1602 0,1+0,0 -

32 a-Humulene 1455 1456 1665 0,4+0,3 0,2+0,1
33  B-Sélinene 1486 1483 1712 0,301 0,3+0,1
33a Valencene 1494 1488 1709 0,3+0,1 -

34 @-Sélinene 1494 1495 1520 - 0,3+0,1
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35 [-Bisaboléne 1503 1500 1720 - 0,1+00

36 d-Cadinéne 1520 1515 1749 - 0,1+0,0
37 Germacrene B 1543 1541 1728 - 0,2+0,0
38 Oxyde de caryophylléne 1578 1576 1980 - 0,2+0,1
39 «-Sélin-11-én-4-ol 1660 1652 2241 - 0,2+0,0
Monoterpéenes hydrocarbonés 55,0 £ 3,4 61,9+1,4
Monoterpenes oxygéenés 359+1,9 34,1+14
Sesquiterpénes hydrocarbonés 24+17 24+0,3
Sesquiterpénes oxygénés - 04+0,1
Autres 0,4+0,2 05+01
Total 93,7+2,2 99,3+0,6

Les n° des composés correspondent a I’ordre d’élution sur colonne apolaire.

% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]

® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1)

¢ Indices de rétention obtenus sur colonne polaire (Rtx-wax)

Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs.

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque « ardmes » du laboratoire (sauf * : composés identifiés
a partir de la bibliotheque commerciale NIST [2008]).

1.2.2. Fraction volatile des spiritueux

Cing liqueurs et cing eaux de vie ont éte choisies aléatoirement dans le stock de notre
partenaire industriel parmi les lots du millésime le plus récent dans le but d’établir une
cartographie chimique de ces spiritueux. Les composes volatils ont été extraits par ELL en
diluant les matrices dans un mélange eau/éther diéthylique/hexane, puis en agitant le mélange
durant une heure. Le solvant est évaporé apres décantation et séparation de la phase organique
(Tuberoso et coll. [2006]). L’analyse a été faite par CPG et CPG/SM.

L’étude des liqueurs a ainsi conduit a I’identification de 39 composés rapportés au
tableau 19 qui reprend la composition moyenne de I’huile essentielle a fin de comparaison.
Nous ne retrouvons pas le y-elémene 31 et I’a-sélinéne 34 dans les liqueurs, par contre nous
mettons en évidence la présence d’aromadendréne 31a et de valencéne 33a non détectés dans
les huiles essentielles. Ces quatre molécules sont toutefois des composés minoritaires avec
des taux allant de 0,1 & 0,3% de la composition chimique totale de I’'une et I’autre matrice.
Dans les deux matrices, les composés majoritaires sont I’a-pinene 3 (46,5% dans I’huile
essentielle et de 43,7% aprés I’ELL des liqueurs), le 1,8-cinéole 13 (26,0 et 28,9%,

respectivement) et le limonene 12 (5,1 et 5,0 %, respectivement).
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L’étude des eaux de vie a permis I’identification des mémes constituants que pour les
liqueurs a I’exception de quatre d’entre eux : B-bisaboléne 35, germacréne B 37, oxyde de
caryophyllene 38 et a-sélin-11-en-4-ol 39. La différence qualitative avec la compsoition de
I’huile esentielle est donc constituée par les six composés manquants et la présence de 31a et
33a. Comme déja indiqué, tous ces composés ont de faibles teneurs dans les différentes
matrices et somme toute, les profils chromatographiques des deux spiritueux présentent de
nombreuses similitudes avec ceux obtenus pour les huiles essentielles; en premiere

approximation, on peut dire qu’ils sont comparables.

Les liqueurs présentent une concentration totale en volatils (3784,3 pg/100 ml) plus
importante que les eaux de vie (834,8 pg/100 ml). Les deux types de spiritueux sont
largement dominés par 1’a-pinéne 3 (43,7% et 52,4%, respectivement) et le 1,8-cinéole 13
(28,9% et 22,6%, respectivement).

Au cours du processus industriel de fabrication (macération des baies dans 1’é¢thanol
puis distillation des baies imbibées), la transmission des composes volatils du fruit a la liqueur
se deroule avec une modification mineure de la composition chimique des matrices. Ces
modifications sont a peine plus importantes au niveau de I’eau de vie. Sur la base de ces
observations, nous pouvons conclure a une bonne héritabilite des volatils et que, donc, la
qualité olfactive des produits transformés est fortement dépendante de la composition en

volatils des baies.

La méthode ELL s’avére consommatrice de solvants et nécessite un grand nombre
d’opérations manuelles. Afin de proposer aux industriels du secteur une méthode plus adaptée
pour un contrdle rapide de la qualité des spiritueux, nous avons eu recours a la MEPS apres

une étape d’optimisation (cf. tableau E1 en partie expérimentale).

L’extraction par ELL permet d’aboutir & des compositions chimiques plus étoffées que
la MEPS. En effet, les fractions volatiles des liqueurs et eaux de vie pré-concentrées dans
I’espace de téte sont seulement caractérisées par 20 et 18 composes, respectivement (tableau
19). La perte d’information se situe principalement au niveau des constituants hydrocarbonés

minoritaires et des monoterpénes oxygénés. On note également des taux plus élevés en
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monoterpénes et sesquiterpenes hydrocarbonés dans les fractions volatiles obtenues par
MEPS.

De plus, la comparaison entre la liqueur et 1’ecau de vie fait apparaitre quelques
différences qualitatives, puisque le (Z)-B-ociméne 14 est détecté uniquement dans 1’eau de vie
alors que le linalol 18, le 2-méthylbutyrate d’isobutyle 19 et le terpinén-4-ol 21 ne le sont que
dans la liqueur. Cependant, il ne s’agit que de composé€s minoritaires. Au niveau des
composés majoritaires, nous retrouvons 1I’a-pinene 3 (49,2 et 60%) et le 1,8-cinéole 13 (24,1

et 13,5%) dans les deux types de matrices.

Nous avions conclu que [’analyse chromatographique aprés MEPS révélait les
caractéristiques principales de la composition en volatils des baies du myrte commun et donc
que la MEPS pouvait étre utilisée comme méthode alternative pour obtenir un « diagnostic »
rapide et fiable. De méme, nous pouvons dire que la technique de pré-concentration par
MEPS appliquée aux liqueurs et eaux de vie de myrte nous a permis d’observer des profils

chromatographiques similaires a ceux obtenus respectivement apres ELL.

Quel que soit le mode de préparation de I’échantillon (ELL ou MEPS) les profils
chromatographiques des baies, liqueurs et eaux de vie de myrte sont tout a fait comparables.
Nous pouvons, donc, conclure a une bonne héritabilité de facon indépendante de la méthode
utilisée. En conséquence, sans que ’on puisse affirmer que la MEPS est véritablement une
méthode alternative pour une étude approfondie, cette technique appliquée aux baies de myrte
préfigure de fagon satisfaisante la qualité des spiritueux. Rappelons qu’elle présente

I’avantage d’un gain de temps et d’énergie ainsi que de I’absence de solvants.
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Tableau 19 : Composition chimique en volatils des liqueurs et des eaux de vie

HE Liqueur Eau de vie
, a b . ELL MEPS ELL MEPS

n°® Composes IrL* IrA” IrP %

pg/100ml % % pg/100ml % %
1  Isobutyrate d'isobutyle - 902 1090 0,2%0,1 3,7+0,1 0,1+0,0 - 09+01 0100 -
2 o-Thujene 932 922 1023 0,8+0,2 269+13 0,7+0,1 02+01 7,7+09 0901 05%01
3  o-Pinéne 936 931 1022 46,5+0,9 1677,3+103,7 43,7+4,1 492+38 4474+39,2 524+46 60,057
4 o-Fenchene 941 943 1047 0,1+0,1 3,8+£0,2 0,1+0,0 - 1,7+03 02%01 -
5  Camphéne 950 943 1066 0,1+0,1 39+0,2 0,1+£0,0 - 18+0,3 01+01 -
6  B-Pinéne 978 970 1110 0,6+0,0 19,2+1,0 05+0,1 08+0,2 43+0,7 0502 0701
7 Myrcene 987 979 1159 0,2+0,1 75+0,3 02+00 04+01 26+03 03%+01 03%00
8  o-Phellandréne 1002 997 1164 0,4+0,1 15,4+0,8 04+01 02+01 34+04 0400 05%01
9  &-3-Caréne 1010 1005 1147 2,3+0,5 69,1+4,4 18+03 18+03 196+17 23+02 18+0.2
10 o-Terpinéne 1013 1008 1178 0,2+0,1 7,705 0,2+0,0 - 20+04 0,2+0,0 -
11 p-Cymene 1015 1010 1169 2,7+0,6 76,8 £6,9 20+0,1 4703 16217 19+02 30%£0,3
12 Limonene 1025 1018 1199 51+0,2 1919+163 50+03 43x05 22214 26%02 29=%02
13 1,8-Cinéole 1024 1020 1209 26,0+0,7 1109,2+949 28917 245+21 193,0+139 226+16 135%10
14 (Z2)-B-Ocimeéne 1029 1024 1230 0,1+0,0 3,8+£0,3 0,1+0,0 - 0,7+0,3 01+00 0,3%00
15 vy-terpinene 1051 1047 1243 1,7+0,3 53,7+£3,7 14+02 21+04 120+08 14+01 13%01
16 p-Cymenene 1075 1071 1430 0,1+0,0 3604 0,1+0,0 - 1,0£0,2 0,1+0,0 -
17 Terpinolene 1082 1078 1280 1,0%0,1 42,240 1,1+0,2 12+04 94+05 11+01 11+01
18 Linalol 1086 1081 1544 15+%0,1 61,4+5,1 1,6+0,2 02+00 128+11 15%01 -
19 2-méthylbutyrate d'isobutyle* 1092 1086 1472 0,3+0,1 79+04 02+00 0401 15+02 02%£0,0 -
20 trans-Pinocarvéol 1126 1125 1650 0,2+0,0 78+0,4 0,2+0,0 - 16+0,1 0,2+0,0 -
21 Terpinen-4-ol 1164 1161 1600 0,5%0,1 230x14 06+01 01+00 60+04 07£0,0 -
22 a-Terpinéol 1176 1179 1700 2,3+0,4 1190%x99 3,1x04 - 239+20 28+0,2 -
23 Geraniol 1235 1233 1843 0,4+0,1 154+1,0 04+0,1 - 34+02 0400 -
24 Acétate de myrtényle 1313 1307 1684 0,2+0,1 11,5+0,6 0,3+0,0 - 26+04 03+0,0 -
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25
26
27
28
29
30
31
3la
32
33
33a
34
35
36
37
38
39

Acétate d'a-terpinyle
Acétate de néryle
Acétate de géranyle
Meéthyl eugenol
B-Elémene
(E)-B-Caryophylléne
y-Elémeéne
Aromadendrene
o-Humuléne
B-Sélinéne
Valencéne
o-Sélinéne
B-bisaboléne
d-Cadinene
Germacréne B

Oxyde de caryophylléne

a-Sélin-11-en-4-ol

1335
1342
1362
1369
1389
1421
1429
1443
1455
1486
1494
1494
1503
1520
1543
1578
1660

1332
1342
1357
1367
1388
1424
1429
1437
1456
1483
1488
1495
1500
1515
1541
1576
1652

1681
1726
1752
2009
1589
1591
1604
1602
1665
1712
1709
1520
1720
1749
1728
1980
2241

03+01 15,4 +0,3 0,4+0,0 - 3204 0400 -
0,1+0,0 3,7+01 0,1+0,0 - 14+02 01+0,0 -
2,1+01 88,3+6,5 2,3+0,2 - 16,2+14 19%01 -
05+01 19,2+1,7 05%01 43+03 05+00
02+01 76+04 02+00 02%01 19+02 02+0,2 10+0,0
09+01 19,2+1,2 05+01 25+03 30%x04 04x01 2%0,3
0,1+0,0 - - - - -

79+0,2 0,2+00 03+00 14+01 02+x00 03%01
02+01 78+0,2 02+00 08%0,2 12+0,1 01+00 11+01
03%01 11,5+1,0 0,3+0,0 0,7%+0,.2 1,7+0,1 02+00 11+0,0

115+11 03+01 06%x01 20+02 02+x00 1001
03%01 - - - - - -
0,1+0,0 35%01 0,1+0,0 - - - -
0,1+0,0 38%01 0,1+0,0 - 1,0£0,2 01+0,0 -
0,2+0,0 7,2+0,5 02%01 - - - -
02+01 8,0+0,4 0,2+0,0 - - - -
0,2+0,0 8,1+0,3 0,2+0,0 - - - -

Monoterpénes hydrocarbonés
Monoterpénes oxygénés

Sesquiterpenes

61,9+1,4 2202,7+123,8 57,4+3,7 649+39 552+420 646+48 724+23
341+14 14738+885 384+16 248+20 211,8+159 314+18 135+0,8

hydrocarbonés 2,4+0,3 80,1+1,9 2,1+0,1 51+0,7 112+03 14+10 8,7%0,3
Sesquiterpenes oxygénés 0,4+0,1 16,1 +0,5 0,4+0,0 - - - -
Autres 05+0,1 11,6 £0,2 0,3+00 04%+01 24%02 0300 -
Total 99,3+0,6 3784,3+1633 982+12 952+45 777,4+50,7 97,7+19 946+20

Les n® des composés correspondent & I’ordre d’élution sur colonne apolaire.
% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]

® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1)

¢ Indices de rétention obtenus sur colonne polaire (Rtx-wax)

Les teneurs des composés sont exprimées en pourcentages relatifs.

Les composés ont été identifiés & partir de la bibliothéque « ardmes » du laboratoire (sauf * : composés identifiés a partir de la bibliothéque commerciale NIST [2008])
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1.2.3. Variabilité intraspécifique de la composition phénolique des baies

La caractérisation de la composition phénolique des baies de myrte des 16 stations a
éte réalisée par CLHP-DAD, d’une part, et par CLHP/SM, d’autre part (cf. Partie A 111.2).
Nous avons identifié 14 composés rapportés au tableau 20. Les principaux composés sont la
myricétine-3-O-arabinoside 9 (358,1 a 1364,2 mg/l), la myricétine-3-O-galactoside 7 (137,3 a
1184,8 mg/l), la myricétine 12 (237,5 a 1091,1 mg/l) et I'épigallocatéchine 5 (179,7 a 1017,9
mg/l).

D’un point de vue qualitatif, si les extraits des 16 stations sont marqués par la présence
des 14 constituants, les teneurs de ces composés ne semblent pas homogenes pour I’ensemble
des stations. En effet, les stations S1-S4 montrent une concentration totale en composés
phénoliques tres supérieure a celle des stations S5-S16. La variabilité est particulierement
marquée au niveau des concentrations des constituants majoritaires. Par exemple, le composé
principal dans tous les échantillons; la myricétine-3-O-arabinoside 9 présentent une
abondance comprise entre 1203 et 1364 mg/l dans les stations S1 a S4 et une abondance allant
de 358 a 576 mg/I pour les localisations S5 a S16.

L’analyse ANOVA (annexe 1.2) permet de confirmer statistiquement que I’ensemble
des stations ne présente pas une composition chimique homogene. Ainsi, ’analyse par
Classification Ascendante Hiérarchique (annexe 1.3) établi I’existence de deux groupes
distincts ; les profils chromatographiques des extraits issus des échantillons S1 a S4 sont
analogues et different significativement de ceux des stations S5 a S16 qui sont semblables
entre eux. Les deux groupes se différencient principalement par la richesse en composés
phénoliques : les échantillons du premier groupe ont une concentration totale qui varie entre
7962,7 mg/l et 8170,5 mg/l alors que ceux du second groupe présentent une teneur comprise
entre 1882,3 mg/l et 2496,0 mg/l. Le premier groupe (S1-S4) est dominé par la myricétine 12
(978,8 a 1091,1 mg/l), deux dérivés glycosylés de celle-ci : la myricétine-3-O-arabinoside 9
(1203,8 a 1364,2 mg/l) et la myricétine-3-O-galactoside 7 (988,9 a 1184,8 mg/l) et
I’épigallocatéchine 5 (919,4 a 1017,9 mg/l). Pour l'autre groupe, les mémes constituants
majoritaires sont observés mais a des concentrations moindres : la myricétine 12 (237,5 a
468,7 mg/l), la myricétine-3-O-arabinoside 9 (358,1 a 576,6 mg/l), la myricétine-3-O-
galactoside 7 (137,3 a 210,8 mg/I) et I'épigallocatéchine 5 (179,7 a 287,2 mg/l).
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D’aprés Gardeli et coll. [2008], la composition phénolique du myrte commun est
influencée par les variations climatiques saisonnieres. En ce qui nous concerne,
I’échantillonnage a eu lieu durant une méme période de I’année. Les variations sont
probablement imputables aux facteurs environnementaux, notamment a I’exposition et aux
conditions climatiques, variant avec les zones de récoltes. Ainsi, la variabilité intraspécifique
du myrte a 'origine de ces deux groupes « phénoliques » pourrait étre due a des différences
au niveau du stade végétatif des fruits ou de leur teneur en eau. Cette hypothése est en partie
confirmée par la proximité géographique des stations S1-S4 qui présentent les concentrations

en composés phénoliques les plus élevées.

Si nous comparons nos résultats avec ceux de la littérature [Martin et coll., 1999 ;
Montoro et coll.,, 2006a, 2006b ; Tuberoso et coll., 2010], nous constatons que les
compositions phénoliques des baies de Sardaigne différent quantitativement de celles de
Corse ; notamment au niveau des composés majoritaires avec des teneurs plus importantes en
myricétine-3-O-galactoside 7 et en myricétine-3-O-rhamnoside 8 dans celles de Sardaigne et
en myricetine 12, en myricétine-3-O-arabinoside 9 et en épigallocatéchine 5 dans celles de

Corse. Ces composes sont des marqueurs permettant de différencier les baies des deux Tles.
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Tableau 20 : Composition phénolique des extraits de baies de Myrtus communis L. en fonction de la localisation des échantillons.

n° Composés trmn) SI S2 S3 S4 S5 S6 ST S8 S9 S0 S11  S12 SI3  Sl4  SI15  SI16
1 Acide gallique 9.1 786 794 874 745 244 190 321 209 234 255 249 157 248 274 375 311
2 Acide ellagique 19,6 739 898 923 91,1 291 268 228 183 283 229 385 303 373 245 335 20,6
3 Catéchine 21.2 2424 2157 2026 2420 612 81,8 607 795 512 749 1172 1148 1082 823 758 944
4 sg'lgi‘;ec“'“e'&o' 23,6 100,1 79,4 984 1083 333 228 330 41,8 585 394 37,7 186 469 428 255 329
5 Epigallocatéchine 28,5 987,2 9194 1006,6 10179 251,9 237,3 1874 1911 1797 2132 287,2 2409 2760 2364 2124 2595
6 g‘_’égej‘l';ct’gate"h'”e'3' 29,6 4993 5365 4829 4438 97,7 1006 869 1102 1345 948 107,01 772 981 1054 957 933
7 g"a}’;::‘tzgg'lgefo 35,8 1184,8 1097,6 990,1 9889 171,2 1525 1831 1494 1937 1785 1996 137,3 2108 1994 1529 1755
8 m;/:?‘%tsu?;so 36,6 4024 4059 4277 3794 2275 166,8 1990 1747 1845 2048 2203 1436 231,3 227,5 1408 1643
9 Qf;’t;:ﬁggﬂffo 37,2 1203,8 1246,7 13642 12554 576,66 5435 501,3 4093 4647 4843 4084 4416 3974 537,3 4056 358,1
10 ;?I‘L‘fé';fsfgg‘”o 375 6495 6396 6111 7312 1446 1586 2340 1394 1674 1430 1445 810 1536 1592 107,6 1287
11 %‘;ﬁ:ﬁ%‘g‘gfo 381 7884 7435 7003 8139 1537 1674 1858 1403 1779 1931 2834 2476 2720 2156 2684 1831
12 Myricétine 385 10046 1023,8 9788 1091,1 3198 3702 3298 2783 337,01 2375 3583 4687 2973 2551 4420 3493
13 Quercétine 415 6346 5884 6570 650,7 169,9 1842 1552 1038 1392 1549 217,7 201,3 1688 1722 1989 1916
14 Kaempférol 463 2783 2970 3417 2823 440 525 377 253 558 526 51,2 436 623 587 665 475

Acides phénoliques 1525 1692 179,77 1656 535 458 549 392 517 484 634 460 621 519 710 517

Flavan-3-ols 1829.0 1751,0 1790,5 1812,0 4441 4425 3680 422,6 4239 4223 5492 4515 5292 4669 4094 4801

Flavonols glycosylés 42289 4133,3 40934 4168,8 12736 1188,8 1303,2 1013,1 11882 12037 12562 1051,1 12651 1339,0 10753 1009,7

Flavonols 1917,5 1909,2 19775 20241 533,7 6069 5227 4074 5321 4450 6272 7136 5284 4860 7074 5884

Total 8127,9 79627 8041,1 81705 2304,9 22840 22488 18823 21959 21194 24960 2262,2 2384.8 23438 22631 2129,9

S1: Canari; S2 : Bastia; S3 : Saint Florent; S4 : Agriates; S5 : Lozari; S6 : Calvi; S7 : Corte; S8 : Peri; S9 : Ajaccio; S10 : Sartene; S11 : Bonifacio; S12 : Porto Vecchio; S13
: Travo; S14 : Morta; S15 : Abbazzia; S16 : Aleria.

Les n°® des composés correspondent a I’ordre d’élution : temps de rétention (tr) croissant.

Les concentrations des composés dans 1’extrait sont exprimées en mg/l. Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.
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1.2.4. Fraction phénolique des liqueurs

L’analyse par CLHP/DAD et CLHP/SM des liqueurs commerciales a conduit a
I’identification des mémes 14 composés (tableau 21) préalablement détectés dans les extraits
méthanoliques des baies (tableau 20). Les profils chromatographiques des liqueurs étudiées
sont semblables et ’on peut définir une abondance moyenne. Les composés phénoliques se
répartissent en : deux acides phénoliques (1, 2) ayant une concentration de 52,9 mg/l, en
quatre flavan-3-ols (3-6) ayant une concentration de 442,7 mg/l, en cing flavonols glycosylés
(7-11) ayant un concentration de 973,3 mg/l et trois flavonols (12-14) ayant une concentration
de 613,2 mg/l. Les composés majoritaires sont la myricétine 12 (386,7 mg/l), la myricétine-3-
O-arabinoside 9 (301,7 mg/l), I’épigallocatéchine 5 (231,5 mg/l) et la quercétine-3-O-
rhamnoside 11 (231,1 mg/l).

Apres comparaison de ces résultats avec ceux obtenus lors des analyses sur la
variabilitée chimique des baies (cf. Partie B 1.2.3), nous constatons que les teneurs en phénols
totaux des liqueurs commerciales (2083,0 mg/l) sont du méme ordre de grandeur que celles
des extraits des stations S5-S16 (1882,3 a 2496,0 mg/l). Rappelons que les extraits des baies
des stations S1-S4 presentent des concentrations beaucoup plus élevees (7962,7 a 8170,5
mg/l). 1l faut toutefois considérer que 1’obtention d’une liqueur résulte de la « dilution » de
I’extrait éthanolique induisant une diminution des concentrations des analytes. Le facteur de
dilution appliqué par I’industriel est de 1’ordre de 2. En appliquant ce facteur de dilution aux
extraits de baies des différentes stations, nous constatons que les liqueurs commerciales ont
des teneurs globales deux fois plus fortes que les extraits de baies de stations S5-S16 et deux
fois plus faibles que les extraits de baies des stations S1-S4 (tableau 21). Ces écarts peuvent
étre dus a une différence de maturité des fruits liée aux effets pédo-climatiques entre la récolte
réalisée par I’industriel et celle effectué par notre laboratoire. En effet, I’approvisionnement
en baies est étalé sur un mois pour ’industriel alors que - dans notre cas - il a été accompli en
seulement trois jours. Ainsi, le procédé d’échantillonage industriel permet d’obtenir une
composition phénolique représentative du territoire et modérant I’effet du stade de maturité

des baies.
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Au niveau de la répartition des familles de composes, nous retrouvons
systématiquement des concentrations intermédiaires pour les liqueurs commerciales par
rapport a celles de stations S1-S4 et S5-S16. Par exemple, les acides phénoliques 1-2 sont
présents a une teneur de 52,9 mg/l (S1-S4: 83,4 mg/l ; S5-S16 : 26,7 mg/l), les flavan-3-ols
3-6: 442,7 mg/l (S1-S4 : 897,8 mg/l ; S5-S16 : 225,4 mg/l ), les flavonols glycosylés 7-11 :
973,3 mg/l (S1-S4: 2078,1 mg/l ; S5-S16 : 590,3 mg/l) et les flavonols 12-14 : 613,2 mg/I
(S1-S4 :978,5 mg/l ; S5-S16 : 279,1 mg/l).

En ce qui concerne les composés majoritaires individualisés, nous retrouvons des
concentrations pour les liqueurs qui sont @ mi-chemin entre les deux groupes de stations (S1-
S4 et S5-S16). En effet, la teneur en myricétine 12 dans les liqueurs est de 386,7 mg/l alors
qu’elle est de 512,3 et 168,5 mg/l dans les extraits des stations S1-S4 et S5-S16,
respectivement. La concentration en myricétine-3-O-arabinoside 9 est de 301,7 mg/l dans les
liqueurs (S1-S4 : 633,8 mg/l ; S5-S16 : 230,3 mg/l), celle de I’épigallocatéchine 5 est de 231,5
mg/l (S1-S4 : 491,4 mg/l ; S5-S16 : 115,5 mg/l) et celle de la quercétine-3-O-rhamnoside 11
est de 231,1 mg/l (S1-S4 : 380,8 mg/l ; S5-S16 : 103,7 mg/l). Nous notons également que
I’ordre d’abondance des constituants majoritaires sur le profil chimique des liqueurs est
différent de celui des extraits; cette différence entre les liqueurs et les stations

d’échantillonage est plus marquée pour les stations S1-S4 que pour S5-S16.

Pour conclure, nous retrouvons dans les liqueurs I’ensemble des composés
phénoliques identifiés dans les extraits de baies de Myrtus communis L. Les différences
quantitatives entre les stations et les liqueurs peuvent étre dues a la période, a la durée et au
lieu de récolte ; en effet, les baies servant a I’industriel pour la fabrication de la liqueur lui
sont apportées sur une période d’un mois et en provenance de différentes micro-régions de
I’ile. Malgré ces différences nous observons un transfert global des constituants lors de la
fabrication des liqueurs s’effectuant donc sans modifications significatives de la composition

phénolique.

Notre partenaire industriel s’est montré trés intéressé par nos résultats puisque la
connaissance de la composition chimique des spiritueux peut amener a la mise en place d’une
définition de la qualité d’une liqueur au sein de I’entreprise voire au niveau de I’ensemble des
acteurs du secteur et déboucher sur un label. De plus, I’analyse de la composition chimique

des baies est également utile aux professionnels car en connaissant les teneurs en composés ils
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peuvent déterminer le niveau de qualité des fruits qui leur sont proposés et, par exemple, en

fixer le prix.

Tableau 21 : Compositions phénoliques moyennes des liqueurs commerciales, des extraits de
baies S1-S4 et S5-S16

tr

n° Composés (mn) Liqueur S1-S4 S5-S16
1 Acide gallique 9,2 199+21 40,0+ 2,7 12,8 +3,0
2 Acide ellagique 19,6 329+32 43,4+43 13,9+3,2
3 Catéchine 21,2 97,754 112,8 £9,9 41,8 £ 10,7
4 Epicatéchine-3-O-gallate 23,6 27,9+2,1 48,3+ 6,1 18,1+55
5 Epigallocatéchine 285 2315+10,2 4914+221 1155+17.4
6 Epigallocatéchine-3-O-gallate 29,6 855+74 245,3+ 19,2 50,1+7,0
7 Myricetine-3-O-galactoside 358 157,9+10,0 532,7+473 87,7117
8 Myricétine-3-O-rhamnoside 36,6 173,2+152 201,9+9,9 95,2 £16,4
9 Myricetine-3-O-arabinoside 37,3 301,7+215 6338+341 230,3+343
10 Quercetine-3-O-glucoside 37,4 1104+10,0 328,9+258 73,4 £18,2
11 Quercetine-3-O-rhamnoside 37,8 231,1+251 380,8+251 103,7+245
12 Myricétine 38,5 386,7+271 5123+240 1685+344
13 Quercétine 415 178,1+211 3163+155  857%155
14 Kaempférol 46,3 48,4 +7.8 149,9 + 14,5 249156
Acides phénoliques 529+53 83,4+£5,6 26,744
Flavan-3-ols 442,7+251 897,8+16,8 22541252
Flavonols glycosylés 973,3+81,8 2078,1+28,7 590,3+579
Flavonols 613,2+56,0 9785+27,0 279,1+47/4
Total 2083,0 + 168,2 4037,8+46,3 1121,5+77,0

Les n° des composés correspondent a 1’ordre d’élution : temps de rétention (tr) croissant.

Les concentrations moyennes dans les liqueurs sont exprimées en mg/l et calculées a partir des résultats obtenus
sur cing bouteilles d’un méme lot commercial.

Les concentrations moyennes dans les extraits des stations sont exprimées en mg/l et calculées aprés application
d’un facteur de dilution de 2

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.

1.2.5. Phénols totaux et activités antioxydantes des liqueurs

Durant une année, nous avons mesuré 1’évolution des phénols totaux et de I’activité
antioxydante de trois lots de liqueurs commerciales élaborées simultanément : le lot A est
fermé, conservé a I’obscurité et a température ambiante (méthode de stockage type industriel)
; il est analysé apres 3 mois, 6 mois, 12 mois et 15 mois de conservation. Le lot B est

conservé dans les mémes conditions que le lot A mais il est analysé seulement apres 12 et 15
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mois de conservation. Le lot C est étudie avec une temporalité analogue au lot A mais il est

conservé a la lumiere et a température ambiante.

La mesure des phénols totaux est réalisée par le test de Folin-Ciocalteu (tableau 22).
Pour les trois lots, nous observons une baisse des teneurs en phénols totaux lors de la
conservation. Par ailleurs, nous remarquons que le procédé de conservation - a I’abri ou non

de la lumiere (lot A et C respectivement) - n’a pas d’impact sur cette concentration.

L'activité antioxydante des liqueurs a été mesurée par l'intermédiaire de trois tests :
FRAP, ABTS et DPPH (tableau 22). Nous constatons que les trois lots de liqueurs ont
répondu positivement a tous les tests. En outre, nous notons une baisse de D’activité

antioxydante au cours de la période d’analyse, quel que soit le test réalisé.

Avec le test FRAP, nous observons, tout d’abord, une faible baisse de ’activité pour
les liqueurs jusqu’au sixiéme mois de conservation, puis nous constatons que l’activité
diminue fortement entre le sixiéme et le douzieme mois de conservation. Enfin, une
diminution plus faible est enregistrée entre le douzieme et le quinziéme mois de conservation.

De plus, pour chaque série d’analyse, les trois lots de liqueurs répondent de maniére similaire.

Les résultats des tests ABTS et DPPH sont proches. Nous observons tout d’abord une
diminution de I’activité antioxydante de I’ordre de 3 a 5% entre le troisiéme et le sixieme
mois de conservation, puis une baisse un peu plus forte aux alentours de 10% entre le sixieme
et le douziéme mois de conservation ainsi qu’entre le douziéme et le quinzieme mois de
conservation. De plus, comme pour le test FRAP, nous n’observons pas de différences entre
les lots de liqueurs ce qui suggére que les conditions de conservation que nous avons mis en

place ont une influence similaire sur la baisse de I’activité antioxydante.

A la vue de ces résultats, il apparait que I’activité antioxydante des liqueurs est
étroitement corrélée avec les teneurs en composes phénoliques. Celles-ci sont stables durant
les six premiers mois de conservation. Au dela de cette période, nous observons une
dégradation de ces teneurs et donc une diminution des propriétés antioxydantes. Cependant, la
forte baisse de I’activité n’est observée que sur un seul des trois tests (FRAP) ; la baisse est
beaucoup plus modérée selon les deux autres tests. Ces résultats sont comparables a ceux

décrits par Montoro et coll. [2006] qui ont mis en évidence une diminution du pouvoir

107



antioxyadant liée aux concentrations décroissantes en anthocyanes a partir de quatre mois de

conservation. Par ailleurs, les modifications de la concentration en phénols totaux au cours de

la conservation peuvent induire une dégradation de la flaveur du produit. Cette hypothése ne

peut étre verifiée que par des analyses sensorielles.

Tableau 22 : Phénols totaux et tests antioxydants réalisés sur les liqueurs de myrte

Folin-Ciocalteu

Soos  ooos Mars2009 o
mgGAE/I* mgGAE/I®? mgGAE/I* mgGAE/I?
A 684,1+152 653,1+11,1 510,8+27,8 464,9+2,6
B - - 504,0+25,1 493,7+12,1
C 6924478 657,1+20,4 49464211 4839+3,7
ABTS
Fr
TEAC® TEAC® TEAC® TEAC®
A 227,9+47 220,7+6,8 197,8+1,8 180,332
B - - 201,4+0,4 172,3+0,5
C 2222+42 215643 1995459 181,2+38

FRAP
Juillet 2008 Octobre Mars 2009 Juillet 2009
2008
TEACP TEACP TEACP TEACP
A 3411,2+48,8 3243,0+61,8 1468,6+448 1189,4+295
B - - 1375,5+33,4  1149,0+81,8
C 3422,3+415 3257,9+53,6 1397,8+114,7 1236,3+16,2
DPPH
Juillet 2008 OCtOPre  \1ors 2009  Juillet 2009
2008
TEAC® TEAC® TEAC® TEAC®
A 1985459  188,646,6 167,448,3 145,0+7,6
B - - 161,945,0 141,5+11,6
C 195,0+4,6 186,2+8,3  166,5+16,5 146,249,0

% Les résultats pour le test de Folin sont exprimés en mg équivalent acide gallique par litre
®Les résultats (TEAC) sont exprimés en pM équivalent trolox par litre
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Il. Le cédrat

11.1. Bibliographie

11.1.1. Botanique et Ethnobotanique

Le cédrat, Citrus medica L., appartient a la famille des Rutacées, sous-famille des
Aurantiacées, tribu des Citrae. Les cédratiers sont des arbres de 3 a 5 m de hauteur maximale,
a branches épineuses, a feuilles coriaces, ovales et allongées. Les fleurs sont blanches pour la
variété a pulpe douce (Citrus medica L. var. corsican ou Cédrat de Corse) et généralement
pourpres (anthocyanées) a rosées pour les variétés a pulpe acide. Les fruits sont souvent de
grande taille et allongés. En fonction des variétés, ils peuvent dépasser une longueur de 15 cm
et atteindre 3 kg notamment quand I’arbre est jeune. La peau du fruit est souvent irréguliere,
bosselée a rugueuse et tres épaisse. Elle adhére fortement aux quartiers dont la pulpe est
généralement peu juteuse. Cet agrume est considéré comme I’ancétre du citron (Citrus limon
L. Burm.) ; il a été génétiquement identifié comme faisant partie des trois ou quatre taxons de

base (espéces ancestrales) du genre Citrus [Nicolosi et coll., 2000 ; Luro et coll., 2001].

CITRUS Medica CITRONIER de Medie

e g

Figure 41 : Illustration de Citrus medica L. [Risso et Poiteau, 1818]
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De nombreux auteurs s’accordent a dire que ce fruit serait apparu sur les contreforts de
I’'Himalaya et serait arrivé en Perse au VII°™ siécle av. J.C ; les échanges commerciaux entre
la Vallée de I'Indus et la Mésopotamie expliqueraient cette migration vers 1’ouest. Apprécié
pour ses qualités odorantes et ornementales, il est amené en Gréce par les botanistes qui
accompagnaient Alexandre le Grand en Mésopotamie en 325 av. J.C. Théophraste,
philosophe botaniste grec, décrit pour 1’une des toutes premiéres fois ce qui sera appelé la
pomme persique ou pomme médique [Tolkowsky, 1938]. Certains auteurs estiment que le
cédrat aurait été introduit beaucoup plus tdt en Palestine grace aux échanges entre les
Hébreux, les Perses et les Assyriens. Victor Loret [1891] évoque méme la présence de fruits
séchés dans des tombes datant de I’antiquité Egyptienne du XII*™ siécle avant notre ére. On
trouve également des traces plus récentes chez les romains dans les écrits de Virgile,
Dioscorides et Pline [Andrews, 1961].

Des son arrivee en Meéditerranée, ses utilisations sont multiples. Les usages
pharmaceutiques sont décrits par plusieurs auteurs gréco-romains et arabes dont Théophraste
(372 av. J.C., 287 av. J.C.), Virgile (70 av. J.C., 19 av. J.C.), Pline (23 ap J.C., 79 ap J.C.),
Athénée (11°™ et 111°™ siécle de notre ére), Gargilius Martialis (111°™ siécle de notre ére) et le
Vizir Aboul Qasim (X®™ siécle de ’'Hégire). Le cédrat était qualifié alors d’antiseptique, de
cicatrisant, d’antipoison ou d’antitussif en fonction des parties de la plante utilisées. L’écorce
de I’arbre, les feuilles et les différentes parties du fruit jusqu’aux pépins étaient utilisées [Huet
et coll., 1986]. La diffusion du cédrat dans le bassin méditerranéen est fortement liée a son
utilisation rituelle dans la religion juive. Le cédrat fait partie des quatre especes de plantes que
les juifs utilisent lors de la féte des Tabernacles ou des Cabanes (Sukkot) ; les fideles font sept

fois le tour de la synagogue avec un bouquet composé d’une branche de palme, de saule, de

myrte et un cédrat.

L’arrivée du cédrat en Corse est un objet de controverse entre auteurs ; il est cultivé en
Mediterranée des 1’ Antiquité et pourtant sa présence en Corse n’est officiellement évoquée
qu’au début du XIX®™ sigcle [Huet et coll., 1986 ; Nivaggioli, 2002]. La production a connu
son apogée a la fin du XIX*™ siécle en fournissant pres d’un tiers de la production mondiale.
Les cédrats conservés en saumure étaient exportés en Italie et en Europe du nord pour la
production de fruits confits destinés a la fabrication de panetone italiens et de Christmas

cakes anglais et allemands [Nivaggioli, 2002]. La variété cultivée en Corse (Citrus medica L.
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var. corsican) appelée Cédrat de Corse est une variété spécifique a pulpe douce dont les

qualités aromatiques et organoleptiques étaient trés recherchées par les confiseurs.

Le cédrat est aujourd’hui connu pour son utilisation alimentaire ; le fruit est confit,
transformé en confiture, en bonbon, en liqueur ou en eau de vie. Dans le sud de I’ltalie, on
trouve de nombreuses patisseries, de la glace, du granité et un grand nombre de boissons a
base de cédrat. Confit en saumure, il entre méme dans la garniture de certaines pizze
proposées dans les restaurants de Santa Maria del Cedro en Calabre. A I’instar des autres
espéces du genre Citrus, le cédrat peut également trouver de multiples applications en
parfumerie ou en cosmétique a travers la richesse et la diversité des composés volatils et

phénoliques contenus dans les fruits et les feuilles.

[1.1.2. Composition chimique

a) Les composés volatils

La premicre étude sur la composition chimique de I’huile essentielle de cédrat date
d’une vingtaine d’année. Shiota [1990] a constaté que 1’essence de zeste de la variété Main de

Bouddha cultivée au Japon est riche en limonene et en y-terpinene.

Par la suite, Fleisher et Fleisher [1991, 1996] ont étudié la composition des huiles
essentielles de zeste et de feuilles de la variété Etrog provenant du Yémen. Il en ressort que
I’huile essentielle des feuilles est dominée par le limonéne (24,8%), le géranial (23,1%), le
néral (17,1%) et le phytol (10,2%) alors que celle de zeste est caractérisée par le limonéne
(52,6%) et le y-terpinene (14,5%).

En 1998, Poiana et coll. [1998] ont comparé les compositions chimiques des huiles
essentielles et des extraits de zeste de la variété Diamante d’origine italienne obtenus par trois
méthodes d’extraction : I’hydrodistillation, 1’extraction au pentane et I’extraction au CO
supercritique. Les deux premiéres ont permis d’obtenir des mélanges caractérisés par le
limonéne (59,7-60,8%) et le y-terpinéne (23,4-24,6%) alors que I’extraction au CO;
supercritigue conduit a des extraits plus riches en sesquiterpénes, en COMPOSEs

hétérocycliques et en cires.
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Concernant les compositions chimiques des huiles essentielles de cédrats cultivés en
Corse, Lota et coll. [1999] ont étudié celles de zeste de cinqg variétés (Rhobs el Arsa, Etrog,
Main de Bouddha, Corsican et Diamante). Il apparait qu’elles sont caractérisées par : - le
limonéne comme unique composé majoritaire (Rhobs el Arsa) ; - le limonéne associé au y-
terpinéne (Etrog, Main de Bouddha et Corsican) ; - le limonéne accompagné du couple
géranial/néral (Diamante). Les compositions chimiques des huiles essentielles de feuilles ont
également été rapportées dans cette étude ; elles s’averent homogénes par des teneurs
importantes en limonene, géranial et néral pour les cing variétés précitées ainsi que pour la

variété Poncire commun.

Ces résultats sont analogues a ceux des travaux de Vekiari et coll. [2002, 2004] qui
rapportent des compositions chimiques riches en limonéne, geranial et néral dans les huiles
essentielles de feuilles et de zeste de cédrat Diamante cultivé en Grece. En outre, les auteurs
ont comparé la composition chimique des huiles essentielles obtenues a partir de plantes
saines et a partir de plantes infectées par le virus exocortis. Ils ont observe que les
concentrations en monoterpénes hydrocarbonés (a-pinene, B-pinéne, (Z2)- et (E)-p-ocimene)
dans les huiles essentielles de zeste augmentent significativement chez les individus malades
ce qui conduit, de fait, a une forte diminution de celles en composés oxygenés (nerol, néral,
géraniol, geranial, etc). En revanche, les profils chromatographiques des huiles essentielles de
feuilles issues d’arbres sains et malades sont qualitativement et quantitativement similaires et
donc les teneurs en composés volatils dans les feuilles ne semblent pas étre affectées par la

maladie.

Plus récemment, Gabriele et coll. [2009] ont également étudié la composition des
huiles essentielles de zeste de cédrat Diamante d’Italie en fonction de la maturité du fruit
(cédrat vert de petite taille, cédrat vert de grande taille et cédrat jaune) et selon trois méthodes
mécaniques. lls constatent que les teneurs en composés majoritaires (limonene et y-terpinéne)
varient légerement en fonction du degré de maturité. Par exemple, les pourcentages relatifs en
limonéne et en y-terpinéne oscillent entre 51,27-60,56% et 20,89- 24,40%, respectivement. En
revanche, quelle que soit la méthode d’extraction utilisée les auteurs n’ont pas observe de

variations significatives des compositions chimiques des essences.
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b) Les composés phénoliques

A notre connaissance, aucune étude n’a été menée sur la composition phénolique du
cédrat alors que le nombre d’articles traitant des constituants phénoliques présents dans
d’autres espéces du genre Citrus est important. Aussi, a défaut du cédrat, nous avons choisi

d’illustrer par ces autres espéces, les résultats des travaux sur les composés phénoliques.

En 1998, Mouly et coll. [1998] ont travaillé sur les flavanones glycosylées et les
flavones polyméthoxylées présentes dans diverses variétés d’orange et de mandarine.
L’analyse qualitative et quantitative a été faite par CLHP-DAD (détecteur a barrettes de
diodes) par comparaison des temps de rétention et des spectres UV réalisés a deux longueurs
d’ondes : 280 nm et 330 nm. Celles-ci correspondent aux maxima d’absorption des
flavanones glycosylées, d’une part, et des flavones polyméthoxylées, d’autre part. L’analyse
met en évidence la présence de : - la narirutine, I’hespéridine, la scutélarine et la didymine
pour les flavanones glycosylées; - la sinensétine, 1’hexaméthoxyflavone, la nobilétine,
I’heptaméthoxyflavone et la tangérétine pour les flavones polyméthoxylées. Les flavanones
glycosylees (400 mg/l) sont les molécules les plus abondantes avec une concentration totale

dix fois plus importante que les flavones polyméthoxylées (40 mg/l).

Oufedjikh et coll., [2000] ont étudié I’effet de I’irradiation y sur la clémentine et
montrent que les concentrations en flavonoides diminuent de moitié apres irradiation.
L’analyse par CLHP-UV-VIS des flavonoides obtenus aprés extraction liquide-liquide
indique que les fruits sont riches en flavanones glycosylées et en flavones polyméthoxylées.
Les auteurs ont notamment identifié la scutélarine, I’isoscutélarine, la tangérétine, la

sinensétine, la nobilétine, la quercétagétine et I’heptaméthoxyflavone.

En 2001, Gorinstein et coll., [2001] ont déterminé la composition en acides
phénoliques de la peau d’orange par fluorescence. Les composés identifiés sont 1’acide

caféique, I’acide p-coumarique, I’acide sinapique, I’acide férulique et I’acide ascorbique.

Plus récemment, Belajova et Suhaj [2004] ont analysé par CLHP-DAD les
polyphénols du jus d’orange. Ils en déduisent que I’hespéridine est le composé majoritaire
avec une teneur de 92 mg/l. Les autres constituants tels que la quercétine (23 mg/l), la

néohespéridine (7 mg/l) et la naringine (2 mg/l) sont présents a des teneurs moindres.
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11.2. Diversité moléculaire des cédratiers

11.2.1. Les feuilles : approche chimio-génétique de 24 variétés

La chimio-taxonomie (chemotaxonomy ou chemosystematics en anglais), est I’'un des
principaux mots clés de revues scientifiques de référence telles que Phytochemistry,
Chemistry & Biodiversity ou Biochemical Systematic and Ecology. Cette science vise a
classifier et identifier les plantes en se basant sur les similitudes et les différences de leur
composition chimique et biochimique. Les composés les plus fréqguemment utilisés sont les

protéines, les acides aminés et les métabolites secondaires.

Dans cette partie de nos travaux, nous avons conduit une étude chimio-genétique sur
24 variétés V1-V24, répertoriees au tableau 23. Vingt-trois d’entre elles (V1-V23) sont
cultivees a la station de recherche UR INRA-GEQA (commune de San Giuliano, Corse) et
une variété (V24) provient de Bari (Calabre) en Italie. Nous avons corrélé leur diversité
génétique et la variabilité chimique des huiles essentielles de leurs feuilles. D’un point de vue
taxonomique, les feuilles de 11 variétés de cédrats supposés « vraies » (ou ancestrales) (‘Main
de Bouddha’ V1, ‘Etrog’ (SRA 130) V2, ‘Etrog’ (SRA 131) V3, ‘Etrog 861’ V4, ‘Etrog 861-
S1’ V5, ‘Etrog type’ V6, ‘Humpang’ V7, ‘Diamante’ V8, ‘Corsican’ V9, ‘Poncire commun’
V10, ‘Diamante d’Italic’ VV24), sont de forme obovale, de couleur vert pale et ne possedent
pas de pétioles ailés [Risso et Poiteau, 1818]. Phénotypiquement, les treize autres cultivars
(‘Mac Veu de Montagne’ V11, ‘Damas’ V12, ‘Ommeyades’ V13, ‘Fourny’ V14, ‘Rhobs el
Arsa’ V15, ‘Verruqueux’ V16, ‘Florence’ V17, ‘Ada Jamir’ V18, ‘Kadu Mul’ V19, ‘Mac Nao
N’ V20, ‘Mac Nao Si’ V21, ‘Poncire de Colioure’ V22, ‘Mac Nao San’ V23) se différencient

des cédratiers "vrais" par des variations de la forme et de la couleur des feuilles.

Par ailleurs, nous avons complété cette étude chimio-génétique par une approche
chimio-taxonomique sur un échantillonnage réduit de 17 variétés de cédrat (V1-V17)
sélectionnées a partir des résultats obtenus lors de 1’étude chimio-génétique. Notre approche a
consisté a déterminer les compositions volatiles et phénoliques des zestes de ces 17 cultivars
afin de les confronter aux caractéristiques morphologiques. Enfin, nous avons procédé a la
caractérisation des composés (volatils et phénoliques) présents dans les deux autres parties du
fruit a savoir I’albédo et la pulpe. Le tableau 23 reprend les divers types d’analyses réalisées

sur les différents organes des cultivars.

114



Tableau 23: Numérotation des cultivars et analyses réalisées a partir de leurs différents organes

n°  Variété n° d'accession®  Feuilles Zeste Albédo Pulpe
V1 Main de Bouddha SRA640  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V2 Etrog SRA130  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.Phe.
V3 Etrog SRA131  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.Phe.
V4  Etrog 861 SRA132  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.5Phe.
V5 Etrog 861-S1 SRA709  Vol.”Gen. Vol.”/Phe. Vol.%Phe. Vol.5Phe.
V6 Etrog type SRA861  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V7 Humpang SRA722  Vol”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V8 Diamante SRA540  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V9  Corsican SRA613  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.5Phe.
V10 Poncire Commun SRA701  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V11 Mac Veu de Montagne ~ SRA 760 Vol.*/Gen. Vol."/Phe. - -
V12 Damas SRA837  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.5Phe.
V13 Ommeyades SRA832  Vol.”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V14 Fourny SRA794  Vol"”/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V15 Rhobs el Arsa ICVN 0110244 Vol."/Gen. Vol."/Phe. Vol.%Phe. Vol./Phe.
V16 Verrugueux SRA 1043  Vol."/Gen. Vol.’/Phe. Vol./Phe. Vol./Phe.
V17 Florence SRA 1042  Vol."/Gen. Vol.’/Phe. Vol.%Phe. Vol.%Phe.
V18 Ada Jamir ICVN 0110230 Vol."/Gen. - - -
V19 Kadu Mul SRA717  Vol."/Gen. - - -
V20 Mac Nao N SRA793  Vol.”/Gen. - - -
V21 Mac Nao Si SRA 833 Vol .’/Gen. - - -
V22 Poncire de Colioure ICVN 0110233 Vol."/Gen. - - -
V23 Mac Nao San SRA 821 Vol .’/Gen. - - -
V24 Diamante d'ltalie - Vol .’/Gen. - - -

® Les noms et les numéros d’accession des variétés correspondent a ceux référencés par la station INRA GEQA
Vol. : ® composés volatils extraits par hydrodistillation ;  composés volatils extraits par MEPS.

Phe. : composés phénoliques

Gen. : analyse génétique.

a) Caractéristiques géenétiques

Diversité cytoplasmique

Trois marqueurs polymorphiques mitochondriaux ont été utilisés pour révéler le

polymorphisme entre les génomes mitochondriaux des cédrats et les profils moléculaires
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d’autres especes d’agrumes. Ces marqueurs ont généré huit alléles (dont sept parmi le groupe
des vrais cédrats) et ont permis de différencier cing profils mitochondriaux (Figure 45).

- Un groupe de 13 cultivars (Groupe A : ‘Main de Bouddha’ V1, ‘Etrog’ (SRA 130)
V2, ‘Etrog’ (SRA 131) V3, ‘Etrog 861° V4, ‘Etrog 861-S1° V5, ‘Etrog type’ V6,
‘Humpang’ V7, ‘Diamante’ V8, ‘Corsican’ V9, ‘Poncire commun’ V10, ‘Mac Veu de
Montagne’ V11, ‘Mac Nao San’ V23, ‘Diamante d’Italic’ V24) de cédrats partageant un
méme profil spécifique a été identifié a partir d'autres espéces de base comme les limes, les
pamplemousses et les mandarines (figure 42).

- Les 11 autres variétés (‘Damas’ V12, ‘Ommeyades’ V13, ‘Fourny’ V14, ‘Rhobs el
Arsa’ V15, ‘Verruqueux’ V16, ‘Florence’ V17, ‘Ada Jamir’ V18, ‘Kadu Mul’ V19, ‘Mac
Nao N’ V20, ‘Mac Nao Si’ V21, ‘Poncire de Colioure’ V22) de cédrats sont réparties dans
plusieurs groupes : ‘Ada Jamir’ V18 est associé a la lime « mexicaine » et ‘Kadu Mul’ V19
avec les mandarines « Cléopétre » et « Willow leaf ». Tous les autres cultivars (‘Damas’
V12, ‘Ommeyades’ V13, ‘Fourny’ V14, ‘Rhobs el Arsa’ V15, ‘Verruqueux’ V16,
‘Florence’ V17, ‘Mac Nao N’ V20, ‘Mac Nao Si’ V21, ‘Poncire de Colioure’ V22) sont
caractérises par un mitotype similaire au pamplemousse et a ses hybrides (orange ameére,

orange et citron).

Pour mieux cerner la diversité cytoplasmique et I'nérédité maternelle dans le groupe
des cedrats, nous avons exploré le polymorphisme de marqueurs SSR (Single Sequence
Repeat appelés aussi microsatellites) universels des génomes chloroplastiques (cpSSR). Les
trois amorces microsatellites chloroplastiques testées sur les 24 cultivars de cédrat ont donné
13 alleles différents et ont révélé neuf profils chloroplastiques (tableau E2 : partie

expérimentale).
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Figure 42 : Dendrogramme sur la base des marqueurs mitochondriaux représentant les relations entre 24 variétés

de cédrats et huit Citrus de références.

Les marqueurs cpSSR des 24 variétés de cédrat et de huit agrumes de références ont
été compareés (Figure 43) ; nous retrouvons le mitotype (Figure 42) regroupant treize varietes
de cédrats (Groupe A : V1-V11, V23-V24). Ce groupe est divisé en deux sous-groupes avec
les marqueurs cpSSR : 'un est constitué par les variétés ‘Main de Bouddha’ V1, ‘Etrog’
(SRA 130) V2, ‘Etrog’ (SRA 131) V3, ‘Etrog 861’ V4, ‘Etrog 861-S1’ V5 et I’autre par les
huit autres variétés (‘Etrog type’ V6, ‘Humpang® V7, ‘Diamante’ V8, , ‘Corsican’ V9,
‘Poncire commun’ V10, ‘Mac Veu de Montagne’ V11, ‘Mac Nao San’ V23 et ‘Diamante
d’Italie’ V24). Ces deux chlorotypes se différencient uniquement par le marqueur Ccmp5 et

par la variation d’un seul nucléotide.

Les autres variétés (V12-V22) sont soit associées a des agrumes de références soit
esseulées a cause d’un chlotoype particulier (Figure 43). Les cultivars ‘Damas’ V12,
‘Ommeyades’ V13, ‘Rhobs el Arsa’ V15, ‘Florence’ V17 et ‘Poncire de Colioure’ V22 sont
associés au chlorotype orange ameére/citron. ‘Fourny’ V14 et ‘Mac Nao Si’ V21 sont inclus
parmi les génotypes orange/pamplemousse et ‘Kadu Mul’ V19 avec les variétés de
mandarines. Les trois variétés restantes (‘Verruqueux’ V16, ‘Ada Jamir’ V18 et ‘Mac Nao N’

V20) ont des chlorotypes originaux.
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Figure 43 : Dendrogramme sur la base des marqueurs cpSSR représentant les relations entre 24 variétés de
cédrats et huit Citrus de références.

Diversité des marqueurs SSR nucléaires

Les 22 amorces SSR nucléaires ont généré un total de 130 alleles entre les différents
cultivars de cédrat et allant de 3 a 10 alléles par marqueur (en moyenne 5,9 alleles / locus)
(tableau E2).

Les 24 cultivars de cédrats, sont génétiquement distincts a I’exception de deux couples
ayant la méme empreinte génétique : ‘Rhobs el Arsa’ V15 / ‘Poncire de Colioure’ V22 et
‘Damas’ V12 / ‘Ommeyades’ V13. Les deux cultivars de ‘Diamante’ cultivés en Corse (V8)
et en Italie (\V24) se différencient sur deux loci parmi les 22. Deux alleles supplémentaires ont
été identifiés sur le cultivar ‘Diamante’ provenant d’Italie par rapport a celui de Corse (qui a
été introduit au sein de la collection INRA de San Giuliano a partir de plants cultivés en

Grece).

De facon plus globale (figure 44), le groupe A (V1-V11, V23-V24) ainsi que 4 autres
cultivars de cedrat (‘Fourny’ V14, ‘Mac Nao Si’ V21, ‘Ada Jamir’ V18 et la lime
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‘Méxicaine’) se démarquent trés clairement des autres variétés d’agrumes. Les variétés de
cedratier ‘Damas’ V12, ‘Ommeyades’ V13, ‘Rhobs el Arsa’ V15 et ‘Poncire de Colioure’
V22 forment un groupe bien distinct du précédent et des Citrus de références. Les variétés
‘Verruqueux’ V16, ‘Florence’ V17 et ‘Mac Nao N’ V20 sont isolées et ne font partie d’aucun
groupe. La variété ‘Kadu Mul’ V19 est associée au Citron Eureka (C. limon). En ce qui
concerne les agrumes de reférences, la variété Orange « Washington navel » (C. sinensis),
celle Bigaradier « Granito » (C. aurantium) et les variétés Mandarines « Cléopatra » (C.
reshni) et Willow leaf (C. reticulata) forment un groupe a part entiére. Enfin, un dernier
groupe est composé de deux variétés de Pamplemousses « Kao Pan» et « Chandler » (C.

maxima).

e Diamante d'Ttalie (41)
7 € Firog SRA 130 (36)
1%7 Diamante (36)
) Humpang (14)
1 ey Etrog SRA 131 (10)
g7 Etrog 861.51 (9)
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—3 - Poncire Comumun (36)

L GroupeA

1671
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[ O'I::Mac veu de Montagne (0)
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Figure 44 : Dendrogramme sur la base des marqueurs SSRg et EST-SSR représentant les relations entre les 24
variétés de cédrats et 8 Citrus de références.

Comme souligné précédemment (figure 42 et 43), la diversité génétique des cédratiers
(figure 44) est constituée d’un groupe de 13 cultivars (Groupe A: V1-V11, V23-V24)
génétiqguement proches (faibles distances génétique entre chaque variété). Les 11 autres

variétés (V12-V22) présentent entre-elles des distances génétiques plus importantes que celles
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du groupe A. Celui-ci a révelé 53 alleles (2,4 alléles/locus) dont 7 spécifiques qui ne sont pas
présents parmi les autres variétés. Au sein de ces dernieres, qui se rapprochent des agrumes de
référence pour certaines d’entre-elles, nous avons relevé 116 alleles (5,6 alleles/locus) dont 70
étaient absents du groupe A. Par ailleurs, I’hétérozygotie renforce la différenciation observée
au niveau de la diversité allélique avec des valeurs relatives faibles (< 0,36) pour les 13
cultivars (le groupe A ayant une moyenne de 0,2) et une hétérozygotie élevée pour tous les 11
autres (0,64) (figure 44). Certaines variétés (‘Etrog’ (SRA131) V3, ‘Etrog 861-S1° V5,
‘Corsican’ V9, ‘Mac Nao San’ V23) ont une homozygotie particuliérement prononcée (< 0,1)

voir totalement fixée (‘Mac Veu de Montagne’ V11).

b) Composition chimique des huiles essentielles de feuilles

Nous avons entrepris la caractérisation de la composition chimique des huiles
essentielles de feuilles des 24 variétés de cédrats par CPG et CPG/SM. Le tableau 24 reprend
les 43 composés qui ont été identifiés dans les huiles essentielles pour un taux d’élucidation
variant de 94,7 a 99,9% de la composition chimique totale. Ces constituants se repartissent en
12 monoterpenes hydrocarbonés 1-2, 4-9, 11-13, 16 (14,2-89,8%), 16 monoterpenes 0Xygénes
10, 14-15, 18-23, 25-31 (2,2-75,3%), 7 sesquiterpenes hydrocarbones 32-38 (0,1-3,5%), 4
sesquiterpénes oxygenés 39-42 (0,0 a 1,6%), 1 diterpéne oxygéné 43 (0,0-5,7%) et 3
Composés oxygenés non-terpéniques 3, 17, 24 (0,0-2,5%). Le limonéne 9 est le composé
majoritaire avec un taux moyen de 30,9%. Les autres constituants ayant une abondance
moyenne élevée sont le géranial 28 (15,1%), le néral 26 (10,7%), le géraniol 27 (8,2%), le
nérol 25 (8,0%) et le sabinéne 4 (3,2%). Chacun des autres composes rapportés représentent
en moyenne moins de 3% de la composition des huiles essentielles. Cependant, certains
d’entre eux (B-pinene 5, p-cymene 8, 1,8-cinéole 10, (E)-B-ocimene 12, y-terpinene 13, linalol
18, citronellal 19) peuvent avoir une abondance supérieure a 10% dans les huiles essentielles

de quelques cultivars.

Dix variétés de cédrat (V1-V8, V22, V24) ont comme composés majoritaires le
limonene 9 (24,0- 48,7%), le géranial 28 (14,3-26,2%) et le néral 26 (11,6-19,0%). Parmi ces
variétés, trois d’entre elles (‘Main de Bouddha’, ‘Etrog’, et ‘Diamante’) ont déja été étudiées
par Lota et coll. [1999] qui ont rapporté les mémes profils chimiques. Ce chimiotype a déja
été décrit dans le genre Citrus puisque nous le retrouvons dans de nombreuses variétés de

limes (C. aurantifolia: Antillaise, Nouvelle-Calédonie, Ambilobe, Mexicaine, Kirk; C.
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latifolia : El Kseur, Bearss, De Perse, Tahiti) [Lota et coll., 2002] et dans deux variétés de
citrons (C. aurata Risso : Pomme d’Adam ; C. pennivesiculata (Lush.) Tan. : Moi) [Lota et
coll., 2002].

Les cédratiers ‘Corsican’ V9 et ‘Poncire commun’ V10 sont caractérisés par des taux
élevés en geraniol 27 (22,1 et 26,9%, respectivement) et en nérol 25 (16,4 et 20,2%,
respectivement). A notre connaissance, des teneurs aussi élevées pour ces deux composés
n’ont jamais été observé chez d’autres espéces du genre Citrus. La variété ‘Corsican’ V9 se
différencie également par une quantité non négligeable de (E)-phytol 43 (5,7%). Nos
observations différent de celles publiées précedemment par Lota et coll. [1999] qui ont
indiqué que les huiles essentielles de feuilles de ces deux cultivars sont dominées par le

limonéne, le géranial et le néral.

Les huiles essentielles de six cultivars (V11-V16) sont dominées par le limonéne 9
(23,5-47,5%) puis, en proportions du méme ordre de grandeur, par le nérol 25 (9,1-11,6%), le
néral 26 (7,3- 16,1%), le géraniol 27 (8,8-13,7%) et le géranial 28 (9,1-19,1%). Ce type de
profil chimique n’a jamais été décrit au sein du genre Citrus. Parmi ces cultivars, seul ‘Rhobs
el Arsa’ a déja été caractérisé [Lota et coll., 1999] ; de nouveau, nos résultats ne sont pas en
accord avec ceux de ces auteurs qui, ici encore, ont rapporté un chimiotype
limonéne/géranial/néral. Le cultivar ‘Mac Nao San’ V23 se démarque de ces six variétés par
une forte teneur en géranial 28 (26,9%), suivi du limonéne 9 (20,9%), du nerol 25 (14,6%), du
néral 26 (14,3%) et du géraniol 27 (8,7%).

Le cédrat de ‘Florence’ V17 se singularise par des teneurs élevées en limonéne 9
(32,2%) et en B-pinéne 5 (23,7%). Ce type chimique a déja été relevé chez une variéte
d’orange ameére (C. myrtifolia chinensis) [Lota et coll., 2001] et une variété de citron (C.
lumia Risso & Poit : Citron sp Jaffa) [Lota et coll., 2002]. Toutefois, aucun article ne fait

référence a la composition chimique de ce cultivar.

La variété¢ ‘Ada Jamir’ V18 exhibe une composition chimique trés atypique avec le
1,8-cinéole 10 comme constituant majoritaire (25,7%) ; en effet, ce composé n’a pas été
trouvé dans les huiles essentielles des autres cultivars étudiés. Nos résultats sont en accord
avec ceux de Lota et coll. [2002] qui avaient également observé ce chimiotype pour cette
variete.
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Tableau 24 : Composition chimique des huiles essentielles de feuilles de 24 cultivars de cédrat

n° Composés IFrL® IrA° IrP° VI V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VIO VIl VI2 VI3 V14 VI5 V16 VI7 VI8 V19 V20 V21 V22 V23 V24

a-Thujéne 932 922 1023 t v & o1 01 - - - - - - - - &t - - tr 02 03 09 03 - - -

a-Pinéne 936 931 1022 02 03 03 04 02 01 01 01 t 01 03 02 02 09 03 02 04 11 11 27 12 01 tr 03
3 g:(';’r']ithy'hept'5'e”' 9%3 963 1337 06 05 15 14 10 05 11 07 05 02 10 05 08 08 02 05 - - - - - 07 - 06
4  Sabinéne 94 969 1111 06 05 07 06 05 01 01 02 01 04 02 02 03 17 02 02 34 91 247 23 239 03 01 07
5 B-Pinéne 978 970 1110 01 - 01 02 01 tr tr - tr 01 tr 06 10 25 04 02 237 06 15 187 14 02 01 01
6 Myrcéne 987 979 1159 12 10 12 15 09 08 09 07 03 08 21 08 14 13 11 15 09 14 27 09 27 11 05 14
7 a-Terpinene 1013 1008 1178 - tr 01 01 tr - tr - - tr tr - 20 tr - 01 04 - - - - - - -
8 p-Cymene 1015 1010 1169 t 01 01 01 09 01 01 - 02 02 - 01 t 01 - 20 01 04 15 122 12 04 tr 03
9 Limonéne 1025 1018 1199 33,2 37,6 383 39,4 27,3 240 336 295 134 266 47,5 235 247 32,8 40,1 463 32,2 153 227 44 297 352 209 48,7
10 1,8-Cinéole 1024 1020 1209 - - - - = - = . o . ... .. .57 - - o
11 (2)3-Ociméne 1027 1026 1230 1,2 11 02 05 & 05 12 03 tr t - 06 04 08 - - 07 07 10 03 - - 04 -
12 (E)3-Ociméne 1029 1024 1233 19 15 04 10 05 11 18 04 01 04 14 52 48 69 70 17 57 24 39 119 26 102 06 05
13 y-Terpinéne 1051 1047 1243 04 04 06 16 05 t 10 - 01 01 01 tr tr 02 tr tr 04 19 28 333 21 00 02 04
14 (Tﬂkoxyde defindlol 1059 1059 1440 - - - - - - o - . . . 01 02 - 04 - - - - o o .
15 @rOvdedelinalol 4o 4074 1469 - - - - - - o o oo o w01 - 01 - - - - - -
16 Terpinoléne 1082 1078 1280 01 & 01 01 01 01 01 & tr - 01 01 03 01 & 03 03 03 06 22 05 00 tr 01
17 Nonanal 1084 1083 1388 02 05 - 02 14 01 01 04 03 02 01 01 - 01 01 tr 03 02 - 21 - 01 08 03
18 Linalol 1086 1086 1544 05 12 04 12 - 10 16 06 24 13 10 10 11 12 07 07 07 62 110 04 100 08 08 08
19 Citronellal 1129 1132 1479 08 17 39 17 27 04 08 08 05 05 05 04 08 11 05 06 1,3 05 118 - 102 11 13 15
20 Isonéral 1140 1142 155 08 05 09 10 04 07 02 11 02 01 04 08 09 09 03 03 03 02 01 - tr 06 07 03
21 Isogéranial 1156 1159 1748 1,3 08 14 15 08 11 03 16 04 03 06 10 14 14 05 06 05 02 - - & 10 tr 04
22 Terpinén-4-ol 1164 1161 1600 01 01 03 03 02 01 06 t 03 01 01 01 02 05 01 01 12 16 62 09 49 01 12 01
23 o-Terpinéol 1176 1179 1700 04 03 05 05 04 03 09 02 07 05 02 04 04 04 04 03 16 66 10 06 08 02 02 03
24 Décanal 1185 1185 1498 - - - - 01 - 01 01 01 01 - - - 01 & - 06 - - - - - - -
25 Nérol 1210 1212 1799 7,6 77 50 51 84 102 32 95 164 202 108 102 116 91 108 112 12 78 19 02 21 45 146 33
26 Néral 1215 1214 1679 14,9 131 122 12,3 121 175 11,6 190 111 72 7,5 161 125 99 93 73 39 47 05 - 10 152 143 121
27 Géraniol 1235 1233 1843 68 86 51 42 45 137 55 32 221 269 116 137 11,9 88 111 101 24 48 01 t 01 20 87 28
28 Géranial 1244 1245 1710 24,2 143 166 16,6 21,1 226 165 262 157 42 94 191 176 138 109 91 52 58 06 - 12 213 269 186
29 footﬁteeugfe 1331 1334 1657 - 02 04 04 06 01 09 - 04 03 03 01 02 01 01 02 01 04 02 tr 02 00 01 02
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30 Acétate de néryle 1342 1343 1725 01 14 17 17 22 07 27 03 15 11 12 07 06 05 04 06 23 01 02 01 02 03 12 06
31 Acétate de géranyle 1362 1357 1752 01 23 39 40 52 19 60 11 36 19 14 19 22 15 14 14 26 01 02 - tr 15 34 23
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 1591 08 05 05 04 04 07 18 04 04 03 04 07 04 04 04 15 19 01 02 04 02 02 - 06
33 trans-a- 1429 1431 1581 01 01 tr t o1 o1 03 01 01 02 tr 01 - 02 - 01 Ol - - - - - - o1
Bergamoténe
34 (E)-B-Farnéséne 1446 1444 1661 0,1 - tr - 05 01 02 - 06 01 tr 01 tr ftr - 02 03 - - - - - - -
35 Germacréne-D 1479 1475 1704 0,2 tr - - - - 0,2 - 0,3 0,1 - - - - - 01 01 - 0,0 - 0,1 - - tr
36 Bicyclogermacréne 1494 1489 1727 tr 03 O01 tr O1 O1 tr oO1 O1 O12 - o0O1 O1 02 O3 04 O7 tr 02 03 tr 02 - -
37 o-Bisaboléne 1496 1495 1730 03 02 01 01 01 tr t - 02 t 01 t 03 03 01 03 - 01 01 00 05 -
38 p-Bisaboléne 1498 1502 1720 - tr 01 o1 o1 02 07 03 01 01 01 01 01 01 01 03 04 tr - tr tr - - 02
39 (2)-Nérolidol 1546 1549 2037 - 01 04 tr 01 tr 04 tr 03 03 01 tr 02 01 05 - 11 06 01 01 03 04 - 02
40 Spathulénol 1557 1562 2119 - tr 01 - - tr - - 03 01 - - - - 01 01 01 - - - - o o .
41 Santal-10-én-2-ol 1649 1654 2168 - - - - - - tr - 01 01 - - - 01 01 01 tr - - - - o o .
42 o-Bisabolol 1672 1668 2217 01 01 01 t 01 o1 03 01 01 01 01 01 01 01 01 02 04 - 01 - - - - o1
43 (E)-Phytol 2107 2101 2617 05 04 08 04 10 01 14 09 57 04 01 01 01 02 06 06 08 01 02 06 02 05 05 07
Monoterpenes 38,9 42,5 42,1 456 31,1 26,8 38,9 312 14,2 28,7 51,7 31,3 351 47,3 49,1 52,5 68,2 33,3 62,7 89,8 656 47,6 22,8 52,5
hydrocarbonés
m;ggfgfenes 57,6 52,2 52,3 50,5 58,6 70,3 50,8 63,6 753 64,6 450 655 61,5 49,5 46,5 43,0 23,3 64,4 339 22 30,7 48,6 73,4 433
Sesquiterpénes
hydrocarbonés 15 1,1 08 06 13 12 32 09 18 09 06 11 09 12 09 29 35 01 05 08 04 04 05 09
Sesquiterpenes 01 02 06 00 02 01 07 01 08 06 02 01 03 03 08 04 16 06 02 01 03 04 00 03
0Xygénés
Diterpénes oxygénés 05 04 08 04 10 01 14 09 57 04 01 01 01 02 06 06 08 01 02 06 02 05 05 07
Autres 08 1,0 15 16 25 06 1,3 12 09 05 11 06 08 10 03 05 09 02 00 21 00 08 08 09
Total 99.4 97,4 98,1 98,7 94,7 99,1 96,3 97,9 987 957 98,7 98,7 98,7 995 98,2 999 983 988 975 955 97,1 983 98,0 98,6

La numérotation des variétés V1-V17 correspond a celle du tableau 23.

Les n° des composeés correspondent a I’ordre d’élution sur colonne apolaire.

? Indices de rétention obtenus & partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001] ;® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1) ; ¢ Indices de rétention
obtenus sur colonne polaire (Rtx-wax).
Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs ; tr : trace (<0,05%)
Les composés ont été identifiés & partir de la bibliotheque « ardmes » du laboratoire.
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Les cultivars ‘Kadu Mul’ V19 et ‘Mac Nao Si’ V21 sont riches en limonéne 9 (22,7 et
29,7%, respectivement), sabinene 4 (24,7 et 23,9%), linalol 18 (11,0 et 10,0%) et citronellal
19 (11,8 et 10,2%). A notre connaissance, ce type de composition en volatils n’a pas été décrit
dans la bibliographie relative au genre Citrus ; en revanche, nous retrouvons ces mémes
constituants majoritaires dans les huiles essentielles de deux variétés de citron (C. jambhiri
Lush. : Rough lemon ; Citrus sp. Voangiala) [Lota et coll., 2002 ; Huang et Pu, 2000] et de
trois variétés de limes (C. limettioides Tan. : Douce, India ; C. limonia Osb. VVolkameriana)
[Lota et coll., 2002].

Enfin, ’huile essentielle de ‘Mac Nao N’ V20 présente également une composition
chimique particuliere par la présence des composés majoritaires suivants : y-terpinéne 13
(33,3%), B-pinéne 5 (18,7%), p-cymene 8 (12,2%) et (E)-B-ocimene 12 (11,9%). A notre
connaissance, la caractérisation de la fraction légere des feuilles de cette vari€¢té n’a jamais été
réalisée auparavant. D’apres la littérature, I’huile essentielle de ce cultivar présente une
composition comparable a celle d’une variété de citron (Citrus sp. Ichang) ; cette derniere est
également dominée par le y-terpinene et le B-pinéne mais présente des taux en p-cymene et

(E)-B-ocimene plus faibles [Lota et coll., 2002].

Afin de classer les 24 variétés sur la base des compositions chimiques de leurs feuilles
qui présentent une diversité chimique importante aussi bien au niveau qualitatif que
quantitatif, nous avons réalis¢é une étude statistique par I’intermédiaire d’une analyse en
composante principale (ACP, figures 45 et 46) et d’une classification ascendante hiérarchique
(CAH, figure 47).

La figure 45 montre les 13 constituants représentatifs de la variabilité des huiles
essentielles de feuilles. Les deux axes principaux F1 et F2 représentent respectivement
35,58% et 18,40% de la variabilité des echantillons (Figures 45 et 46). L’axe F1 est corrélé
positivement avec trois composes (sabinéne 4, linalol 18, citronellal 19) et négativement avec
quatre composés (nérol 25, néral 26, géraniol 27, géranial 28). L’axe F2 est corrélé
positivement avec quatre composes (B-pinéne 5, p-cymene 8, (E)-pB-ociméne 12, y-terpinene
13) et négativement avec, également, quatre composés (sabinéne 4, limonene 9, linalol 18,

citronellal 19).
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Les figures 46 et 47 permettent de visualiser deux groupes d’échantillons en fonction

de leurs compositions chimiques et sur la base des variables définies a la figure 45.

Le premier groupe (1) est composé de 19 variétés (V1-V16, V22-V24); il est
caractérisé par un type chimique a 5 constituants majoritaires : limonéne / nérol / géraniol /
géranial / néral. L’analyse approfondie de la figure 47 permet de distinguer trois chimiotypes
au sein de ce groupe.

- Le premier d’entre eux, est constitué de 12 variétés (V1-V8, V12, V22-VV24) caractérisées
par des taux élevés en limonéne 9, en néral 26 et en géranial 28.

- Le deuxiéme chimiotype contient deux variétés (‘Corsican’ V9 et ‘Poncire commun’ V10)
qui ont une composition chimique riche en nérol 25 et en géraniol 27 ainsi que des teneurs
en limonéne 9, neral 26 et geranial 28 plus faibles que les autres variétés du groupe 1.

- Enfin, le troisieme chimiotype est formé par 5 variétés (V11, V13-V16) dont les
compositions chimiques sont dominées par le limonéne 9 et dans une moindre mesure par

des teneurs équivalentes en nérol 25, neral 26, geraniol 27 et géranial 28.

Le deuxieéme groupe (II) contient cing variétés (V17-V21) dont les profils chimiques
sont trés diversifiés. Seuls les cultivars Kadu Mul” V19 et ‘Mac Nao Si’ V21 ont des huiles
essentielles présentant des compositions chimiques comparables avec comme composés
majoritaires le sabinene 4, le limonéne 5, le linalol 18 et le citronellal 19. Les trois autres
variétés (V17, V18 et V20) sont isolées les unes des autres en raison de compositions
chimiques variées : I’huile essenticlle de ‘Florence’ V17 est dominée par le limonéne 9 et le
B-pinene 5; celle de ‘Ada Jamir’ V18 par le 1,8-cinéole 10 et le limonene 9 ; celle de ‘Mac

Nao N’ V20 par le y-terpinene 13, le B-pinene 5, le p-cymene 8 et le (E)-B-ociméne 12.

Enfin, nous n’observons qu’un recouvrement partiel entre les groupes génétiques et
chimiques, puisque le groupe A (V1-V11, V23-V24) - mis en évidence avec les analyses
génétiques - se retrouve intégralement dans le groupe 1. Cependant les 13 variétés du groupe
A sont dispersées en 3 chimiotypes a I’intérieur du groupe 1. De plus, ce dernier comprend 6
variétés (V12-V16, V22) absentes du groupe A.
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Figure 45 : ACP de la distribution des principaux composés volatils des feuilles de 24 variétés de cédrat
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Figure 46 : ACP de la distribution des cultivars V1-V24 (tableau 22) en fonction de la composition des huiles
essentielle de feuilles
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Figure 47 : CAH des 24 variétés V1-V24 (tableau 22) de cédrat en fonction de la composition chimique des
huiles essentielles de feuilles

11.2.2. Les fruits : approche chimio-taxonomique de 17 variétés

Dans cette partie, les 17 variétés de fruits étudiées (V1-V17) ont été selectionnées sur
la base de I’approche chimique. A I’exception de la variété ‘Florence’, elles appartiennent
toutes au groupe | établi sur la base de la composition chimique des huiles essentielles de
feuilles. Ces variétés présentent des types chimiques statistiquement proches au niveau des
volatils des feuilles ; I’objectif est donc de les différencier a 1’aide de la composition volatile

et phénolique des fruits.

a) Caractéristiques morphologiques des cédrats

Les fruits de cédratiers de la variété ‘Corsican’ V9 sont généralement de couleur
jaune-orange clair, de forme large et elliptique, ayant des dimensions de 7 a 10 cm en largeur

et de 8 a 14 cm en longueur. Cette varieté est la seule dont la pulpe n’est pas acide.

Le cultivar ‘Main de Bouddha’ V1 est un cédrat de forme atypique puisque le fruit se
divise en plusieurs sections dont ’apparence rappelle une main. Les fruits des quatre ‘Etrog’

V2-V5 sont de taille plus petite que ceux de la variété ‘Corsican’ V9. lls correspondent a
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diverses accessions (‘Etrog’ (SRA 130) V2, ‘Etrog’ (SRA 131) V3, ‘Etrog 861’ V4, ‘Etrog
861-S1° V5) du méme phénotype ; ils sont de couleur jaune, généralement lisses, ellipsoides a
fusiformes. Les fruits de forme ellipsoide des variétés ‘Etrog type’ V6 et ‘Diamante’ V8
(largement cultivé en Calabre) sont plus réguliers et moins bosselés que ceux de ‘Corsican’
V9. La variété ‘Humpang’ V7 produit des fruits de grande taille, d’aspect lisse et de forme
ellipsoidale. Le fruit de ‘Poncire commun’ V10 est similaire au niveau de la taille et de la
forme a ceux des variétés ‘Etrog’ V2-V5. Les fruits de ‘Mac Veu de Montagne’ V11 sont
petits, jaunes et de forme globuleuse a ovale. Les fruits de ‘Damas’ V12 et ‘Ommeyades’ V13
sont semblables : jaunes, ellipsoidales, rugueux, bosselés et légérement plus petits que ceux
de ‘Corsican’ V9. Le cultivar ‘Fourny’ V14 est considéré comme un hybride de cédrat et de
citron ; il produit des fruits jaunes, piriformes et de taille comparable a ceux de ‘Corsican’ V9.
Le nom ‘Rhobs el Arsa’ V15 signifie ‘pain du jardin’ en arabe et refléte les caracteres du
fruit : grand, plat et jaune. Le fruit de ‘“Verruqueux’ V16 a la forme d’une lime ; il est de petite

taille avec un zeste tres rugueux.

Enfin, le fruit de la variété ‘Florence’ V17 est de taille importante, de forme
globuleuse et possede un grand apex mammiforme. Les fruits de cette variété sont d’abord de
couleur brun-rose puis virent a I’orange en murissant. Ce cultivar, probablement d’origine
hybride, est couramment utilisé dans le sud de la France (Menton) pour confectionner de la

« marmelade de cédrat ».

b) Compositions volatile et phénolique des zestes

Les huiles essentielles

Par analyse en CPG et CPG/SM (cf. Partie A I1l11.1), nous avons déterminé la
composition chimique des huiles essentielles de zestes des 17 variétés de cédrat (V1-V17)
cultivés en Corse au sein de la station de recherche UR INRA-GEQA. Les compositions de
ces huiles essentielles de zestes sont données dans le tableau 25 pour lequel nous avons
conservé le numérotage des volatils des huiles essentielles de feuilles répertoriés au tableau
24,
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Tableau 25 : Compositions chimiques des huiles essentielles de zestes de 17 cultivars de cédrat

n°® Composés IrLt®* IrA® IrP° V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 Vil V12 VI3 V14 V15 V16 V17
1  o-Thujéne 932 922 1023 14 07 06 11 10 - 13 - 07 07 07 tr - - - - 01
2 o-Pinéne 936 931 1022 32 20 14 26 24 04 29 03 17 16 17 08 06 07 06 06 11
3 6-Méthylhept-5-én-2-one 963 963 1337 01 01 01 tr 01 02 tr 03 02 01 01 - 01 tr tr - 01
4  Sabinéne 964 969 1111 04 04 02 03 03 02 04 01 02 02 02 02 01 05 01 01 18
5 B-Pinéne 978 970 1110 29 18 18 24 24 05 27 02 16 17 21 01 - 25 - - 124
6 Myrcene 987 979 1159 17 21 15 1,7 17 17 17 14 13 15 13 31 27 27 24 28 20
7 a-Terpinene 1013 1008 1178 07 01 04 - 05 - 07 - 04 04 01 - - - - - tr
8 p-Cymene 1015 1010 1169 34 04 36 05 57 - 45 +tr 11 23 107 - - - - - -
9 Limonene 1025 1020 1199 39,5 58,1 46,5 51,0 44,8 64,6 43,3 57,8 43,7 47,5 42,7 89,1 83,8 84,5 86,3 94,3 66,8
11 (2)-B-Ocimene 1027 1026 1230 - - 01 01 05 - 02 - 06 - 03 - - - - - -
12 (E)-B-Ocimeéne 1029 1024 1230 05 09 04 11 10 08 12 02 15 12 06 04 04 08 01 - 06
13 y-Terpinéne 1051 1047 1243 28,6 152 239 272 252 - 30,1 0,3 16,8 17,9 17,3 20 0,1 tr - 02 14
16 Terpinoléne 1082 1078 1280 14 0,7 10 12 12 02 14 - 07 08 07 01 tr tr 01 - 01
17 Nonanal 1084 1083 1388 01 01 021 tr tr - - 02 tr 02 - 01 01 01 - - 02
18 Linalol 1086 1081 1544 03 04 03 02 02 06 03 06 05 05 08 03 07 07 05 02 06
19 Citronellal 1129 1132 1479 05 02 02 03 03 04 01 04 06 04 04 02 02 01 01 - 01
20 Isonéral 1140 1142 1556 03 02 03 01 02 05 01 04 06 03 03 tr 02 01 01 - 01
21 Isogéranial 1156 1159 1748 05 03 05 02 04 08 01 O7 11 06 O7 01 03 02 01 +tr 0,2
22 Terpinen-4-ol 1164 1161 1600 05 02 04 02 03 01 04 tr 04 05 06 01 tr 01 - - 03
23 a-Terpineol 1176 1179 1700 09 05 O7 04 05 03 07 02 08 09 09 01 02 03 02 01 0,8
24 Décanal 1185 1185 1498 - - - - - - - 02 - - - - - - - - 02
25 Nérol 1210 1212 1799 12 22 11 06 O6 26 13 57 21 12 09 02 11 06 16 - 0,7
26 Néral 1215 1214 1679 36 33 48 20 31 88 13 87 78 68 59 03 22 13 15 02 17
27 Géraniol 1235 1233 1843 12 23 14 08 06 27 15 76 25 11 10 02 17 08 1,7 - 10
28 Géranial 1244 1245 1710 52 46 70 29 47 120 18 116 109 94 85 04 31 18 1,7 03 26
29 Acétate de citronellyle 1331 1334 1657 tr 01 - 01 - - - - - - - - - - - -
30 Aceétate de néryle 1342 1343 1725 03 12 03 06 O5 09 01 O5 O7 04 02 01 01 02 01 - 05
31 Acétate de géranyle 1362 1357 1752 0,2 08 05 10 06 O5 02 03 06 02 03 01 10 04 03 01 0,8
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 1591 o1 02 O1 O1 02 O3 tr 01 01 02 - - 01 01 01 - 102
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 1581 01 03 o011 03 02 02 02 02 O01 01 O01 01 04 03 03 02 0,3
34 (E)-p-Farnéséne 1446 1444 1661 - - - - - - - - - - - - 01 - 01 - 01
35 Germacréne-D 1479 1475 1704 0,2 01 - - - - - - trtr - - - - - 04 06
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36 Bicyclogermacréne 1494 1489 1727 tr tr - - - - - - - - - - - 01 - - 02
37 o-Bisaboléne 1496 1495 1730 - - - 05 - - - - - - - - - - - - -
38 pB-Bisaboléne 1498 1502 1720 0,2 04 02 - 03 04 04 04 02 02 01 01 06 05 04 04 06
39 (2)-Nérolidol 1546 1549 2037 - - - - - - - - - - - - - - - - 01
41 Santal-10-én-2-ol 1649 1654 2168 - - - - - - - - - tr - - - - - - -
Monoterpéenes hydrocarbonés 83,7 82,4 81,4 89,2 86,7 68,4 90,4 60,3 70,3 75,8 78,4 958 87,7 91,7 89,6 98,0 86,3
Monoterpenes oxygénés 14,7 16,3 175 94 120 302 7,9 36,7 286 22,3 205 2,1 108 66 79 09 94
Sesquiterpénes hydrocarbonés o6 10 04 09 07 09 06 07 04 05 02 02 12 10 09 10 20
Sesquiterpénes oxygénés 00 00 00 00O 00 OO 00 OO OO0 ¢t O00 OO0 00 00 00 00 01
Autres 02 02 02 00 01 02 00 07 02 03 01 01 02 01 00 00 05
Total 99,2 99,9 99,5 99,5 99,5 99,7 98,9 98,4 99,5 98,9 99,2 98,2 99,9 99,4 98,4 99,9 98,3

La numérotation des variétés V1-V17 correspond a celle du tableau 22.

Les n° des composés correspondent a ceux du tableau 23 (ordre d’élution sur colonne apolaire).
% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]

® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1)

¢ Indices de rétention obtenus sur colonne polaire (Rtx-wax)

Les abondances des composes sont exprimées en pourcentages relatifs.

tr ; trace (<0,05%)

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque « arémes » du laboratoire.
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Nous constatons qu’elles sont particulierement riches en monoterpenes hydrocarbonés
qui représentent jusqu’a 98% de la composition chimique totale. 37 composés ont été
identifiés (tableau 25) ; ils se répartissent en 12 monoterpénes hydrocarbonés 1-2, 4-9, 11-13,
16 (60,3 & 98,03%), 13 monoterpénes oxygénés 18-23, 25-31 (0,9 a 36,7%), 7 sesquiterpenes
hydrocarbonés 32-38 (0,2 a 2,0%), 2 sesquiterpénes oxygenés 39, 41 (0,0 a 0,1%) et 3
composés non-terpéniques oxygénés 3, 17, 24 (0,0 a 0,7%). Au niveau des composés, nous
observons que le limonéne 9 présente toujours les teneurs les plus élevées (39,5-94,3%), suivi

pour 9 cultivars sur 17 du y-terpinéne 13 (15,2-30,1%).

Les essences de zestes des différentes variétés présentent donc des profils
chromatographiques qualitativement similaires mais quantitativement variables. Pour traiter
ces données, nous avons eu recours a des analyses statistiques par Classification Ascendante
Hiérarchique (CAH) et Analyse en Composante Principale (ACP) sur la matrice regroupant la

composition des huiles essentielles des 17 variétés.

La figure 48 issue des analyses en CAH suggére l’existence de deux groupes
chimiques distincts. Le premier groupe (groupe 1) est divisé en deux sous-groupes la et Ib qui
comprennent neuf (V1-V5, V7, V9-V11) et deux (V6, V8) variétés, respectivement. Les six
autres cultivars (V12-V17) font partie du second groupe (groupe I1) ; au sein de ce dernier,

nous constatons que le cultivar ‘Florence’ V17 est isolé des autres variétés.

Cette différenciation est également observée aprés analyse en ACP ; les figures 49 et
50 illustrent respectivement la distribution des composés volatils (37 variables) et des
cultivars (échantillons) sur les axes F1 et F2. Ces derniers représentent 50,01% de la
variabilité chimique des huiles de zestes. L’axe F1 (30,09%) est corrélé positivement avec le
limonene 9 et négativement avec le y-terpinene 13, le néral 26 et le géranial 28. Pour I’axe F2
(19,93%) une corrélation positive est rapportée avec le couple néral 26 et géranial 28 alors

qu’une corrélation négative est observée avec le y-terpinéne 13 (figure 49).
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Figure 48 : CAH des 17 variétés de cédrat V1-V17 (tableau 23) en fonction de la composition

chimique des huiles essentielles de zestes

L’ACP donnée a la figure 50 montre qu’un premier groupe (groupe 1) rassemble 11
cultivars (V1-V11). Cependant, il se décompose en deux sous groupes la et Ib que nous
avons observé déja sur le dendrogramme (figure 48). Les neuf variétés (V1-V5, V7, V9-V11)
constituant le groupe la sont caractérisées par le couple limonéne 9 (39,5-58,2%) et y-
terpinene 13 (15,2-30,1%). Seulement trois de ces variétés (‘Main de Bouddha’, ‘Etrog’,
‘Corsican’) ont été préalablement étudiées dans la littérature [Lota et coll., 1999 et Shiota,
1990] ; les auteurs ont rapporté des compositions chimiques similaires aux notres. Le
chimiotype limonene/y-terpinéne est trés couramment observé pour les espéces de Citrus et a
été rapporté notamment pour de nombreuses especes de limes (C. latifolia et C. aurantifolia)
et de citrons (C. limon) [Lota et coll., 2002]. Le groupe Ib est composé des cultivars
‘Diamante’ V8 et ‘Etrog type’ V6 dont les huiles essentielles sont dominées par le limonéne 9
(57,8 et 64,6% respectivement), le géranial 28 (11,6 et 12,0%) et le néral 26 (8,7 et 8,8%). A
notre connaissance, ce type chimique n’a jamais été décrit pour les huiles de zestes d’autres
espéces du genre de Citrus. Les études de Lota et coll [1999] et de Vekiari et coll. [2004]
menges sur la variété ‘Diamante’ sont en accord avec nos observations alors que les analyses

réalisées par Poiana et coll. [1998] mettent en évidence un profil limonene/y-terpinéne.
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Le second groupe contient les six autres varietés (V12-V17). Le limonene 9 - avec des
teneurs allant de 66,8 a 94,3% de la composition chimique totale - est le seul composé
majoritaire des huiles essentielles des cing variétés V12 a V16 ; les autres constituants ont des
teneurs inférieures a 4% a I’exception, toutefois du P-pinéne (12,4%) pour le cultivar
‘Florence’ V17. Une seule de ces variétés - a savoir ‘Rhobs el Arsa’ - a déja fait I’objet d’une
caractérisation de la composition de I’huile essentielle de zestes ; nos résultats sont analogues
a ceux décrits dans cette étude [Lota et coll., 1999]. Par ailleurs, ce chimiotype & dominance
limonéne a été rapporté dans divers travaux relatifs a la composition volatile des mandarines
(C. reticulata) [Fanciullino et coll., 2006] et des oranges (C. aurantium) [Huet, 1991 ; Lota et
coll., 2001].

Le regroupement des cultivars en fonction de la composition chimique des huiles de
zestes (figure 48) présente certaines analogies vis-a-vis de celui observé pour les huiles de
feuilles (figure 47). En effet, le cultivar V17 apparait toujours détaché des autres cultivars.
Les variétés V13 a V16 sont toujours réunies au sein du méme groupe. Enfin, les cultivars

V1-V5 et V7 ont eux aussi des profils chimiques semblables dans les feuilles et les zestes.

Axes FletF2:50,01 %

25 27
0,75 géranial2g < néral26 il
0

21
0,5 30 32

1 O
0,25 \ +

F2 (19,93 %)

5 35

1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 05 075 1
F1 (30,09 %)

Figure 49 : ACP de la distribution des composés volatils (tableau 24) identifiés dans les zestes
de 17 variétés de cédrat
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Figure 50 : ACP de la distribution des cultivars V1-V17 (tableau 23) en fonction de la
composition des huiles essentielle de zestes

Les extraits

Nous avons également étudié les compositions phénoliques des zestes de 17 variétés
de cédrats (V1-V17). Pour cela, nous avons réalisé des extractions par macération des zestes
dans le méthanol pendant 24 heures (cf. partie expérimentale). Apres filtration, les extraits
obtenus ont été analysés par CLHP/SM-ESI selon la méthodologie décrite précédemment (cf.

Partie A 111.2).

Nous identifions 30 composés se répartissant en sept acides (cing acides phénoliques
1, 4-7 et deux dérivés d’acides phénoliques 2-3), huit flavones (sept non glycosylées 18, 22-
23, 26-29 et une glycosylée 11), six flavanones (deux non glycosylées 19-20 et quatre
glycosylées 8, 10, 12, 15), sept flavonols (cing non glycosylés 13, 16, 24-25, 30 et deux
glycosylés 9, 14), une dihydrochalcone 17 et un biflavonoide 21 (tableau 26).
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Tableau 26 : Composition phénolique des extraits de zestes de 17 cultivars de cédrat

TR

n° Composés (mn) Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 Vi0 Vi1l Vi2 V13 Vi4 V15 V16 V17
1 Ac. Gallique 1,9 tr - - - - - - - - - - - - - - - tr

2 Ac. Shikimique 2,2 51 - 12 8,6 0,3 4,0 tr 147 9,7 13,0 tr 32,2 19,3 4,4 2,5 15,1 -

3 Ac. Quinique 2,4 2004 3040 2832 2495 297,0 254,8 3990 3485 3030 4325 4975 6950 6150 3844 4745 5350 69,5
4 Ac. Vanillique 33 - 5,6 0,9 - - 3,7 11 - 31 3,0 - - - 2,5 - 1,9 -

5 Ac. p-Coumarique 6,7 130 83 2,0 53 0,7 31 86 930 77 33 50 34,2 39 438 38 119 526
6 Ac. Sinapique 7,2 - - - 4,6 - 15 2,4 - 11 11,0 1,8 54,5 12,1 6,6 2,2 8,8 21,5
7 Ac. Ferulique 74 03 57 14,1 4,6 9,7 59 88 345 7.2 51 10,1 1010 794 11,3 795 366 358
8 Flavanomaréine 7,7 - - - - - 1,2 - - 14 1,3 - - 5,2 - 1,3 4,7 2,8
9 Hyperoside 8,3 2,5 2,0 3,8 2,1 18 3,9 15,9 2,7 121 6,8 3,7 2,6 1,7 2,2 11 195 10,8
10 Narirutine 8,4 - 0,6 - - - 0,6 0,0 - 0,2 tr tr 0,8 tr 1,1 5,3 0,9 0,2
11 Diosmine 8,5 - 4,7 4,5 1,0 1,8 2,1 4,5 22 51 38 08 103 7,3 8,1 - 2,4 5,0
12 Néohespéridine 85 168 14 2,2 - 1,5 44 3,7 59 10,2 20 29 321 484 95 108 187 7.8
13 Quercétine 8,6 334 - - 8,0 4,2 - 6,1 - - - 2,4 - 52,4 - - 34,3 -

14 Rutine 86 495 736 262 905 510 42,8 11160 31,2 27,2 7700 3635 3280 4920 716,0 2064 15450 4085
15 Néoériocitrine 8,7 - 52 0,1 4,5 - 0,6 0,5 - - 1,0 0,8 - 13,9 44 589 18,1 2555
16 tFiiOnkq"ér:ﬁglrgher 81 07 - 44 42 - 38 38 22 28 31 - - 04 33 35 144 13
ot R A

18 Wogonine 95 04 - - - - - - - - - - - - - - - -

19 Hespérétine 98 0,6 - - - 0,6 - 0,3 0,6 - - 0,6 0,6 0,1 0,4 0,1 0,2 0,7
20 Naringénine 9,8 - - - - - - - - - - 0,5 - 0,4 -

21 Amentoflavone 10,3 - - - - - - tr - - - - - - 0,1 - - -

22 Lutéoline 11,0 - - - - - - - tr 01 - - - - 0,1 - - 0,5
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr 0,3 tr tr 0,4 tr 0,2 tr tr 6,8 tr

24 Datiscétine 11,1 - - - - - - - - - - - - - - - - -

25 Casticine 112 04 tr 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 01 01 tr 0,1 - 0,1 0,1 - 0,8 0,3
26 Eupatorine 11,3 - - - 0,5 - - 1,2 - - 0,8 3,7 0,8 0,8 1,5 3,6 2,8 3,8
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr 0,1 tr tr - tr tr tr 0,1 0,2 2,4 tr 45 1,3 tr
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28 tse?r‘;ﬁ']';f;reether 115 tr tr tr 02  tr tr tr 01 - - 10 01 01 tr tr 360 tr

29 Tangérétine 11,8  tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr

30 Retusine 12,4 tr tr tr tr - tr tr - tr - - tr tr tr 0,3 - tr
Acides phénoliques 133 196 169 144 104 143 208 1275 190 224 168 1897 954 693 855 592 1099
Eﬁ;‘(’flfqif;ges 2055 3040 2844 2581 297,3 2588 3990 3632 3127 4455 4975 7272 6343 3888 4770 5501 69,5
Flavones o4 00 00 08 00 00 12 o04 01 08 52 11 35 16 81 469 43
Flavones glycosylées 00 47 45 10 18 21 45 22 51 38 08 103 73 81 00 24 50
Flavanones o6 00 00 00 06 00 03 06 00 00 06 06 07 04 05 02 07
Flavanones glycosylées 68 72 23 45 15 68 42 59 118 43 37 329 675 150 763 424 2663
Flavonols 345 00 44 122 43 41 100 23 28 31 25 00 529 35 37 495 15
Flavonols glycosylés 520 756 300 926 528 46,7 11319 339 393 7768 3672 330,6 4937 7182 2075 15645 4193
Autres 00 00 00 00 00 00 00 00 00 14 00 00 17 01 14 20 00
Total 3229 4111 3425 3837 3686 3328 15719 5358 3907 12581 8943 12924 1357,1 12048 860,1 2317,3 8764

La numérotation des variétés V1-V17 correspond a celle du tableau 23.
Les n° des composes correspondent a I’ordre d’élution : temps de rétention (TR) croissant.
Les concentrations des composés dans I’extrait sont exprimées en mg/l.

tr : trace (<0,1 mg/l)

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.
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D’une maniére générale, nous constatons une prédominance des flavonols (389,7
mg/l), plus particulierement des flavonols glycosylés (378,4 mg/l) et des composés dérivés
des acides phénoliques (380,8 mg/l). Les acides phénoliques (53,2 mg/l) et les flavanones
glycosylées (33,5 mg/l) peuvent également étre présents en quantités appréciables. En
revanche, les flavonols non glycosylés (11,3 mg/l), les flavones glycosylées ou non (8,1
mg/l), les flavanones (0,3 mg/l), et le couple dihydrochalcone / biflavonoide (0,4 mg/l) sont

faiblement représentés, voire absents, dans certains extraits methanoliques.

Sur ’ensemble des variétés, les composés majoritaires sont la rutine 14 (539,6 mg/l) et
I’acide quinique 3 (445,2 mg/l). 1l est a noter que quelques composés sont présents a des
concentrations appréciables dans certains cédrats ; il s’agit de ’acide p-coumarique 5 (0,7-
93,0 mg/l), de la quercétine 13 (2,4-52,4 mg/l), de la néoériocitrine 15 (0,1-255,5 mg/l), de
I’acide shikimique 2 (0,3-32,2 mg/l), de I’acide sinapique 6 (1,1-54,5 mg/l), de la
néohespeéridine 12 (1,4-48,4 mg/l) et de la scutellaréine tetraméthyléther 28 (0,0-36,0 mg/l).

L’analyse statistique par Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) (figure 51)
permet de mettre en évidence trois groupes de cultivars. Le premier (groupe 1) est constitué de
neuf varietés (V1-V6, V8-V9, V17). Huit d’entre elles (V1-V6, V8, V9) sont dominées par
I’acide quinique 3 (200,4-348,5 mg/l) et dans une moindre mesure par la rutine 14 (26,2-90,5
mg/l). La variété ‘Florence’ V17 apparait sur le graphique (figure 51) a I’écart dans ce groupe.
Cette observation est confirmée par sa composition chimique présentant une forte
concentration en rutine 14 (408,5 mg/l) et en néoériocitrine 15 (255,5 mg/l) ainsi qu’une

teneur exceptionnellement faible en acide quinique 3 (69,5 mg/l).

Le deuxieme groupe (groupe Il) renferme quatre variétés (V11-V13, V15) dont la
composition phénolique présente de fortes teneurs en acide quinique 3 (474,5-695,0 mg/l) et
en rutine 14 (206,4-492,0 mg/l). Nous remarquons que les groupes | et Il sont caractérisés par
le méme chimiotype, cependant ils different par les concentrations des composés majoritaires

qui sont plus élevées dans les extraits des cultivars du groupe 11.

Le troisieme groupe (groupe Il1) contient également quatre variétés (V7, V10, V14,
V16) dont les composés majoritaires sont la rutine 14 (716,0-1545,0 mg/l) suivi de I’acide
quinique 3 (384,4-535,0 mg/l). Graphiquement le cultivar “Verruqueux’ V16 apparait détaché

du groupe (figure 51) ; son chimiotype est similaire a celui des trois autres variétés (V7, V10,
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V14) mais il s’en distingue par une trés forte teneur en rutine 14 (1545,0 mg/l) et une

concentration élevée en scutellaréine tetraméthyléther (36,0 mg/I).

Va4
V1
V3
V9
V6
V5
V2 I
V8

V17 i

V13

V12 1

V15

Vil

V10

V14 }:Ii”'
V7

V16

Figure 51 : CAH des 17 variétés de cédrat V1-V17 (tableau 23) en fonction de la
composition phénolique des extraits de zestes

A ce stade de nos travaux, I’étude du recoupement des groupes de cultivars obtenus
pour les extraits phénoliques et les huiles essentielles n’est pas concluante. A titre d’exemple,
le groupe de variétés réunissant V1-V6, V8 et V9 (groupe I) n’est pas retrouvé avec les huiles.
De la méme maniere, le regroupement des autres variétés (V7, V10-V16) sur la base de la
composition phénolique (groupe 11 et 111) ne recouvrent pas celui établi avec les constituants

volatils. Néanmoins, la variété V17 se détache des autres cédratiers dans les deux cas.

c¢) Compositions volatile et phénolique des albédos et des jus

Les fractions volatiles

Par MEPS, dans les espaces de téte, nous avons pré concentré les volatils des albédos
et des jus de 16 variétés de cédrats V1-V10 et V12-V17 ; la variété ‘Mac Veu de Montagne’
V11 n’a pu étre traitée car ayant un albédo trés fin et une pulpe trop séche. L’extraction des

espaces de téte a conduit aprés analyse par CPG et CPG-SM a I’identification de 15 et 25
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constituants, respectivement ; soit un total de 26 composés différents repris aux tableaux 27 et
28, respectivement. Il est a préciser que nous avons conservé le numeérotage des composés
volatils des feuilles et des zestes (tableaux 24 et 25). Ces constituants se répartissent en 12
monoterpénes hydrocarbonés (1-16a), 6 monoterpénes oxygénés (22-31) et 8 sesquiterpenes
hydrocarbones (32-38a). A notre connaissance, les compositions en volatils des albédos et des

jus de ces différentes variétés sont décrites pour la premiére fois.

Dans les albédos, tous les composés identifiés sont hydrocarbonés. Les monoterpénes
dominent largement la fraction volatile avec des teneurs allant de 82,0 a 99,9%. Le limonene
9 est le composé majoritaire dans toutes les variétés avec des teneurs variant de 46,7 a
98,1% ; il peut étre accompagné, dans certains cultivars (V1-V5, V7, V9-V10), par le vy-
terpinene 13 et/ou le p-cyméne 8. Nous notons que 1’allo-ociméne 16a est détecté dans la
plupart des albédos alors qu’il ne I’avait pas été dans les les zestes et les feuilles. Les
sesquiterpenes sont faiblement représentés avec un taux n’excédant pas 1,6% a I’exception du
cultivar ‘Fourny’ V14 (7,1%). Le cédrat ‘Florence’ V17 se distingue par une concentration
importante en sélina-4(15),5-diene 33a (13,3%) ; en effet, ce dernier n’est pas détecté (V1-
V12, V14) ou présent a une abondance n’excédant pas 0,2% (V13, V15, V16) dans les autres

variétés.

A T’exception de la variété ‘Corsican’ V9, la fraction volatile des jus des 16 variétés se
différencie de celle des albédos par la présence de monoterpénes oxygénés. Avec un taux
allant de 46,5 a 95,9%, le limonene 9 est composé majoritaire de tous les cultivars ; dans la
plupart des cas (V1-V10, V14), il est suivi par deux autres monoterpenes hydrocarbonés : le
y-terpinene 13 et/ou le p-cyméne 8. ‘Florence’ V17 est 'unique variété présentant une
abondance relativement importante (22,7%) en sesquiterpénes hydrocarbonés. 11 s’agit
notamment du (E)-B-caryophyllene 32 (2,0%), du trans-a-bergamoténe 33 (5,4%), du (E)-B-
farnéséne 34 (0,5%), du germacrene D 35 (4,6%), du valencene 35a (2,6%), du B-bisaboléne
38 (6,7%) et du od-cadinéne 38a (0,9%). Ceux-ci ne sont pas détectés ou faiblement
représentes (0,2-5,1%) dans la pulpe des fruits des autres variétés. Enfin, le valencéne 35a et

le 5-cadinéne 38a ne sont détectés que dans les jus de ‘Rhobs el Arsa’ V15 et ‘Florence’ V17.
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Tableau 27 : Compositions chimiques des fractions volatiles des albédos de 16 cultivars de cédrat

n° Composés Irt® IrA® vi v2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VI0 V12 V13 V14 V15 V16 V17
1  a-Thujene 932 922 06 01 03 03 04 - 10 - - 01 - - - - - -
2  o-Pinéne 9% 931 12 03 07 06 08 01 17 01 03 04 03 02 06 04 02 08
4  Sabinéne %4 99 02 01 01 01 - - 03 - - 01 - - - - tr 04
5 B-Pinéne 978 970 10 05 08 05 07 - 12 - 02 03 - - 03 - - 58
6  Myrcene 987 979 14 20 21 11 04 11 20 12 33 08 27 23 19 38 39 03
8 p-Cymene 1015 1010 22,6 10 15 201 323 - 114 - 111 13 - - - - - -
9  Limonene 1025 1020 46,7 71,9 62,9 52,1 46,9 95,8 46,9 98,1 74,3 659 954 925 88,5 93,4 92,6 74,3
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 03 15 15 o7 18 13 30 02 61 02 04 06 04 05 - 02
13 y-Terpinéne 1051 1047 23,8 196 27,8 18,1 132 - 296 - - 296 - - - - - -
16 Terpinoléne 1082 1078 15 14 13 17 14 02 13 02 12 0,7 - - - 02 01 01
16a allo-Ociméne 1123 1122 0O1 02 02 04 10 02 O7 01 03 01 - - 05 - 01 01
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 - 01 01 0,2 - - - - - - - 07 13 02 01 04
33 trans-o-Bergamoténe 1429 1431 01 02 01 08 - - 01 - - 02 05 22 22 02 05 07
33a Sélina-4(15),5-diéne 1433 1434 - - - - - - - - - - - 02 - 02 01 133
38 pB-Bisaboléne 1498 1502 - 01 01 06 - 02 01 - - - 02 11 36 01 05 09
Monoterpénes hydrocarbonés 99,4 98,6 99,2 95,7 98,9 98,7 99,1 99,9 96,8 99,5 98,8 95,6 92,2 98,3 96,9 82,0
Sesquiterpenes hydrocarbonés o1 o4 03 16 00 02 02 00 00 02 07 42 71 0,7 12 153
Total 99,5 99,0 99,5 97,3 98,9 98,9 99,3 99,9 96,8 99,7 99,5 99,8 99,3 99,0 98,1 97,3

La numérotation des variétés correspond a celle du tableau 23.

Les n® des composés correspondent a ceux du tableau 23 (ordre d’élution sur colonne apolaire).
% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]

® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1)

Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs.

Les composés ont été identifiés & partir de la bibliothéque « ardmes » du laboratoire.
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Tableau 28 : Compositions chimiques des fractions volatiles des jus de 16 cultivars de cédrat

n°  Composes IrLt® IrA® vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V12 V13 V14 V15 V16 V17
1 o-Thujéne 932 922 24 - - - 16 02 02 03 08 07 01 - 04 - 03 01
2  a-Pinéne 936 931 68 07 23 06 19 05 08 07 15 20 02 02 05 05 - 10
2a Camphéne 943 947 02 - 12 - 05 01 - - - - - - 01 - - 01
4  Sabinéne %4 99 06 - 21 - 05 02 02 04 02 05 - - 01 - - -
5  B-Pinene 978 970 43 01 17 01 00 O7 03 03 11 16 27 - 01 13 21 43
6 Myrcene 987 979 31 22 00 11 54 15 23 24 16 20 - 29 25 23 02 31
8  p-Cymeéne 1015 1010 10 23 34 66 11,7 38 39 42 122 45 - - 22 - 17 041
9 Limonene 1025 1020 49,6 75,2 46,5 58,7 49,6 853 76,5 79,0 64,2 49,9 959 957 842 91,7 884 62,8
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 09 09 04 09 19 09 09 09 04 - 01 01 07 - 31 -
13  y-Terpinene 1051 1047 29,2 153 28,8 29,7 96 24 104 63 115 263 - 01 48 - 01 09
16 Terpinoléne 1082 1078 13 08 27 14 42 02 07 14 05 12 01 01 13 01 - 07
16a allo-Ocimeéne 1123 1124 01 021 08 01 - 01 - - - - - - - - - 01
22  Terpinén-4-ol 1164 11612 01 01 - 01 - - - - - 12 01 - - 01 01 01
23 o-Terpinéol 1176 1179 02 02 28 01 27 - 06 13 - 11 01 01 11 01 03 02
26  Néral 1215 1214 - 02 - 01 - 07 - - - - - - - 01 01 -
28  Géranial 1244 1245 - 0,2 - - 09 0,1 - - - - - - - - - -
30 Acétate de néryle 1342 1343 - 03 23 01 - - - - - - - - - 0,1 - -
31 Acétate de géranyle 1362 1357 - 0,3 - 0,1 - - - - - - 0,1 - - 0,3 - -
32 (E)-B-caryophylléne 1421 1424 01 01 - 01 - 01 - - - 13 - - - 01 06 20
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 0,1 - - - - 0,1 - - - 1,7 01 03 01 11 01 54
34  (E)-B-Farnésene 1446 1444 - - - - - - - - - - - 01 - 01 - 05
35 Germacréne D 1480 1486 - - - - - - 0,2 - - - - 0,1 - 0,1 01 46
35a Valencéne 1497 1501 - - - - - - - - - - - - - 14 - 2,6
38 B-Bisaboléne 1498 1502 01 01 - O1 - 02 O5 04 - 21 03 04 05 01 13 67
38a §-Cadinéne 1515 1522 - - - - - - - - - - - - - 01 - 09
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Monoterpenes hydrocarbonés 99,5 97,6 89,9 99,2 86,9 959 96,2 959 94,0 88,7 99,1 99,1 96,9 959 959 73,1
Monoterpenes oxygénés 03 13 51 05 36 08 06 13 00 23 03 01 11 06 05 03
Sesquiterpenes hydrocarbonés 02 02 00 02 00 04 07 04 00 51 04 08 06 29 21 227
Total 99,9 99,1 950 99,9 90,5 97,1 97,5 97,6 94,0 96,1 99,8 99,9 98,6 99,3 98,5 96,1

La numérotation des variétés correspond a celle du tableau 23.

Les n® des composés correspondent a ceux du tableau 23 (ordre d’élution sur colonne apolaire).
% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]

® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1)

Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs.

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque « arémes » du laboratoire.
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Les analyses par CAH basées sur les compositions des fractions volatiles des albédos

(tableau 27) et des jus (tableau 28) ont permis de regrouper les différentes variétés.

Huit cultivars (groupe | : V1-V5, V7, V9-V10) apparaissent toujours groupés que ce
soit dans le dendrogramme des albédos (figure 52) ou dans celui des jus (figure 53). Ces
variétés sont riches en limonene 9 (albédo : 46,7-74,3% ; jus : 49,6-76,5%) et en y-terpinéne
13 (albédo : 13,2-29,6% ; jus: 9,6-29,7%). Il faut également noter que ces variétés peuvent

présenter une forte abondance de p-cyméne 8 dans 1’albédo (1,0-32,3%).

Les huit cultivars restants (groupe Il : V6, V8, V12-V16) forment également un méme
groupe aussi bien dans le cas des albédos (figure 52) que dans celui des jus (figure 53). La
composition chimique de ces variétés est dominée par le limonene 9 (albédo : 88,5-98,1% ;
jus : 84,2-95,9%).

Graphiquement, la variété ‘Florence’ V17 est isolé sur les figures 52 et 53 ; elle se
démarque des autres variétés par une teneur élevée en sesquiterpenes hydrocarbonés dans
I’albédo (sélina-4(15),5-diene 33a : 13,3%) et dans le jus (B-bisaboléne 38 : 6,7% ; trans o-
bergamoténe 33 : 5,4% ; germacréne D 35 : 4,6%).
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Figure 52 : CAH des 16 variétés de cédrat (tableau 23) en fonction de la composition volatile

des albédos
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Figure 53 : Dendrogramme CAH des 16 variétés de cédrat (tableau 23) en fonction de la composition
volatile des jus

Les variétes V1-V5, V7, V9-V10 sont regroupées sur la base de la composition
chimique des huiles essentielles des zestes et sur celle des fractions volatiles des albédos et
des jus. Les cultivars V12-V16 et V6,V8 forment un seul et méme groupe sur la base des
fractions volatiles des albédos et des jus mais se subdivisent en deux groupes sur celle des
huiles essentielles des zestes. Enfin, la variété V17 se déemarque des autres cultivars aussi bien

au niveau du zeste que de 1’albédo et du jus.

Les extraits

L’analyse par CLHP/SM-ESI des extraits au méthanol des albédos et des jus des 16
cultivars (V1-V10, V12-V17) a permis I’identification de 29 et 26 composés, respectivement.
Soit un total de 29 composes repris aux tableaux 29 et 30 respectivement. Il est a préciser que
nous avons conserve le numérotage des composés phénoliques des zestes (tableau 26). Ces
constituants se répartissent en cinq acides phénoliques 1, 4-7, deux dérivés d’acides
phénoliques 2-3, sept flavones (six non glycosylées 22-23, 26-29 et une glycosylée 11), six
flavanones (deux non glycosylées 19-20 et quatre glycosylées 8, 10, 12, 15), sept flavonols
(cing non glycosylés 13, 16, 24-25, 30 et deux glycosylés 9, 14), une dihydrochalcone 17 et

un biflavonoide 21.
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Tableau 29 : Composition phénolique des extraits d’albédos de 16 cultivars de cédrat

TR

n° Composés (mn) Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VIO V12 VI3 V14 V5 Ve V17
1 Ac. Gallique 19 - - - - 7,8 - tr - - - - - - - - -
2 Ac. Shikimique 22 74 49 01 30 25 34 tr - 34 19 416 210 tr 116 115 35
3 Ac. Quinique 24 695 324 14,7 424 12,8 150 1170 10,6 23,6 10,5 5450 6950 51,0 158,0 361,0 30,9
4  Ac. Vanillique 33 40 - 81 16 - - - - 6,3 24 - - 0,0 - - -
5 Ac. p-Coumarique 6,7 353 12,0 14,0 - 18,3 3,7 22,0 21,3 2085 270 755 222 6,1 133 459 195
6 Ac. Sinapique 7.2 - 4,3 - 18 44 19 0,6 - 08 24 - 1,7 04 30 4,4 0,6
7 Ac. Ferulique 74 10,7 122 72 0,7 353 156 32,7 62 19,7 11,8 - 935 85 370 353 36,2
8 Flavanomaréine 7,7 - 47 25 - - 11 1,7 - 25 1,7 - 240 93 183 1310 4,0
9 Hyperoside 83 23 47 - - 29 29 53 - - 25 45 40 18 27 3,9 2,3
10 Narirutine 84 07 11 - 1,9 - 19 07 02 0.2 tr 20 05 120 128 178 04
11 Diosmine 85 4,6 - 6,2 555 - - 23 47 38 145 - 10,9 0,7 147 06 2,3
12 Néohespéridine 85 140 209 84 265 25 125 95 148 79 71 530 174 209 630 353 10,3
13 Quercétine 8,6 - - - - - - - - - - - 15,0 - - 35,9 -
14 Rutine 86 91 263 18,0 - 16,2 14,0 122 - 11,1 134 - 85 62 360 5250 52
15 Néoériocitrine 8,7 33 1295 1305 540 66,0 75 500 1,2 - 54 1210 10,6 20,9 180,0 - 80,0
16 Robinétine triméthylether 8,7 - - - - - - 0,5 - - - - 0,2 - 0,6 1,8 -
Néohespéridine
17 dihydrochalcone 88 - i i i i i i i i 13 i i i 30 26 i
19 Hespérétine 98 0,6 - - - - - o6 06 06 01 08 04 06 03 0,4 0,6
20 Naringénine 9,8 - - - - - - - - - - - 07 07 78 - -
21 Amentoflavone 10,3 - - - - - - tr - - - - - tr - - -
22 Lutéoline 11,0 - - - 2,0 - 0,3 - - - tr - 24 54 09 - 3,2
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,6 0,2
24 Datiscétine 111 - - - - - - - - - - - 3,9 - 7.1 - -
25 Casticine 11,2 tr - - - - - tr - - tr - - - - 0,1 tr
26 Eupatorine 11,3 - - - - - - 0,3 - - - - - 0,3 0,4 0,5 0,3
27 Nobilétine 11,3 0,1 - tr 01 01 tr tr - 0,2 tr tr 0,1 tr 0,6 tr 3,8
28 Scutellaréine 115 0,1 tr - tr tr tr 0,1 tr 0,1 tr tr tr tr tr 1,8 0,8
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tetraméthylether

29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,2

30 Retusine 12,4 - - - - - - - - - - - - - tr tr -
Acides phénoliques 499 284 292 40 658 21,1 553 275 2353 434 755 1174 149 532 855 56,3
Dérivés acides phénoliques 76,9 37,3 148 453 153 18,3 117,0 106 27,0 124 586,6 716,0 51,0 169,6 3725 34,3
Flavones oL 00 00 212 01 03 04 00 03 00 00 24 57 19 2,9 8,5
Flavones glycosylées 46 00 62 555 00 00 23 47 38 145 00 109 0,7 147 06 2,3
Flavanones o6 00 00 00 00 OO O6 06 O6 01 08 10 13 81 04 0,6
Flavanones glycosylées 18,0 156,2 1414 823 685 23,1 61,9 16,2 105 14,1 176,0 52,4 63,0 274,1 184,1 94,7
Flavonols 00 00 00 00 00 00 O5 00 OO 00 00 1291 00 77 378 0,0
Flavonols glycosylés 11,4 310 180 00 191 168 174 00 111 159 45 125 79 38,7 5289 74
Autres o0 00 00 00 00 00 OO 00 OO 13 00 00 00 30 2,6 0,0
Total 161,4 252,8 209,5 189,3 168,8 79,6 2552 59,6 288,5 101,7 843,3 931,7 1445 570,9 12152 204,1

La numérotation des variétés correspond a celle du tableau 23.

Les n° des composes correspondent a I’ordre d’élution : temps de rétention (TR) croissant.
Les concentrations des composés dans 1’extrait sont exprimées en mg/l.

tr ; trace (<0,1 mg/l)

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.
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Tableau 30 : Composition phénolique des jus de 16 cultivars de cédrat

TR

n° Composés (mn) Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V12 V13 V14 V15 V16 V17
1 Ac. Gallique 19 - - - - 96 - - tr - - 151 - 2,4 - - -
2 Ac. Shikimique 22 15 - - - - 38 - - 21 03 21 08 - 0,7 0,7 -
3 Ac. Quinique 24 357 93 398 195 145 93 16,0 16,1 19,6 14,0 96,5 435 43,0 434 423 205
4  Ac. Vanillique 33 08 06 25 09 08 - - 06 - 05 - - - 05 09 -
5 Ac. p-Coumarique 6,7 - - - - - - - - 18 - - - - - - -
6 Ac. Sinapique 7,2 - - - - - tr tr - 18 21 - 1,0 - - - 0,9
7 Ac. Ferulique 74 03 03 70 04 02 08 65 01 04 05 104 - 43 29 - 2,8
8 Flavanomaréine 7,7 - - - - - - - - - 13 - 1,4 - - - -
9 Hyperoside 83 - - - - - 16 13 - - 13 - 1,7 - 20 24 69
10 Narirutine 84 tr - - - 07 - tr - - tr - tr 0,2 - tr tr
11 Diosmine 85 74 27 129 24 100 45 82 55 21 19 86 186 16 33 09 176
12 Néohespéridine 85 47 10 12 11 o047 65 08 31 17 10 91 130 55 72 40 9.1
14 Rutine 86 84 138 16,7 83 6,6 89 220 59 31 17 273 265 33 447 479 7,0
15 Néoériocitrine 8,7 - - - - - 03 05 - - - 43 09 07 - 09 25
16 Robinétine triméthylether 8,7 - - - - - - - - - - - - - - 0,3 -

Néohespéridine
17 dihydro%halcone 88 - - - - - i i - L2 6 - 14 13 -
19 Hespérétine 98 28 - - - 06 11 06 06 12 0,1 - 02 06 02 02 0,6
20 Naringénine 9,8 - - - - - - - - - - - - - - - tr
21 Amentoflavone 10,3 - - - - - - - - - - - - - - - tr
22 Lutéoline 11,0 - - - - - - - - - - 1,7 01 tr - - 0,1
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr - tr - tr - tr tr - - tr - tr tr
26 Eupatorine 11,3 - - - - - - - - - - - - - 0,3 - 0,3
27 Nobilétine 11,3 tr - - - tr - tr - tr tr tr tr - tr tr tr
28 Scutellaréine tetraméthylether 115 tr tr - - tr - tr - tr tr - tr tr - - tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr - tr - tr - tr tr - - tr tr tr tr
30 Retusine 124 - - - - - - - - - - - - - tr - -

Acides phénoliques 11 09 95 13 106 08 65 0,7 40 30 255 10 6,7 34 09 37
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Derivés acides phénoliques 37,1 9,3 39,8 19,5 145 13,0 16,0 16,1 21,6 143 98,6 44,2 430 440 43,0 20,5

Flavones 00 00 00 00 00 OO0 00O 00O 00 OO0 17 01 00 03 00 03
Flavones glycosylées 74 2,7 129 24 100 45 82 55 21 19 86 186 16 33 09 176
Flavanones 28 00 0O OO O6 11 O6 O6 12 01 00 02 06 02 02 06
Flavanones glycosylées 47 10 12 11 14 68 13 31 17 23 134 153 63 72 49 116
Flavonols 60 o0 00 00 00 00O 0O 00O 0O 00 00O 00 00 00 03 00
Flavonols glycosylés 84 138 16,7 83 6,6 105 232 59 31 30 273 282 33 46,7 503 139
Autres 00 00 00 00 00 OO0 00O OO 00O 12 00 16 00 14 13 00
Total 61,5 27,6 80,0 32,5 43,6 36,6 557 31,8 33,7 25,9 175,0 109,1 61,5 106,4 1016 68,1

La numérotation des variétés correspond a celle du tableau 23.

Les n° des composés correspondent a I’ordre d’élution : temps de rétention (TR) croissant.
Les concentrations des composés dans 1’extrait sont exprimées en mg/l.

tr : trace (<0,1 mg/l)

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.
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D’une manicre générale, les extraits d’albédos sont plus riches en composés
phénoliques (367,6 mg/l en moyenne) que les jus (65,7 mg/l en moyenne). La composition
chimique des albédos est dominée par les dérivés d’acides phénoliques (148,5 mg/l), les
flavanones glycosylées (94,6 mg/l), les acides phénoliques (60,9 mg/l) et les flavonols
glycosylés (48,6 mg/l). Les familles majoritaires dans les jus sont les dérivés d’acides
phénoliques (30,9 mg/l), les flavonols glycosylés (16,8 mg/l) et dans une moindre mesure les
flavones glycosylées (6,7 mg/l), les flavanones glysosylées (5,2 mg/l) et les acides
phénoliques (5,0 mg/l). Enfin, au niveau des composes majoritaires, nous constatons que
I’acide quinique 3 présente les teneurs les plus élevées (albédo : 10,5-695,0 mg/l ; jus : 9,3-
96,5 mg/l). La concentration en rutine 14 peut également s’avérer importante dans les albédos

et les jus de certaines variétés.

La comparaison des compositions phénoliques des différents albédos (tableau 29)
combinée a une analyse par CAH, permet de classer les variétés en deux groupes statistiques
(figure 54). Le premier groupe (I) réuni douze variétés (V1-V10, V14, V17) caractérisées par
des teneurs totales en composés phénoliques comprises entre 59,6 et 288,5 mg/l. Cependant,
ce groupe présente des compositions chimiques disparates, rendant difficile la mise en
évidence d’un réel chimiotype. Le deuxiéme groupe (Il) rassemble trois variétés (V12-V13,
V15) dont les teneurs en phénols totaux s’échelonnent de 570,9 a 931,7 mg/l. Ce groupe ne
présente pas une composition chimique homogene puisque : - la variété V12 a comme
composés majoritaires 1’acide quinique 3 (545,0 mg/l) et la néoériocitrine 15 (121,0 mg/l) ; -
la variété V13 est dominée par 1’acide quinique 3 (695,0 mg/l) alors que ; - la variété V15 est
riche en néoériocitrine 15 (180,0 mg/l) et en acide quinique 3 (158,0 mg/l). Enfin, la variété
V16 - isolée sur la figure 54 - se singularise des autres cultivars par la concentration la plus
élevée en composés phénoliques (1215,2 mg/l). La rutine 14 (525,0 mg/1), I’acide quinique 3
(361,0 mg/l) et la flavanomaréine 8 (131,0 mg/l) sont les composés les plus abondants dans ce

cultivar.

En ce qui concerne les jus, le traitement statistique CAH aboutit également a la
formation de deux groupes distincts (figure 55). Le premier groupe (1) réunit les mémes
douze variétés (V1-V10, V14, V17) que précédemment ; elles ont les teneurs en composés
phénoliques les plus faibles (25,9-80,0 mg/l). Ce groupe inclut dix variétés (V1, V3-V6, V8-
V10, V14, V17) dont la composition chimique est dominée par 1’acide quinique 3 (9,3-43,0

mg/l), associé parfois a la diosmine 11 (V5 et V17 : 10,0 et 17,6 mg/I, respectivement) ou a la
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rutine 14 (V6 : 8,9 mg/l). Les variétés V2 et V7 ont des profils chimiques riches en rutine 14
(13,8 et 22,0 mg/l, respectivement) et en acide quinique 3 (9,3 et 16,0 mg/l, respectivement).
Le deuxieme groupe (Il) est composé de quatre variétés (V12, V13, V15 et V16) qui
présentent les plus fortes concentrations en composés phénoliques (101,6-175,0 mg/l). Les
cultivars V12 et V13 sont riches en acide quinique 3 (96,5 et 43,5 mg/I, respectivement) avec
des teneurs appréciables en rutine 14 (27,3 et 26,5 mg/l, respectivement). Les variétés V15 et
V16 se singularisent par des concentrations équivalentes en acide quinique 3 (43,4 et 42,3
mg/l, respectivement) et en rutine 14 (44,7 et 47,9 mg/l, respectivement).

Comme pour les constituants volatils, les groupes de variétés établis sur la base de la
composition phénolique des albédos et des jus ne recouvrent pas les groupes observés avec les

zestes.
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Figure 54 : CAH des 16 variétés de cédrat (tableau 23) en fonction de la composition phénolique des albédos.

r |
vi |
Vi3 | |
Vi3 \ |
V6 i
2 :
V6 ,
V3 |
V1 !
|
I
|
I
1
|
I
I

V4
V8
Vo
vio ! |

Vi4
V7

V3

V17

Figure 55 : CAH des 16 variétés de cédrat (tableau 23) en fonction de la composition phénolique des jus.
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11.2.3. Synthése

L’étude génétique menée sur 24 variétés de cédratiers nous a permis de mettre en
évidence un groupe de 13 cultivars V1-V11 et V23,24 présentant des distances génétiques
faibles au niveau cytoplasmique et nucléaire. Ce résultat est en accord avec la littérature dans
laquelle les cédrats y sont décrits comme une espéce ayant un polymorphisme génétique tres
faible [Nicolosi et coll. 2000, Luro et coll. 2001, Ollitrault et coll. 2003, Barkley et coll. 2006,
Froelicher et coll. 2011]. Nous pouvons donc les considérer génétiguement comme
d’authentiques cédrats appelés aussi « vrais » cédrats ou cédrats ancestraux. D’un point de
vue taxonomique, ces observations sont confirmées puisque les feuilles de ces variétés ont
une morphologie caractéristique des cédrats ; elles sont de forme obovale, de couleur vert pale
et ne possedent pas de pétioles ailés. D’un point de vue phénotypique, les fruits de ces
variétés ont des caractéristiques morphologiques similaires, notamment une adhérence forte
entre la pulpe et I’albédo. A contrario, les analyses génétiques suggerent que les 11 autres
cultivars V12-V22 botaniquement répertories parmi les cédrats seraient de « faux » cédrats
c'est-a-dire des hybrides ou des progénitures d’hybrides. Ces résultats se confirment au niveau
des caractéristiqgues morphologiques des feuilles et des fruits (faible adhérence de la pulpe a

I’albédo) de ces 11 variétés qui different phénotypiquement des « vrais » cédrats.

Parmi les « faux » cédrats (V12-V22), cing cultivars V17-V21 présentent des profils
génétiques et des compositions chimiques des huiles essentielles de feuilles tres diversifiées.
Sur la base des marqueurs chloroplastiques, nous avons fait I’hypothése - pour la variété
‘Florence’ V17 - d’une filiation maternelle avec les citrons ou les oranges ameres. Cependant,
par complémentation allélique, aucun candidat parmi les agrumes échantillonnés ne peut étre
proposé comme possible parent male de cette variété. Néanmoins, quelques alleles
spécifiques suggerent un hybride de cédrat comme ancétre de ce cultivar. Cette variété V17
présente toujours un profil chimique singulier par rapport aux autres variétés étudiées. En
effet, les compositions chimiques en volatils des feuilles (limonéne/B-pinéne), des zestes
(limonéne/B-pinéne), de I’albédo (limonéne/sélina-4(15),5-diéne), du jus (limonéne/pB-
bisabolene/trans-o-bergamoténe) ainsi que celles des extraits de zestes (rutine/néoériocitrine),
d’albédo  (néoériocitrine/acide  férulique/acide  quinique) et de jus (acide
quinique/diosmine/néohespéridine) montrent que ce cultivar se distingue systématiquement

des cédrats ancestraux mais aussi des hybrides. Ainsi, la classification taxonomique de la
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variété ‘Cédrat de Florence” V17 au sein des cédrats est discutable aussi bien au niveau des
observations chimiques et génétiques que morphologiques. En effet, cette variété possede des
fruits de couleur orangée a maturité contrairement aux autres cédrats (qu’ils soient
« ancestraux » ou pas) qui sont jaunes ou jaunes péles.

La constitution génétique complexe de la variété ‘Ada Jamir’ V18 combine un
cytoplasme des mitochondries de lime ‘Mexicaine’ et un chloroplaste proche de la mandarine.
Cette originalité génétique du cultivar vis-a-vis du groupe des « vrais » cédrats se confirme au
niveau chimique par la teneur abondante en 1,8-cinéole dans I’huile essentielle de feuilles.

Sur la base les marqueurs nucléaires SSR, la variété ‘Kadu Mul’ V19 est proche du
citron ‘Eureka’ et la variété ‘Mac Nao Si’ V21 est proche de la lime ‘Mexicaine’ ; ces deux
cultivars sont probablement issus de croisements entre citrons et limes pour ‘Kadu Mul’ V19
et ‘Mac Nao Si’ V21, respectivement. De plus, ces résultats sont confortés par la composition
chimique des huiles essentielles de feuilles de ‘Kadu Mul” V19 et ‘Mac Nao Si’ V21 qui ont
le méme chimiotype (limonene, sabinene, linalol et citronellal) que certaines variétés de
citrons et de limes [Lota et coll., 2002].

D’un point de vue génétique, la variété ‘Mac Nao N’ V20 se singularise également des
« vrais » cédrats. Toutefois, il est difficile de clarifier sa filiation au regard de nos résultats.
Les huiles essentielles de feuilles de ‘Mac Nao N’ V20 sont atypiques par des teneurs élevees
en y-terpinene, B-pinene, p-cymene et (E)-p-ocimene.

Associé au cultivar ‘Rhobs el Arsa’ V15 au niveau des marqueurs SSR nucléaires, le
« faux » cédrat ‘Poncire de Colioure’ V22 se distingue des « vrais » cédrats par une teneur en

(E)-B-ocimene relativement élevée dans I’huile essentielle de feuilles.

Les cing autres variétés de « faux » cédrats (‘Cédrat de Damas’ V12, ‘Cédrat des
Ommeyades’ V13, ‘Fourny’ V14 ‘Rhobs el Arsa’ V15, ‘Verruqueux’ V16) ont des
compositions volatiles similaires. En effet, les huiles essentielles de feuilles sont caractérisées
par le limonéne puis par des teneurs équivalentes en géranial, néral, géraniol et nérol (sauf
pour la variété V12 ou les taux en géranial et néral sont un peu plus éleveés).

Au niveau des fruits, la composition chimique des zestes (huile essentielle), des
albédos (fraction volatile) et des jus (fraction volatile) est dominée par le limonéne. Ce
résultat indique que les différentes parties du fruit ont des compositions volatiles relativement
homogénes. Pour ce qui est des constituants phénoliques, les extraits de zestes de ces variétés
exhibent tous le couple acide quinique/rutine comme composés majoritaires alors que pour
I’albédo et le jus nous n’observons pas d’uniformité de la composition chimique. En outre,
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quatre de ces variétés (V12, V13, V15, V16) présentent des concentrations totales en
composés phénoliques dans les albédos et les jus beaucoup plus importantes que les autres

variétés étudiées.

Les 13 cultivars (V1-V11, V23-V24) considérés genétiquement comme de « vrais »
cédrats exhibent des huiles essentielles de feuilles riches en limonéne, néral et géranial (V1-
V8, V24) ou en limonene, nérol et géraniol (V9-V10). Seule les varietés V11 et V23 présente
une composition chimique (nérol/néral/géraniol/géranial) ne correspondant pas a ces deux
chimiotypes. Concernant les compositions chimiques des fruits des 11 «vrais» cédrats
étudiés (V1-V11), les fractions volatiles (zestes, albédos et jus) de neuf d’entre eux V1-V5,
V7, V9-V11 sont caractérisées par le chimiotype : limonene/y-terpinene. 1l est a noter
qu’aucun des « faux » cédrats ne présente ce chimiotype dans les zestes.

A ce stade, il convient de rappeler que les chimiotypes limonene/y-terpinene observés
dans les zestes d’une majorité de cédratiers ancestraux sont trés couramment observés chez
les limes (C. latifolia et C. aurantifolia) et les citrons (C. limon) [Jantan et coll. 1996 ; Huang
et Pu, 2000 ; Lota et coll., 2002]. Ce résultat est conforté par ceux de Nicolosi et coll. qui
supposent que les limes descendent d’un croisement entre le cedrat et C. micrantha [Nicolosi
et coll., 2000]. A contrario, le chimiotype a dominance limonene des cédrats hybrides a été
rapporté dans divers travaux relatifs a la composition volatile des zestes de mandarines (C.
reticulata) [Fanciullino et coll., 2006] et des oranges ameres (C. aurantium) [Huet, 1991 ;
Lota et coll., 2001].

Les huiles essentielles de zestes des deux autres variétés V6 et V8 se distinguent des
précédentes par un type chimique : limonéne/néral/géranial. Comme certains « faux » cédrats,
les fractions volatiles des albédos et des jus de ces deux cultivars présentent de fortes teneurs
en limonene. Ce résultat peut s’expliquer par les phénomeénes d’équilibre mis en jeu lors de
I’extraction par espace de téte qui entraine une surreprésentation des monoterpénes
hydrocarbonés (limonéne) au détriment des oxygénés (néral et géranial) qui étaient fortement
représentés dans les huiles essentielles de zestes.

Les compositions phénoliques des différentes parties du fruit ne permettent pas de
mettre en évidence des chimiotypes spécifiques aux « vrais » cédrats. En revanche, nous
constatons que la majorité des cédrats authentiques exhibent des concentrations en phénols

totaux bien inférieures a celles des « faux » cédrats.
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Bien que génétiquement proches, les 13 «vrais » cédrats ne sont pas pour autant
identiques, ce qui nous amene a proposer des hypotheses sur la filiation entre le Cédrat de
Corse V9 et certaines variétés. D’aprés les marqueurs cytoplasmiques SSR les variétés
‘Corsican’ V9, ‘Etrog type’ V6 et ‘Poncire commun’ V10 peuvent étre rapprochées. En effet,
la distribution allélique des marqueurs SSR nucléaires suggere une possible autofécondation
de ‘Poncire commun’ V10 qui serait a 1’origine de la variété ‘Corsican’ V9 réduisant de fait le
niveau d’hétérozygotie (6 locci hétérozygotes de ‘Poncire commun’ V10 sont homozygotes
chez ‘Corsican’ V9). La proximité génétique entre ‘Etrog type’ V6 et ‘Corsican’ V9 se
retrouve par des similitudes au niveau phénotypique. Les pétales de ces deux variétés sont
totalement blancs, et non violacés comme ceux des autres variétés (notamment les différents
cultivars ‘Etrog’ V2-V5). Du point de vue de la composition volatile des huiles essentielles de
feuilles (limonéne/géraniol/nérol), la variété ‘Corsican’ V9 se rapproche de nouveau de
‘Poncire commun’ V10 et se demarquent notablement des autres cedratiers. Ainsi, une
différenciation entre le cédrat ‘Corsican’ V9 et la variété ‘Diamante’ V8 est envisageable sur

la base de la composition volatile.

Ce résultat s’avere intéressant en vue d’une éventuelle certification sur I’origine
géographique et botanique des liqueurs et eaux de vie puisque si la Corse produit des fruits
confits, des confitures et des spiritucux a partir de la variété ‘Corsican’, la variété ‘Diamante’
est de méme utilisée en Italie (Calabre) pour la fabrication des produits agroalimentaires
dérivés. A ce stade, il serait toutefois souhaitable de confirmer notre hypothése par une étude

des spiritueux correspondants a ces deux cultivars.

11.3. Procédes de fabrication et de conservation des liqueurs de cédrat de Corse

Notre étude a pour objectif in fine le suivi et ’amélioration de la qualité des spiritueux
élaborés a partir du cédrat de Corse. La croissance du marché des liqueurs en Corse, nous a
conduit a nous intéresser a ce produit dérivé et, en préalable, a caractériser les huiles
essentielles et extraits alcooliques des zestes de Citrus medica L. var. corsican. A notre
connaissance, peu de travaux ont été menés sur la composition chimique des huiles
essentielles préparées a partir de cette variété et aucune recherche n’a été réalisée sur les
extraits. Dans cette partie, notre travail vise & étudier I’influence du stade de maturité des

fruits sur les compositions terpenique et phénolique des produits dérivés afin de sélectionner
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des caractéres phytochimiques préférentiels pouvant permettre de définir, de suivre et
d’améliorer la qualité nutritionnelle et sensorielle des spiritueux. Pour cela, 1500 fruits a 1’état
de bourgeon ont été sélectionnés sur 100 arbres cultivés dans des conditions pédoclimatiques
identiques. Enfin, nous avons cherché a optimiser les conditions de fabrication (masse de
végetal, degré alcoolique, temps de macération) et de conservation des liqueurs en

déterminant ’influence de ces facteurs sur la composition chimique des spiritueux.

11.3.1. Maturité des fruits

Comme la plupart des cédratiers, la variété Cédrat de Corse ou Corsican, fleurit
plusieurs fois par an. Du fait de ces floraisons multiples, il n’est pas rare de trouver, sur le
méme arbre, des fleurs a différents stades de développement et des fruits a différents stades de
maturité. Traditionnellement, la premiére récolte de cédrats de Corse s’étale de septembre a
novembre ; elle est considérée comme la principale récolte donnant des fruits d’excellente
qualité. Une deuxieéme série de fruits peut, ensuite, étre récoltée de janvier a février, donnant

généralement des fruits trop gros ou trop jaunes.

Les criteres de déclenchement de récolte sont le calibre, la taille et la couleur du fruit.
En fonction des objectifs de transformation les fruits sont récoltés a différentes tailles :
- Fruits petits (100 a 200g) et de couleur verte pour I’utilisation rituelle a I’occasion de

fétes juives telle la féte de Soukkot ou féte des Tabernacles (Figure 55);

Figure 55 : Caisses de cédrats (variété Diamante) récoltés pour la féte de Soukkot. Santa Maria del Cedro,
Calabre, Italie (Photo Franck Curk).
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- Fruits moyens (moins d’un kg) et de couleur vert pale pour la confection de fruits
confits entiers ou demi-entiers. D’aprés Hildrhum et Tjaberg [1972], le stade de
maturité n’impacte pas la qualité des fruits confits en termes de texture. Au contraire,
la température et la durée du processus de fermentation pour confire les fruits
modifient sensiblement la texture des produits obtenus ;

- Fruits mal formés ou trop gros, verts, verts pales et jaunes pour la fabrication de divers
confiseries, confitures et liqueurs. A notre connaissance, I’influence du stade de
maturité du fruit sur la composition volatile et phénolique n’a jamais €té prise en
considération pour déterminer rationnellement la date de récolte des fruits destinés a la

confiserie ou a la production de liqueurs.

a) Détermination du degré de maturité des fruits

Afin de mesurer le degré de maturité des cédrats de Corse, nous avons utilisé la
méthode décrite par Stenzel et coll. [2006] basée sur le calcul des degrés-jours de croissance
(DJC) [Ometto, 1981]. Les fruits sont considérés comme « murs » lorsqu’une certaine valeur
des DJC est atteinte dans ’année. Cette derniere dépend des espéces et/ou variétés étudiées
mais aussi des conditions pédoclimatiques. Il est a relever que cette procédure permet

d’obtenir des résultats indépendants des variations interannuelles de température.

Techniquement, nous avons marqué les fleurs de cédratier a partir de la date de
I’anthése (fleurs épanouies au 15 avril 2010) sur une parcelle de production située a Lucciana
en Haute-Corse (42° 30’ 57°> N, 9° 28’ 13’ E). A partir de cette date, la température de I’air a
été relevée chaque jour par des enregistreurs placés a hauteur d’homme sur la canopée de
deux arbres (face est). Sur une période allant du baguage des fleurs (15 avril 2010) au tout
dernier jour de récolte des fruits (4 janvier 2011), le nombre de DJC a été calculé en utilisant
les trois formules A, B ou C suivantes [Ometto, 1981]. Le choix de la formule dépend de la

température minimum (Tm) et maximum (TM) de chaque jour considéré.
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Formule A: SiTm > 12.8°C et TM < 36°C

TM +Tm
DJC = T—Tp

Avec une température plancher (Tp) de 12,8°C et une température plafond (TP) de 36°C

Formule B : SiTm < 12.8°C et TM < 36°C

c= (M -Tpy?
2(TM —Tm)

Avec Tp =12,8°Cet TP = 36°C

Formule C: SiTm > 12.8°C et TM > 36°C

_ 2(TM =Tm)(Tm=Tp) +(TM —Tm)* — (TM -TP)*
2(TM —Tm)

Avec Tp =12,8°C TP = 36°C

DJC

A compter de I’apparition des premiers fruits (45 jours aprés I’anthése), nous avons
récoltés simultanément 30 fruits par mois de juillet a janvier. Le tableau 31 indique le nombre
de jours par mois pendant lesquels les formules A, B et C sont utilisées, les DJC de chaque

mois et le cumul des DJC depuis la date d’anthése jusqu’a la récolte.

Tableau 31 : Nombre de jours d’utilisation des formules A, B, C et mesure des DJC mensuels
et cumulés du 15 avril au 31 décembre 2010

Avril Mai Juin  Juillet Ao(t Septembre  Octobre Novembre Décembre

Formule A - 15 25 17 27 24 14
Formule B 15 14 - - - - 17 30 31
FormueC | - 2 5 14 4 6 -
DJC mensuels | 68,2 300,1 336,7 4449 434,1 343,7 177,8 67,8 31,6
30 31 31 30 31 30 31
DJC cumulés juin  juillet ao0t  septembre  octobre  novembre  décembre
a 705,0 1149,9 1584,0 19277 2105,5 2173,3 2204,9
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Nous constatons que les DJC mensuels augmentent fortement entre avril (68,2 sur 15
jours) et mai (300,1) ; méme si pour le mois d’avril nous n’avons relevé que les DJC de la
2™ quinzaine, I’extrapolation au mois entier est une hypothése valable. Ensuite, les DJC
mensuels croissent plus lentement jusqu’en aott (449,3). Enfin, ils diminuent rapidement les
mois suivants pour atteindre la valeur de 31,5 en décembre. Nous avons egalement déterminé
la quantité des DJC recue par le fruit au moment de la récolte. En raison des valeurs des
DJC/mois, la courbe d’accumulation croit rapidement jusqu’en septembre puis prend une
valeur asymptotique. Pour la période de récolte traditionnelle des fruits (octobre-novembre),
le cumul moyen en DJC est de I'ordre de 2000. Stenzel et coll. [2006] ont constaté que les
oranges récoltées au Brésil (Etat de Sao Paulo) requierent entre 2500 et 3600 DJC pour
arriver a pleine maturité. Dans notre étude, un tel niveau de DJC n’est jamais atteint et ne
semble pas nécessaire pour obtenir des cédrats considérés comme « murs»; ceci peut
s’expliquer par les différences de climat entre la Corse (type méditerranéen) et le Brésil (type
tropical). En effet, Volpe et coll. [2000] ont signalé que le niveau de maturation des fruits est
influencé par la quantité d’eau regue par 1’arbre ; un déficit hydrique durant la maturité peut

entrainer une maturation précoce des fruits.

Lors de chacune des récoltes, nous avons releve les caractéristiques morphologiques
des fruits : poids, longueur, largeur et couleur (tableau 32). Nous notons un accroissement de
chacun de ces caractéres de juillet a octobre puis une stabilisation ; entre novembre et janvier.
Les fruits « murs » (a partir du mois d’octobre) ont un poids compris entre 1100 et 1300 g,

une longueur de 12 a 13 cm et une largeur de 12,5 a 13,5 cm.

Tableau 32 : Evolution statistique des caractéristiques phénotypiques

Juillet Aolt  Septembre  Octobre  Novembre Décembre Janvier
Poids (g) 119,1 349,2 + 821,4 + 1218,6 + 11226+ 1203,0+ 1289,1+
g 33,5 62,7 201,1 187,1 272,2 146,3 281,7

Longueur (cm) 69+08 93+10 120+18 124+15 130+10 124+13 122+11

Largeur (cm) 6,0%+06 91+0,7 11,7+14 135+11 125+13 133+05 133%1.2

Jaune
Vert pale sombre
Couleur du . Vert
Vert foncé A Vert avec zones  Jaune pale Jaune avec zone
zeste fonce L X
jaunissantes tournant a
I'orange
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b) Composition volatile du zeste au cours de la maturation des fruits

Nous avons préparé 1’huile essenticlle de zestes correspondant a chaque récolte
mensuelle. Les rendements de 0,4 % en juillet croissent de facon irréguliere pour passer par
un maximum de 0,72% en décembre (tableau 33).

Les analyses par CPG et CPG/SM nous ont permis d’identifier 30 composés
représentant de 97,6 a 99,5% de la composition chimique totale (tableau 34). Parmi eux, nous
relevons la présence de 12 monoterpenes hydrocarbonés (1, 2, 4-9, 11-13, 16), 12
monoterpénes oxygénés (18-23, 25-28, 30-31), 4 sesquiterpénes hydrocarbonés (32-33, 35,
38) et 2 composes non terpéniques oxygéneés (3, 17). Tous ces composes ont déja été détectés

dans I’huile essentielle de zeste de cédrat de Corse cultivé a ’'INRA de San Giuliano.

Au cours de la maturation du fruit, les huiles essentielles présentent toujours des
teneurs importantes en monoterpenes hydrocarbonés (66,8-82,5%). Cependant, nous relevons
des variations quantitatives entre la composition volatile des fruits issus de la premiére récolte
(juillet) et celles des fruits des récoltes suivantes (aodt a janvier). Les échantillons de juillet
présentent un pourcentage en y-terpinene 13 plus faible (6,7%) ainsi que des teneurs en nérol
25 (5,9%), néral 26 (5,7%), géraniol 27 (6,6%) et géranial 28 (8,2%) plus élevées que les
huiles essentielles obtenues a partir des fruits préleves les mois suivants. Celles-ci montrent
une composition chimique relativement stable avec un profil chromatographique dominé par
le limonéne 9 (56,1 a 60,6%) et le y-terpinéne 13 (11,5 a 15,2%). Ce profil chimique est
analogue a celui mis en évidence préecédemment (cf. tableau 25) a partir du méme cultivar

‘Corsican’ en culture a la station INRA de San Giuliano.

La composition volatile des essences préparées a partir de fruits avant maturité (petite
taille et couleur vert fonce) récoltés en juillet se rapproche de celle des feuilles (cf. tableau 24)
par des taux relativement importants en nérol 25, néral 26, géraniol 27 et géranial 28. Il
semble donc que la différenciation des profils chimiques entre les fruits et les feuilles du
cedrat de Corse se produit au cours du processus de maturation du fruit. L’ensemble de nos
résultats indiquent que la qualité en termes de composés volatils des spiritueux ne sera
impactée que dans le cas d’une récolte précoce des fruits. En outre, cela peut permettre
d’étendre la période de récolte des fruits sans pour autant modifier la qualité aromatique de la

liqueur.
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Tableau 33 : Rendements en huile essentielle de zeste

Rendements  Juillet Aot Septembre  Octobre  Novembre Décembre  Janvier
0,40% 0,62% 0,70% 0,67% 0,65% 0,72% 0,69%

Tableau 34 : Evolution de la composition chimique de 1’huile essentielle au cours de la maturation des fruits

n° Composés IrL* IrA° IrP°  Juil Aolt Sept. Oct. Nov. Dec. Jan.

1 «a-Thujéne 932 922 1023 0,1+01 0,2+01 03%+00 03+00 03+01 04+01 04%0,1
2 o-Pinéne 936 931 1022 04+02 0,701 09%+01 10x0,1 0904 11£03 10%£0,3
3 6-Méthylhept-5-én-2-one 963 963 1337 0,1+0,0 01+0,0 0,1%0,0 tr tr tr 0,2+0,1
4  Sabinene 964 99 1111 0,1+01 O0,1x0,1 0,2+00 0,2x00 0,201 0,2%£01 0,2£0,1
5 pB-Pinéne 978 970 1110 0,402 0,7+01 0801 09+00 09+03 10+£02 10%0,2
6 Myrcéne 987 979 1159 11+03 14+0,2 16x01 16+01 14+£03 15%£0,2 13zx0,1
7 a-Terpinéne 1013 1008 1178 0,1+0,1 0,2+00 03+00 03+00 03+01 02%01 03%0,1
8 p-Cymene 1015 1010 1169 24+11 14+0,7 05+01 0704 06+03 20x06 17%05
9 Limoneéne 1025 1020 1199 54,2+4,0 578+1,7 60,3+x10 606+12 56,1+19 579+30 54611
11 (Z)-B-Ocimene 1027 1026 1230 0,2+0,1 03+0,1 02+00 02+00 01%01 02%01 02%00
12 (E)-B-Ocimeéne 1029 1024 1230 0,7+0,1 12+0,2 12+01 16+02 14+03 18%+03 2002
13 y-Terpinéne 1051 1047 1243 6,7+26 115+0,2 125x04 144+08 142+24 136+1,7 15214
16 Terpinolene 1082 10v8 1280 04+01 06021 06+£00 06x021 0701 0601 0,7£0,1
17 Nonanal 1084 1083 1388 0,1+0,1 tr tr tr tr tr tr

18 Linalol 1086 1081 1544 06+01 05021 04£021 03x01 05+01 0402 05%0,2
19 Citronellal 1129 1132 1479 0,1+01 02100 0,2£021 02100 01021 0,2%+0,1 05%0,1
20 Isonéral 1140 1142 1556 05+01 03021 04£021 0200 03x02 01+x00 0,101
21 Isogéranial 1156 1159 1748 08+02 05021 0,7£01 04x021 0603 02+00 0,3x0,1
22 Terpinén-4-ol 1164 1161 1600 04+01 03x021 02£00 02x021 0301 02x01 0,2%x0,1
23 o-Terpinéol 1176 11v9 1700 09+02 06021 06£00 0501 0603 04+02 0,7£0,3
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25 Nérol 1210 1212 1799 59+0,7 48+03 18+01 39+10 43+10 25+19 26+09

26 Néral 1215 1214 1679 57+15 38x05 45+04 2101 33x15 36+08 4,7+£0,6
27 Géraniol 1235 1233 1843 66+13 58x04 21%£02 51x09 5405 2719 23x0,6
28 Géranial 1244 1245 1710 8,2+23 5107 6606 2902 42+13 49+10 6,611
30 Acétate de néryle 1342 1343 1725 0,3+0,2 0,2+0,1 05+02 03+01 05+02 08%02 0603
31 Acétate de géranyle 1362 1357 1752 04+02 03x021 03%£02 02x01 04%+01 04x01 05%0,2
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 1591 0,2+0,1 0,2+00 02+00 01+01 02+01 01+00 01+00
33 trans-a-Bergamotene 1429 1431 1581 0,1+00 0,1%+00 0,2%01 0,2%01 0,2+x00 0,2+01 0,2+0,0
35 Germacréne-D 1479 1475 1704 0,1+00 02021 021%£021 02100 0,1+01 01x00 0,1%£0,0
38 pB-Bisaboléne 1498 1502 1720 0,2+01 0,2x00 03%£021 02%x021 03%x01 02x0,1 0,2%x0,1
Monoterpénes hydrocarbonés 66,8 +57 76,1+13 795+15 825+19 77,0+4,1 805+44 786+21
Monoterpénes oXygénés 305+4,1 222+20 184+12 163+18 20,3+51 165+6,1 19.8+13
Sesquiterpenes hydrocarbonés 06+02 0701 08+02 01+02 08+02 06+02 06+£0,1
Autres 0,2+01 01«01 0,1%0,0 tr tr tr 0,2+0,1
Total 98,0+2,2 99,1+0,9 988+09 995+0,2 98,1+12 976+1,7 99,3+0,9

Les n® des composés correspondent & ceux du tableau 24 (ordre d’élution sur colonne apolaire).
% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]

® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1)

¢ Indices de rétention obtenus sur colonne polaire (Rtx-wax)

Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs.

tr ; trace (<0,05%)

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque « arbmes » du laboratoire.
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c) Composition phénolique du zeste au cours de la maturation des fruits

Pour chaque récolte de fruits, 100 grammes de zestes ont été mis a macérer dans 1 litre
d’éthanol a 60°. D’une part, nous avons déterminé les rendements des macérations réalisées
(tableau 35) ; la quantité de matiére séche dans les extraits augmente entre juillet et décembre
puis diminue en janvier. D’autre part, les extraits obtenus ont été analysés par CLHP/SM-ESI
afin de suivre 1’évolution des constituants phénoliques en fonction de la période de récolte
(tableau 36).

Concernant la composition phénolique (tableau 36), nous notons une augmentation de
la concentration totale entre juillet et aodt ; puis, une diminution progressive entre aodt et
janvier. 19 composés phénoliques ont été identifiés dans les extraits éthanoliques de zeste de
cédrat de Corse. lIs se répartissent en quatre acides phénoliques (4-7), deux dérivés d’acides
phénoliques (2-3), quatre flavones (22-23, 27, 29), une flavone glycosylee (11), trois
flavanones glycosylées (8, 10, 12), trois flavonols (16, 25, 30), deux flavonols glycosylés (9,
14). Les composés les plus abondants sont les dérivés d’acides phénoliques (162,7-661,5
mg/l) suivis, dans une moindre mesure, par les acides phénoliques (5,8-11,0 mg/l), les
flavanones glycosylees (1,6-10,7 mg/l), les flavonols glycosylés (6,9-19,8 mg/l) et les
flavones glycosylées (0,5-16,6 mg/l). L’ensemble de ces composés a été préalablement
détecté dans les zestes du cedrat de Corse cultivé a San Giuliano. De plus, nous notons que les
teneurs mesurées pour les fruits de la station INRA sont proches de celles relevées pour les

mois d’octobre-novembre.

Quelle que soit la période de récolte, le composé majoritaire est I’acide quinique 3.
Les concentrations de ce dernier accusent, cependant, de fortes variations quantitatives
passant de 548,5 mg/l en juillet a 647,2 mg/l en aolt ; avant de diminuer les mois suivants,
jusqu’a atteindre 159,6 mg/l en janvier. Les concentrations de certains flavonoides
connaissent une évolution différente. La concentration en rutine 14 diminue de juillet a
septembre passant de 17,5 mg/l a 4,2 mg/l ; puis augmente, les mois suivants, pour atteindre
des valeurs comprises entre 9,6 et 12,0 mg/l tandis que la concentration en diosmine 11
connait une diminution progressive entre juillet et janvier (16,6 mg/l et 0,5 mg/l,
respectivement). En outre, il apparait que la composition phénolique des échantillons préleveés
en octobre-novembre est similaire a celle observée pour la méme variété de cédrat cultivée a

la station de San Giuliano (cf. tableau 26).
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Tableau 35 : Rendement en matiére seche des extraits en fonction de la date de récolte

Juil. Aot Sept. Oct. Nov. Déc. Jan.
Rendement  3,23%  3,61%  384% 392% 407% 543%  521%

Tableau 36 : Composition phénolique (mg/l) des extraits de zeste en fonction de la période de récolte des fruits

TR

n°  Composés (mn) Juil. Aolt Sept. Oct. Nov. Déc. Jan.
2 Ac. Shikimique 2,2 13,4+1,1 14,3+1,2 11,315 9,4+0,6 5,2+0,4 4,0£0,5 3,1+0,4
3 Ac. Quinique 2,4 548,5+30,7 647,2+43,3 490,9+33,8 344,9+23,1 245,2+18,0 200,7+17,4 159,6+12,2
4 Ac. Vanillique 3,3 2,2+0,3 2,4+0,3 2,7£0,3 2,3+0,3 1,8+0,2 1,7+0,3 1,9+0,4
5 Ac. p-Coumarique 6,7 3,6+0,6 8,0+0,9 6,7+0,3 5,3+0,7 4,7+0,6 4,2+0,7 2,7£0,4
6 Ac. Sinapique 7,2 - 0,4+0,1 0,3+0,1 0,6+0,1 0,6+0,1 0,7£0,1 0,7+0,2
7 Ac. Ferulique 74 0,1+0,1 0,1+0,1 0,2+0,2 0,5+0,1 0,4+0,1 0,4+0,2 0,5+0,1
8 Flavanomaréine 1,7 2,3+0,3 1,9+0,3 1,5+0,3 1,3+0,3 1,3+0,2 1,3+0,3 1,4+0,3
9 Hyperoside 8,3 2,3+0,1 2,1+0,1 2,8+0,2 3,0£0,5 2,9+0,5 3,1+0,4 3,2+0,2
10  Narirutine 8,4 0,1+0,1 tr 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,1 0,1+0,1
11  Diosmine 8,5 16,6+1,2 9,2+1,1 2,9+0,4 1,4+0,3 1,1+0,3 0,7+0,2 0,5+0,2
12 Néohespéridine 8,5 2,1+0,1 0,2+0,1 - 7,5£1,0 9,2+0,8 8,7+0,9 9,1+0,6
14  Rutine 8,6 17,5+0,9 12,9+1,0 4,2+0,5 4,7+0,6 12,0£1,0 10,311 9,6£1,0
16 Sf’rggt‘ﬁ%ih or 87 06:02  03:00  08:02 05:02  03:01  05:01 0301
22 Lutéoline 11,0 01:00 0101 tr 01#01  01:00  0,1#01 tr
23 Sinensétine 11,0 tr - tr tr tr tr tr
25  Casticine 11,2 29+04 0,4+0,1 0,1+0,1 0,2+0,1 0,1+0,0 0,2+0,1 0,1+0,0
27  Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr
29  Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr - -
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr -
Acides phénoliques 5,9+0,9 11,0£1,2 10,0£0,9 8,6+1,0 7,5£0,8 7,0£1,1 5,8+0,7

Dérivés acides 561,0+431,2 661,5+44,9 502,2+33,6 354,3+23,1 250,4+18,4 204,7+155 162,7+10,6

phénoliques

Flavones 0,1+0,1 tr tr 0,1+0,2 0,1+0,1 0,1+0,1 tr
g:;gg:;zes 166+1,2  92+¢11  29+04  14#03  1,1+03  0,7:02 0,502
gl';ggg)‘/’lg‘fs 44105  20:04  1,6¢03  89+12 10,710 10,013  10,6:08
Flavonols 34+05 0601  08#02  07+02  04+01  0,6£0,1 0,4+0,1
g:sgg:;':s 19,8:09  150+10  69+07 7,709  14,9+14  13,4%15 12,8412
Total 612,1+40,3 699,3+47,2 524,4+36,2 381,7+26,9 2851+221 2365+19,9 1928+137

Les n°® des composés correspondent & ceux tableau 25 (ordre d’élution : temps de rétention (TR) croissant). Les
concentrations des composés dans 1’extrait sont exprimées en mg/l. tr : trace (<0,1 mg/l).
Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire

Contrairement a la conclusion a laquelle nous avions abouti sur la base des teneurs en
composeés volatils, nous remarquons que le degré de maturité des fruits a un impact important

sur la qualité du fruit au niveau de la composition phénolique. Dans le zeste au cours de la

163



maturation du fruit (exprimée en DJC cumulés), nous constatons une production de
flavonoides préférentiellement aux acides organiques et phénoliques. En effet, pour les fruits
verts (DJC cumulés < 2000 : juillet-octobre) le ratio concentration en flavonoides / acides est
inférieur a 0,1 (0,08 ; 0,04 ; 0,02 ; 0,05, respectivement) alors que pour les fruits jaunes (DJC
cumulés > 2000 : novembre-janvier), ce méme ratio est supérieur a 0,1 (0,11; 0,12 ; 0,15,

respectivement).

En conclusion, alors que la composition en composés volatils du zeste de cédrat varie
peu au cours de sa maturation la composition phénolique évolue fortement durant cette
période. Pour conserver une qualité gustative équivalente a celle d’aujourd’hui, il est, donc,
préférable maintenir la date de récolte a la période comprise entre début octobre et fin

novembre.

11.3.2. Elaboration et conservation des liqueurs

Les pratiques utilisées par notre partenaire industriel pour la fabrication de spiritueux a
base de cédrat de Corse reléevent d’un savoir-faire ancestral. Elles consistent en une
macération a proportion de 100 grammes de zestes dans 1 litre d’éthanol a 60° pendant huit

semaines.

Les fruits ont éte cueillis a la mi-octobre. Cette période fait partie du créneau que nous
avons recommandé pour la récolte (debut octobre a fin novembre). En fluctuant autour de la
recette traditionnelle, nous avons préparé différents extraits éthanoliques en faisant varier la
quantité de zestes (50 g/l, 100 g/l et 150 g/l) et le degré alcoolique (60°, 75° et 96°). Par la
combinaison de ces conditions, nous obtenons neuf extraits A-1 (tableau 37) dont nous avons
suivi I’évolution des compositions volatile et phénolique pendant 10 semaines de macération
en effectuant des prélevements au bout de 24 h (J;), 72 h (J3), une semaine (Si), deux
semaines (S,), trois semaines (S3), quatre semaines (S4), six semaines (Sg), huit semaines (Sg)

et dix semaines (Sig).
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Tableau 37 : Identification des macérations

Quantité de zeste
50 g/l 100 g/l 150 g/l

Degré 60° A B C
alcoolique de 75° D E F
la macération 96° G H |

A partir des neuf extraits alcooliques (A-1), nous avons élaboré 27 liqueurs en
laboratoire a partir des extraits obtenus aprés 4, 8 et 10 semaines de macération. Tous les
spiritueux ont été prépares a un titre alcoolémique de 24%, a une concentration en sucre de
180 g/l. En plus des « liqueurs expérimentales » et dans 1’optique de vérifier que nos résultats
sont transposables a I’échelle industrielle, nous avons analysé¢ 3 bouteilles d’un méme lot
fournies par notre partenaire. Les liqueurs expérimentales et commerciales ont été réalisées a
partir de cédrats provenant du méme verger ; elles ont été conservees a temperature ambiante
et a la lumiére du jour. Les compositions volatiles et phénoliques des liqueurs ont été étudiees
pendant une année de conservation en réalisant des prélevements sur une méme bouteille
apres 1 jour (J1), une semaine (S1), deux semaines (S,), trois semaines (Ss3) et tous les mois
(M1 a My5). Ce suivi représente 32 analyses (16 pour la composition en volatils et 16 pour la
composition phénolique) pour chacune des 30 liqueurs (27 expérimentales et 3

commerciales), soient 960 analyses.

a) Composition volatile

La fraction volatile des extraits, pré-concentrée dans 1’espace de téte et extraite par
MEPS, a été caractérisée par CPG et CPG/SM. Le tableau 38 donne I’aire totale du signal sur
le chromatogramme en fonction du type et de la durée de la macération. Nous constatons que
le taux global en composés volatils augmente avec la concentration en zeste pour des
macerations obtenues avec un méme degré alcooligue (A,B,C / D,EF / GH,I
respectivement). Pour les extraits obtenus a partir d’'une méme quantité de zestes (A,D,G /
B,E,H / C,F,l respectivement), nous remarquons que cette méme concentration totale en
volatils diminue lorsque le degré alcoolique augmente. Ce résultat peut s’expliquer par une
saturation de 1’espace de téte par 1’éthanol entrainant une diminution de I’adsorption des

composés volatils sur la fibre en raison des phénoménes de compétition. De plus, nous
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observons que le taux en volatils dans les extraits est relativement éleve apres 24 heures de
macération ; il passe par un maximum au bout de quatre a six semaines. En outre, le signal le
plus élevé correspond a la macération C (150 g/l a 60°) et est atteint au bout de quatre
semaines. Rappelons que la macération industrielle correspond a la combinaison B-Sg (100g/I

d’éthanol a 60°; 8 semaines).

Tableau 38 : Aire totale du signal en CPG de I’espace de téte des macérations

Temps de macération
J1 J3 S1 Sz S3 S4 Se Ss S1o
58146 55772 64647 68612 68850 70653 71544 70553 69227

79119 78978 82426 86013 85109 85557 86503 83004 84786
104 000 106 000 110000 115000 113000 116000 113000 112000 106 000
18779 21850 24278 25817 22119 23637 24269 22160 23333
53693 54478 59265 60156 55889 59230 62558 61573 57523

Macérations

77634 7639 74367 76915 76814 80300 81382 79322 78106
4724 5200 5139 5075 5406 50916 5659 5254 5518

I O mMm m O O mw >

9760 10648 11151 11579 11308 12124 11289 11383 11846
| 14868 15026 15267 16100 16350 16607 15902 15762 15223

17 composés ont été identifiés aussi bien dans les extraits que dans les liqueurs,
représentant de 98,2 a 99,9% de la fraction volatile. Ils se répartissent en 10 monoterpenes
hydrocarboneés (1, 2, 4-6, 8, 9, 12, 13, 16), 4 monoterpenes oxygénés (26, 28, 30, 31) et 3
sesquiterpénes hydrocarbones (32, 33, 38).

Dans le cas des maceérations, nous n’observons pas de différences qualitatives et
quantitatives significatives de la composition chimique en fonction de la concentration en
zeste, du degré alcoolique ou du temps de macération (tableaux A3 a All en annexe). Les
neuf extraits éthanoliques présentent comme composés majoritaires : le limonene 9 (57,5-
69,6%) et le y-terpinene 13 (15,4-26,2%). Les 15 autres constituants ont des teneurs nettement
inférieures puisque les cing principaux représentent chacun de 1 a 4% de la fraction volatile ;

il s’agit de I’a-thujéne 1, ’a-pinéne 2, du B-pinéne 5, du myrcene 6 et du (E)-pB-ociméne 12.
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En ce qui concerne les liqueurs, nous n’observons pas de différences qualitatives et
peu voire pas de différences quantitatives entre les liqueurs élaborées aprés 4, 8 et 10
semaines de macérations. Leur profil chimique est dominé par le limonéne 9 (60,2-69,8%) et
le y-terpinéne 13 (11,8-19,5%). Seules quelques différences quantitatives entre les profils
chromatographiques des liqueurs et ceux des macérations méres A-l sont relevées ; les
liqueurs exhibent des taux en a-thujéne 1 (1,0-2,6%), a-pinéne 2 (3,8-6,7%), B-pinene 5 (2,8-
5,2%) et myrcene 6 (1,8-3,4%) légerement plus importants que ceux des macérations (0,5-
1,5%, 0,6-4,5%, 1,1-3,1%, 0,5-2,5%, respectivement).

Les 17 composés présents dans ces deux matrices ont déja été identifiés dans 1’huile
essentielle de zeste qui en comprend 13 supplémentaires. Cependant, ’ensemble de ces
derniers représentent moins de 10% de I’huile totale et concerne, principalement, les
monoterpenes oxygénés. Compte tenu de la différence de préparation des échantillons, nous

retrouvons le méme type chimique que dans I’huile essentielle a savoir limonéne / y-terpinéne.

Le tableau 39 propose une comparaison du profil chromatographique de la macération
B-Sg (correspondant aux conditions de la macération industrielle) avec celui de la macération

C-S, (presentant le plus fort taux en composés volatils).

Les profils chimiques des macérations B-Sg et C-S; sont similaires. Les composés
majoritaires sont le limonéne 9 (60,5 et 59,6%, respectivement) et le y-terpinene 13 (21,8 et
22,0%, respectivement). Ces deux macérations se différencient par leur teneur globale en
volatils représentée par I’aire totale du signal (tableau 38) ; la macération C-S, présente un

signal plus élevé que celui de B-Sg d’environ 40%.

L’étude de la composition en volatils, durant 10 semaines, des 9 macérations nous a
permis de constater que la composition chimique est relativement homogeéne tant au niveau
qualitatif qu’au niveau quantitatif. Une différenciation peut s’effectuer sur la base de la force
du signal (aire totale du chromatogramme). Sur ce critere la macération C-S, correspond aux
conditions de fabrication conduisant aux meilleurs résultats. Cependant, sur ce seul critére des
composeés volatils, le principal avantage de C-S4 sur la pratique industrielle actuelle semble

étre un gain de temps de I’ordre de 4 semaines.

167



Tableau 39 : Composition en volatils extrait par MEPS des macérations B-Sg et C-S,

n° Composés IrL* IrA’® B-S§; C-S,
1 o-Thujéne 932 922 1,2 1,5
2 a-Pinéne 936 931 3,6 3,4
4 Sabinéne 964 969 0,3 0,3
5 B-Pinéne 978 970 2,8 2,4
6 Myrcéne 987 979 2,4 2,3
8 p-Cymene 1015 1010 1,3 0,6
9 Limonene 1025 1020 60,5 59,6
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 3,0 3,0
13 y-Terpinéne 1051 1047 21,8 22,0
16 Terpinolene 1082 1078 1,0 1,2
26 Néral 1215 1212 0,1 0,1
28 Géranial 1244 1239 0,1 0,2
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr 0,1
31 Acétate de géranyle 1362 1356 tr tr
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 0,3 0,8
33 trans-o-Bergamoténe 1429 1431 0,3 0,8
38 B-Bisaboléne 1498 1502 0,2 0,6

Monoterpéenes hydrocarbonés 97,9 96,3

Monoterpenes oxygénés 0,2 0,4

Sesquiterpénes hydrocarbonés 0,8 2,2

Total 98,9 98,9

Les n° des composés correspondent a ceux du tableau 24 (ordre d’élution sur colonne apolaire). * Indices de
rétention obtenus & partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]. ° Indices de rétention obtenus sur
colonne apolaire (Rtx-1). Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs. Les composés
ont été identifiés & partir de la bibliothéque « arémes » du laboratoire.

L’évolution des liqueurs préparées a partir de ces macérations B-Sg (méthode
industrielle) et C-S, (teneur en volatils plus élevée et temps de macération inférieur) est
présentée dans le tableau 40 auquel nous y avons ajouté la liqueur commerciale. Pour une
meilleure lisibilité nous présentons seulement les résultats des analyses réalisées apres 1 jour,
3 mois, 6 mois et 12 mois de conservation. Pour une liqueur donnée, la composition en
volatils ne varie que faiblement. Les liqueurs B-Sg et commerciale montrent un profil
chimique similaire et des teneurs en composés trés proches. Ainsi, du point de vue de la
composition en volatils, nous avons montré que notre liqueur expérimentale est semblable a
celle commerciale. Nous observons également une tres forte similitude de la composition
chimique entre les liqueurs C-S, et B-Sg. Le seul critére qui différencie ces liqueurs est leur
teneur en composes volatils représentée ici par 1’aire totale du chromatogramme. Enfin, quel
que soit le mode de préparation, le vieillissement des liqueurs - laboratoires et commerciales -
ne semble pas altérer la teneur et la composition chimique des ardmes (tableaux 40 et A12-
Al16 en annexe). Nous pouvons donc conclure que la qualité des liqueurs au niveau des

constituants terpéniques, n’est pas altérée par la durée de conservation.
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Tableau 40 : Composition chimique de la fraction volatile des trois liqueurs de cédrats

‘ a b Jl M3 Me |V|12
n° Composés IrL® IrA
C-S, B-S3 Comm° C-S, B-S3 Comm® C-S; B-Sg Comm® C-S; B-Sg Comm®
1 o-Thujéne 932 922 2,4 1,5 2,2 2,0 2,4 1,3 2,2 1,3 1,8 1,4 1,6 1,9
2 a-Pinene 936 931 6,3 6,0 6,0 5,9 6,4 5,7 6,7 4,8 6,4 53 55 4,9
4  Sabinene 964 969 0,6 0,6 0,4 0,5 0,5 0,4 0,2 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3
5 pB-Pinene 978 970 4,6 49 4,6 4.7 4,6 45 5,2 2,8 51 3,7 41 4,0
6 Myrceéne 987 979 3,1 2,3 2,8 3,0 2,9 2,0 3,4 1,8 3,1 3,2 2,8 2,7
8 p-Cymene 1015 1010 1,6 1,3 1,2 1,5 1,5 6,1 3,1 2,3 3,1 2,0 1,7 1,1
9 Limonéne 1025 1020 639 644 642 64,2 659 639 61,8 67,3 632 62,1 62,3 634
12 (E)-B-Ocimene 1029 1024 1,7 1,3 1,6 1,7 14 11 1,6 19 1,6 18 1,7 1,6
13 y-Terpinéne 1051 1047 148 16,9 150 154 13,1 139 150 16,8 15,0 185 18,8 18,3
16 Terpinolene 1082 1078 0,3 0,3 0,4 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 0,1 0,4 0,5 0,5
26 Néral 1215 1212 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
28 Géranial 1244 1239 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
31 Acétate de géranyle 1362 1356 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 tr tr tr tr tr tr tr - tr tr tr tr
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 - tr - tr - tr tr tr tr tr tr tr
38 B-Bisaboléne 1498 1502 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Monoterpénes hydrocarbonés 993 995 984 99,1 990 99,0 994 99,4 99,6 98,8 99,2 98,7
Monoterpénes oxygénés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Sesquiterpenes hydrocarbonés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Total 99,3 995 984 99,1 99,0 99,0 99,4 99,4 99,6 98,8 99,2 98,7

Aire totale

107000 96000 97000 108000 95000 95000 110000 97000 96000 108000 97000 96000

Les n°® des composés correspondent a ceux du tableau 23 (ordre d’élution sur colonne apolaire).

? Indices de rétention obtenus & partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001]. ® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1). ¢ Comm : liqueurs
commerciales. Les abondances des composés sont exprimées en pourcentages relatifs. Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque « ardmes » du laboratoire.
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b) Composition phénolique

La composition phénolique des neuf extraits (A-1) et des trente liqueurs a été
déterminée par CLHP/SM-ESI selon la méthodologie décrite en partie A.111.2. Ainsi, nous
relevons la présence de 19 composés incluant quatre acides phénoliques (4-7), deux dérivés
d’acides phénoliques (2-3), quatre flavones (22, 23, 27, 29), une flavone glycosylée (11), trois
flavanones glycosylées (8, 10, 12), trois flavonols (16, 25, 30) et deux flavonols glycosylés
(9,14) (tableaux A17 a A25 en annexe). Dans les liqueurs nous ne détectons que 16 composés.
Il s’agit des 19 composés détectés dans les extraits auxquels il faut soustraire deux flavones
(27, 29) et un flavonol (30) (tableaux A26 a A30 en annexe). La diminution du nombre de
composés détectés entre la macération et la liqueur peut s’expliquer par le fait que la liqueur
est une «dilution» de la macération et donc, certains composes peuvent atteindre une
concentration inférieure au seuil de détection de I’appareil, d’autant plus que les composés

dont il s’agit n’étaient détectés qu’a I’état de trace dans la macération.

Toutes les macérations présentent un profil chromatographique analogue ; en termes
de concentration, celui-ci est dominé par 1’acide quinique 3, suivi de la rutine 14, la
néohespéridine 12, I’acide shikimique 2, 1’acide p-coumarique 5 et I’hyperoside 9. La
comparaison des extraits ayant le méme degré alcoolique (A,B,C / D,E,F / G,H,l) montre que
I’augmentation de la quantité de zeste n’induit pas une augmentation proportionnelle en
composes phénoliques (tableau 41). A titre d’exemple, ’extrait A (50 g de zeste/l) et 'extrait
B (100 g/I) présentent respectivement des concentrations moyennes en composés phénoliques
de 186,4 mg/1 (soit un rendement d’extraction de 0,37%) et 240,9 mg/1 (0,24%). Nos résultats
démontrent également que les extraits obtenus avec des quantités identiques de zestes (A,D,G
/ B,E,H / C,F,I) ont des concentrations en phénols totaux qui diminuent lorsque le degré
alcoolique augmente. Les macérations A, D et G (50 g/l) présentent des teneurs moyennes en
phénols de 186,4 mg/l, 178,8 mg/l et de 166,9 mg/l, respectivement. De plus et comme pour
la composition en volatils, la composition phénolique évolue peu au cours de la période de
macération ; la concentration maximale est atteinte entre la troisiéme et la huitiéme semaine
selon la préparation. Enfin, parmi toutes les macérations nous notons que 1’extrait C présente
les concentrations en composés phénoliques les plus élevées quelle que soit la durée
d’extraction ; la teneur maximum (313,5 mg/I) étant atteinte au bout de quatre semaines. La

combinaison C-S, apparait, ici encore, comme correspondant aux conditions optimales.
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Tableau 41 : Evolution de la concentration totale en composés phénoliques (mg/l)

Temps de macération
J1 J3 Si S S3 S4 Se Ss S10
180,1 196,3 1755 1915 201,7 1699 1788 1854 1983
234,77 2420 2455 234,6 237,2 2342 250,8 249,1 2248
3049 2792 2759 3065 2788 3135 2823 3096 2839
186,2 1858 158,21 1699 1884 176,21 1957 172,0 176,5
2357 2342 2114 2206 2175 230,1 227,6 2456 2411
254,7 2599 2555 248,6 2592 276,6 2579 2634 259,8
164,1 1752 147,0 172,8 1789 1580 163,8 1820 160,0
198,6 212,0 180,8 197,0 1948 1989 197,3 209,2 2015
2240 229,6 229,3 2324 2259 234,2 2259 221,8 218,6

Macérations

I O Mmoo w>

Comme nous venons de le rapporter pour les extraits, nous observons que la
concentration totale en composés phénoliques n’est pas proportionnelle & une augmentation
de la masse de zestes pour les liqueurs élaborées a partir des macérations ayant un méme
degré d’alcool (A,B,C / D,E,F / G,H,I) et une corrélation négative est observée entre le taux
d’alcool de la macération et la concentration en composés phénoliques dans les liqueurs. Cette
diminution est imputable a deux phénomeénes : - I’eau plus polaire que 1’éthanol conduit a une
meilleur extraction des constituants phénoliques ; - une dilution croissante des macérations
(60°, 75° et 96°, respectivement) est nécessaire afin d’obtenir des liqueurs ayant méme titre

alcooligue (24°).

De nouveau, nous avons prété une attention particuliere aux macérations B-Sg et C-S,.
Le tableau 42 propose une comparaison de leurs profils chromatographiques sur la base de la
composition phénolique. D’un point de vue qualitatif, les deux macérations sont similaires
puisque nous y détectons les mémes composes. En revanche, des différences quantitatives
sont observées sans pour autant modifier la hiérarchie des composés majoritaires. L’acide
quinique 3 présente les teneurs les élevées (211,1 et 266,8 mg/l, respectivement pour B-Sg et
C-S,), suivi par la rutine 14 (16,8 et 20,4 mg/l, respectivement) et dans une moindre mesure
par la néohespéridine 12 (4,5 et 6,1 mg/l, respectivement), I’acide shikimique 2 (4,8 et 6,1
mg/l, respectivement), I’acide p-coumarique 5 (4,0 et 50 mg/l, respectivement) et

I’hyperoside 9 (3,2 et 3,6 mg/l, respectivement).
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Tableau 42 : Composition phénolique des macérations B-Sg et C-S, (mg/l)

n° Composes TR(mn) B-Sg C-S,
2 Ac. Shikimique 2,2 48 6,1
3 Ac. Quinique 2,4 211,1 266,8
4  Ac. Vanillique 3,3 1,6 2,0
5 Ac. p-Coumarique 6,7 4,0 5,0
6 Ac. Sinapique 7,2 0,8 0,7
7 Ac. Ferulique 7,4 0,6 0,6
8 Flavanomaréine 7,7 11 15
9 Hyperoside 8,3 3,2 3,6
10 Narirutine 8,4 tr tr
11 Diosmine 8,5 0,4 0,3
12 Néohespéridine 8,5 4,5 6,1
14 Rutine 8,6 16,8 20,4
16 Robinétine triméthylether 8,7 0,3 0,4
22 Lutéoline 11,0 tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr
Acides phénoliques 6,9 8,3
Dérivés acides phénoliques 2159 2729
Flavones tr tr
Flavones glycosylées 0,4 0,3
Flavanones glycosylées 5,7 7,6
Flavonols 0,3 0,4
Flavonols glycosylés 20,0 24,0
Total 249,1 3135

Les n° des composeés correspondent a ceux tableau 26 (ordre d’élution : temps de rétention (TR) croissant).
Les concentrations des composés dans 1’extrait sont exprimées en mg/l.

tr : trace (<0,1 mg/l)

Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.

Comme précédemment, nous avons comparé les compositions chimiques des liqueurs
commerciales et celles préparées a partir des extraits B-Sg et C-S, (tableau 43). Les deux
premiéres ont des profils chimiques similaires tant au niveau qualitatif que quantitatif et
peuvent étre considérées comme similaires. La liqueur C-S, exhibe, pour chaque mesure, des
teneurs supérieures a B-Sg. Enfin, nous notons que, quelle que soit la liqueur analysée, la
teneur en composés phénoliques ne diminue pas au cours de la conservation et le profil

chimique n’est pas modifié.
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Tableau 43 : Compositions phénoliques de trois liqueurs de cédrat (mg/I)

n° Composés TR o M Me Mz
(M) c.s, BS; Comm* C-S, B-S; Comm® C-S, B-S; Comm® C-S, B-S; Comm?
2 Ac. Shikimique 2,2 2,2 15 1,6 2,4 1,7 15 2,0 1,8 1,6 2,1 2,0 1,6
3 Ac. Quinique 2,4 1039 80,9 79,4 1047 81,2 78,2 99,3 871 820 1004 853 832
4 Ac. Vanillique 3,3 0,7 0,6 0,5 0,8 0,7 0,5 0,8 0,6 0,5 0,7 0,6 0,6
5 Ac. p-Coumarique 6,7 1,9 1,7 1,8 2,0 1,6 1,6 2,0 1,6 1,7 1,8 15 1,7
6 Ac. Sinapique 7,2 0,3 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
7 Ac. Ferulique 74 0,4 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3
8 Flavanomaréine 7,7 0,5 0,4 0,5 0,6 0,4 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,4
9 Hyperoside 8,3 1,3 11 1,0 1,6 1,2 1,1 14 14 1,2 1,4 1,4 1,2
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 0,1 tr 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 tr
12 Néohespéridine 85 19 1,8 1,9 23 18 1,9 21 20 1,8 25 20 1,8
14 Rutine 8,6 7,2 6,9 57 8,3 4,8 54 8,9 4,9 5,2 8,1 7,0 55
16 Elon'f’]gt‘ﬁglrgher 87 01 02 01 01 01 01 02 01 01 01 01 01
22 Lutéoline 11,0  tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0  tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 112 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 3,2 2,8 2,7 34 28 2,5 34 27 2,7 31 26 2,8
Eﬁé::)elfqi(:ges 1061 824 810 1071 829 797 1013 889 836 1025 873 848
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 0,1 0,0 0,1 02 01 0,1 01 01 0,1 01 01 0,0
g.'?ﬁ??ﬁgii 24 22 24 28 22 24 27 25 22 30 25 22
Flavonols 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Flavonols glycosylés 8,6 8,0 6,7 9,9 6,0 6,5 10,3 6,3 6,4 9,5 8,5 6,7
Total 120,5 95,6 93,0 1236 94,1 91,3 1179 1006 951 1182 101,1 96,6

Les n° des composés correspondent a ceux tableau 26 (ordre d’élution : temps de rétention (TR) croissant). Les
concentrations des composés dans 1’extrait sont exprimées en mg/l. * Comm : liqueurs commerciales. tr : trace
(<0,1 mg/l). Les composés ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.

Pour terminer et ainsi que nous I’avons fait pour la liqgueur de myrte, nous avons

réalisé des tests sur les propriétés antioxydantes de 3 lots de liqueur commerciale. Aucune

activité antioxydante n’a été détectée. Ce résultat n’est pas étonnant dans la mesure ou la

liqueur de cédrat a une teneur en composes phénoliques 20 fois inférieure a celle de la liqueur

de myrte.

Pour conclure, nous pouvons dire que les conditions de la macération de type C se

distinguent des autres en conduisant a des teneurs en composés volatils et phénoliques

supérieures tout en conservant le méme chimiotype. Les teneurs maximales sont obtenues
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pour la liqueur issue de la macération C-S,. Le temps de macération est alors réduit de moitié
par rapport a la pratique de ’industricl. Cependant, une telle macération (150g zeste/l)
necessite 50% de plus de mati¢re premiére qu’une macération de type B (100g/1) ce qui induit
une augmentation des colts de productions. L’augmentation de 50% de zeste (matiére
premiere) entre les macérations B et C induit une augmentation de ’ordre de 40% en
composés volatils et de 26% en composés phénoliques. En conséquence, il est a remarquer
que les rendements d’extraction dans les conditions de la macération B sont plus élevés que
ceux obtenus avec les conditions de la macération C, de I’ordre de 7% pour les composés

volatils et d’environ 19% pour les composés phénoliques.

La question qui se pose est de savoir si cette augmentation des co(ts se justifie pour
I’industriel. La réponse est dans la définition de la qualité. L’augmentation de la concentration
des composés extraits implique-t-elle une augmentation significative de ’attractivité pour le
consommateur ? Seuls une analyse sensorielle et un panel de dégustateurs peuvent y réepondre.
Il est a noter que la macération B-Sg, tout en utilisant la méme quantité de zeste que B-Sg,
présente une augmentation de 1’ordre de 4% en composés volatils et de 1’ordre de 0,7% en
composes phénoliques. A minima, le producteur pourra réduire le temps de macération de 2

semaines sans augmentation de codt.

Pour ce qui est du vieillissement des liqueurs, nous avons montré que celles-ci ne sont
pas altérées au niveau de leurs composés volatils et phénoliques lors d’un stockage dans des

conditions normales de température et de lumiere.

Enfin d’une maniére plus globale, I’ensemble des résultats obtenus sur le cédrat de
Corse montrent une bonne héritabilité des composés volatils et phénoliques du fruit vers la
liqueur. Le profil chimique du fruit se retrouve intégralement dans la macération puis dans la
liqueur (au facteur de dilution prés). Dans I’optique de la certification de I’origine botanique

des produits, ce résultat constitue une avancée prometteuse.
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Conclusion

Ces travaux de theése realisés au Laboratoire de Chimie des Produits Naturels (CPN)
s’inscrit dans le cadre de la Qualité, de la caractérisation et de la valorisation des ressources
naturelles végétales et des productions agroalimentaires qui en sont dérivées. Sur ce dernier
point, le partenariat avec la société Mavela nous a permis de tisser des liens avec le milieu

professionnel qui, nous I’espérons, devraient se prolonger au-dela du présent travail.

Dans la premiére partie du document, nous avons rappelé les diverses techniques
d’extractions et d’analyses des composes volatils et phénoliques a la disposition de
I’exprimentateur, puis, nous avons explicité les méthodologies d’analyses choisies pour mener
nos études. Sur le plan fondamental, nos travaux ont conduit sinon a I’élaboration du moins a
I’adaptation d’une méthodologie en CLHP-SM et a la construction d’une bibliotheque de
spectres de masse permettant une identification et une quantification fiables et rapides des
composeés phénoliques en mélange. lls ont également permis de répertorier les regles de
fragmentation de ces constituants permettant d’envisager 1’obtention d’informations sur les

structures de molécules inconnues ou absentes de notre bibliotheque.

La deuxieme partie est articulée autour de I’étude de deux plantes utilisées pour
I’élaboration de produits agroalimentaires identitaires : le myrte commun (Myrtus communis
L.) et le cédrat (Citrus medica L.). Sur le plan appliqué, nos études ont donc consisté a
caractériser les compositions volatile et phénolique des baies du myrte et des zestes de
cédrats ainsi que celles des spiritueux correspondants. Nous avons suivi les composés
d’intéréts depuis les végétaux jusqu’aux produits transformeés afin de mettre en évidence des
marqueurs chimiques permettant de certifier 1’origine botanique et/ou géographique des

spiritueux.

L’étude de la variabilité intraspécifique de Myrtus communis L. a montré que pour 16
stations réparties sur ’ensemble de la Corse, ’huile essentielle de baies présente une
composition chimique homogene (qualitativement et quantitativement) dominée par 1’o-
pinene et le 1,8-cinéole alors que les extraits présentent la myricétine, la myricétine-3-O-

arabinoside, la myricétine-3-O-galactoside et 1’épigallocatéchine commme composés
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majoritaires avec des variations de concentrations en fonction de 1’origine géographique des
échantillons. Nous avons également étudié la composition chimique de spiritueux
commerciaux. Ainsi, nous avons pu dresser la premiére « carte d’identité » chimique des
liqueurs et eaux-de-vie afin de contribuer a la définition d’une Qualité locale, d’une part et de
permettre de les différencier de spiritueux produits hors de Corse, d’autre part. Ces travaux
ont fait I’objet d’une publication dans Food Chemistry en 2010,

Pour ce qui est de Citrus medica L., nous avons caractérisé 24 variétés de cédratiers en
confrontant les résultats des études génétiques basées sur des marqueurs cytoplasmiques avec
ceux des analyses de la composition chimique des huiles essentielles de feuilles et de zestes.
Ces etudes ont permis de constater que 13 varietés de cedratiers sont génétiqguement proches
et peuvent étre considérées comme de « vrais » cedrats ou cédrats ancestraux. Les huiles
essentielles de feuilles sont caractérisées par les chimiotypes limonéne/néral/géranial ou
limonene/nérol/géraniol et celles de zestes par les couples limonene/y-terpinéne ou
limonene/néral/géranial. Au niveau morphologique, les feuilles de ces variétés sont de forme
obovale, de couleur vert pale, ne possedent pas de pétioles ailés et les fruits sont caractérisés

par une adhérence forte entre I’albédo et la pulpe.

Les « faux » cédrats (11 varietes) se distinguent morphologiquement par des feuilles
de forme variée et de couleur vert foncé ainsi que par des fruits ayant une adhérence faible
entre 1’albédo et la pulpe. Les huiles essentielles de feuilles ont des chimiotypes trés divers
dominés généralement par des composés présents a de faibles teneurs dans les « vrais »
cultivars tels que le B-pinéne, le sabinéne, le linalol, le citronellal, le (E)-B-ociméne, le p-
cymene, le y-terpinene ou encore le 1,8-cinéole. Deux chimiotypes ont été mis en évidence
dans les zestes de ces variétés : limonéne et limonéne/B-pinéne. Ces travaux ont été valorisés
par deux publications, 1’'une dans Chemistry and Biodiversity? en 2010 et 'autre dans
Phytochemistry® en 2012.

! Barboni T., Venturini N., Paolini J., Desjobert J.M., Chiaramonti N., Costa J., Characterisation of volatiles and
polyphenols for quality assessment of alcoholic beverages prepared from Corsican Myrtus communis berries,
Food Chemistry, 2010, 122, 1304-1312.

2 Venturini N., Curk F., Desjobert J.M., Karp D., Costa J., Paolini J., Chemotaxonomic investigations of peel and
petitgrain essential oils from 17 citron cultivars, Chemistry and Biodiversity, 2010, 7, 736-751.
® Luro F., Venturini N., Costantino G., Paolini J., Ollitrault P., Costa J, Genetic and chemical diversity of citron

(Citrus medica L.) based on nuclear and cytoplasmic markers and leaf essential oil composition, Phytochemistry,
2012, 77, 186-196.
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La derniere partie traite de 1’élaboration et de la conservation des liqueurs de cédrat de
Corse (Citrus medica var. corsican). Elle débute par une caractérisation chimique au cours de
la phase de maturation. L’analyse du zeste pendant le développement du fruit a permis de
suivre 1’évolution de la composition volatile (huile essentielle) et phénolique (extraction a
I’éthanol). Les fruits récoltés au mois de juillet conduisent a une huile essentielle de
composition différente de celles obtenues entre ao(t et janvier (teneur en monoterpénes
oxygénés plus élevée). Les composés phénoliques présentent des variations quantitatives plus
prononcées au cours du processus de maturation des fruits ; notamment une trés forte
diminution de I’acide quinique. Il en découle que la période de récolte des fruits est

importante puisqu’elle conditionnera les qualités organoleptiques de la liqueur.

Le suivi des compositions chimiques de neuf macerations réalisées a partir de trois
concentrations différentes en zeste et de trois degrés alcooliques et des liqueurs
correspondantes a permis de constater que :

- les profils chimiques des macérations et des liqueurs correspondantes sont tous semblables.

- ces profils restent stables pendant au moins toute une année de viellissement des liqueurs
en bouteille.

- la durée de macération de huit semaines appliquée par I’industriel peut étre réduite a six
semaines pour un gain quantitatif modéré en composés extraits sans augmentation de la
quantité de zeste utilisee. Une augmentation plus conséguente en composes extraits peut
étre obtenue mais nécessite une augmentation de 50% de la quantité de zeste utilisée.
L’intervention, a ce niveau, d’un panel de dégustateurs est a méme de justifier ou non

I’augmentation du colt de production afférente.

Enfin, en mettant en avant la bonne héritabilité des composés, nous avons montré que

la composition chimique des liqueurs est étroitement liée a celle des fruits dont elle est issue.
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I. Echantillonnage du matériel végetal

Myrtus communis L.

- Etude de la variabilité géographique : récolte fin octobre 2008.

Canari S1 (42° 50°43" N ;9° 19°41" E), Bastia S2 (42° 42’ 2" N ; 9° 25’ 52" E), Saint-Florent
S3 (42° 41° 37" N; 9° 19’ 45" E), Désert des Agriates S4 (42° 39° 34" N ; 9° 11’ 26" E),
Lozari S5 (42° 38’ 1" N ;9°0’ 23" E), Calvi S6 (42° 30° 51" N ; 8° 47 30" E), Corte S7 (42°
16° 33" N ; 9° 13 14" E), Peri S8 (42° 1’ 33" N ; 8° 53’ 57" E), Ajaccio S9 (41° 58> 37" N ;
8° 48’ 57" E), Sartene S10 (41° 38 51" N ; 8°56° 33" E), Bonifacio S11 (41° 25° 53" N ; 9°
7’ 35" E), Porto-Vecchio S12 (41° 38> 7" N ; 9° 14’ 2" E), Travo S13 (41° 54° 51" N ; 9° 22’
21" E), Morta S14 (42° 0° 7" N ; 9° 23’ 18" E), Abbazzia S15 (42° 0* 29" N ; 9° 22° 17" E),
Aleria S16 (42° 7> 33" N ; 9° 28” 41" E).

Citrus medica L.

- Etude de la variabilité des especes de cédrat: récolte novembre 20009.
Station INRA de San Giuliano (42° 177 9" N ; 9° 31’ 13" E).

- Etude de la composition chimique durant la phase de maturation des fruits : récolte de
juillet 2009 a janvier 2010.
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Vescovato (42° 30’ 57" N ; 9° 28’ 13" E)

Il. Hydrodistillation

Les hydrodistillations ont été réalisées avec un appareil de type Clevenger (bouilleurs
de 5 litres), pendant une durée de 5 h. Les huiles essentielles sont conservées dans des flacons
de verre ambré a une température de 4°C. Les rendements sont calculés par rapport a la masse
de végétal frais.

I11. Paramétres de la MEPS

- Mise en ceuvre de la MEPS

Le processus d’extraction se déroule en trois étapes. L’échantillon est placé dans un
pilulier équipé ou non d’un barreau aimanté. Le flacon est bouché et serti. Aprés un temps
d’équilibre déterminé, 1’aiguille renfermant la fibre perce le septum. Par pression sur le
piston, la fibre est exposée dans I’espace de téte pendant un temps d’extraction défini. Enfin,
la fibre est rétractée dans I’aiguille, laquelle est retirée du flacon et ensuite introduite dans

I’injecteur du chromatographe.

- Protocole d’optimisation
Pour chacune des analyses, les parameétres suivants ont été fixes :
()  Fibre triple de marque Supelco™ (Bellefonte, PA, USA), recouverte de divinylbenzéne
/ carboxen / polydiméthylsiloxane (DVB/CAR/PDMS).
(i) Température et temps de désorption dans I’injecteur de la CPG : 250°C ; 5 mn.

L’optimisation a été en combinant diverses valeurs des quatre parametres ci-dessous :
- Quantité de broyat végeétal : 0,79 ; 1,59 ; 3 g ou volume d’extrait : 2ml ; 5 ml; 10 ml
- Température d’équilibre et d’extraction : 20°C ; 50°C ; 70°C
- Temps d’équilibre : 30 mn ; 60 mn ; 120 mn

- Temps d’extraction : 15 mn ; 30 mn ; 60 mn ; 120 mn

Pour chaque matrice (baies, albédo, jus, macération et spiritueux) et pour chacune des
quantités (ou volumes) indiquées, I’extraction a été réalisée a chacune des températures

pendant chacune des quatre durées indiquées. Les conditions ont été considérées comme étant

179



les meilleures lorsque le signal réponse en CPG-DIF est le plus intense sans qu’il y ait

saturation et que I’on obtient le plus grand nombre de pics sur le chromatogramme.

Enfin, compte tenu des valeurs déterminées ci-dessus, un essai a eté conduit pour
chacun des temps d’équilibre indiqués. Comme précédemment, sur la base de la qualité du
signal réponse, nous avons ainsi déduit les conditions optimales d’analyse. De plus tous les

essais ont été réalisés en triple exemplaires.

Le tableau E1 reprend les conditions optimales ainsi déterminées.

Température d'équilibre  Temps d'équilibre /

Matrice Quantite et d'extraction Temps d'extraction
Myrtus communis L.
Baies 0,79 50°C 120 mn /60 mn
Liqueur 10 ml 20°C 120 mn/ 60 mn
Eau de vie 10 ml 20°C 120 mn /60 mn
Citrus medica L.
Albédo 30 70°C 120 mn/ 60 mn
Jus 10 ml 50°C 120 mn/ 60 mn
Maceération 10 ml 20°C 120 mn/ 30 mn
Liqueur 10 ml 20°C 120 mn/ 30 mn

Tableau E1 : Conditions optimales d’analyses des composés volatils de Myrtus communis L.
et de Citrus medica L.

V. Appareillage

- Analyses par CPG-DIF

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Clarus 600, équipé de deux colonnes capillaires Rtx-1
(polydiméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm d.i) et Rtx-WAX (polyéthylene glycol, 60 m x 0,22
mm d.i) couplées chacune a un détecteur a ionisation de flamme.

Le gaz vecteur utilisé est I’hélium, la pression en téte de colonne est de 20 psi avec un
débit d’1 ml/mn, la température de I’injecteur et des détecteurs est de 250°C. La
programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C a 2°C/mn puis en
un palier de 30 mn & 230°C. L’injection se fait en mode split 1/80. La quantité¢ d’huile

essentielle injectée est de 0,2 pl.
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Pour chacun des composes, les indices de rétention polaires et apolaires sont calculés a

partir des temps de rétention d’une gamme d’étalon d’alcanes.

Pour ce qui est des fractions volatiles captées par MEPS, les analyses ont été réalisées
a I'aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem XL équipé de la colonne capillaire
Rtx-1 et disposant des mémes spécifications techniques que le Perkin EImer Clarus 600 décrit
supra et dans les mémes conditions opératoires. Les composés volatils ont été désorbés durant
5 mn en mode splitless avec un liner SPME Intel (0,75 mm Id : Supelco).

- Analyses par CPG/SM

Les analyses ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
XL, doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i. ; épaisseur du
film : 0,25 pum) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1), couplé a une détecteur de masse Perkin
Elmer TurboMass.

Le gaz vecteur utilisé est I’hélium (1 ml/mn) avec une pression en téte de colonne de
25 psi. La température de I’injecteur est de 250°C. La programmation de la température
consiste en une élévation de 60 a 230°C, a 2°C/mn, puis en un palier de 30 mn a 230°C.
L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/80. La quantité d’huile
essentielle injectée est de 0,2 pl. Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique
de 70 eV, la détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué d’un assemblage de
quatre électrodes paralleles de section cylindrique. La température de la source est de 150°C.
Les spectres de masse obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse
35-350 Da.

Pour ce qui est des fractions volatiles extraites par MEPS, les analyses ont été réalisées

avec le méme appareil et les mémes parametres.

- Analyses par CLHP/DAD

Les analyses ont été menées a 1’aide d’un chromatographe Perkin Elmer 200 series
system constitué d’une pompe binaire (LC 200), d’un injecteur (boucle d’injection 20ul), d’un
dégazeur (series 200), d’une colonne Nucleosil 100-5 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5um) C18 en
phase inverse (Machery-Nagel, Hoerdt, France) et d’un détecteur a barrettes d’iode (DAD LC
200). Les solvants sont : eau avec 0,1% d’acide acétique (solvant A) et I’acétonitrile (solvant
B). Le gradient d’élution débute a 90% A et 10% B, puis passage a 80/20 en 15 minutes, puis

passage a 60/40 en 10 minutes, puis passage a 40/60 en 10 minutes, puis passage a 30/70 en
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10 minutes, puis pallier & 0/100 pendant 10 minutes (figure F1). Le débit est de 1 ml/mn. La

détection des composés s’effectue a deux longueurs d’ondes : 280 nm et 350 nm.

Gradient
100 O |
80
=9—Eluant A
w2 60
S ==Eluant B
; 40
20
0 l >
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Temps (mn)

Figure F1 : Hlustration du gradient de solvant utilisé en CLHP/DAD.
Eluant A : Eau (0,1% Acide acétique) et éluant B : Acetonitrile

- Analyses par CLHP/SM

Les analyses ont été réalisées a I’aide d’un systéme chromatographique Perkin Elmer
Flexar FX UHPLC Pump doté d’un passeur automatique (boucle d’injection 10 pl), de deux
pompes, d’un dégazeur, d’une colonne Kinetex XB-C18 (150 mm x 2,1 mm d.i, 2,6 um) C18
en phase inverse. La colonne est disposée dans un four et chauffée a 40°C. Le débit est de 250
pl/mn. Le gradient de solvant débute a 90/10 (eau/acétonitrile) pendant 2 mn, puis passage de
90/10 a 0/100 en 10 mn, enfin palier de 5 mn a 0/100 (Figure F2).

La CLHP est couplée a un détecteur de masse AB Sciex 3200 Qtrap équipé d’une
source de type electrospray (ESI) utilisée en mode négatif et positif. Le gaz d’ionisation est
I’azote. La tension appliquée dans la source est -4500V en mode négatif et de +5500V en

mode positif.
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Figure F2 : Hllustration du gradient de solvant utilisé en CLHP/SM.
Eluant A : Eau (0,1% Acide acétique) et éluant B : Acetonitrile

V. Extraction au solvant

- Etude sur la variabilité des baies de myrte
L’extraction des composés phénoliques des baies a été réalisée par macération a froid
dans un mélange méthanol/eau (60/40) pendant 48 heures. Pour chacune des stations nous

avons réalisé I’extraction de 600 g de baies fraiches dans 1 litre de solvant.

- Etude sur la diversité variétale des cédrats

L’extraction des composes phénoliques des zestes et des albédos a été réalisée par
maceration a froid dans du méthanol pendant 24 heures. Pour toutes les variétés, les
macerations étaient composees de 20 g de matiere végétale (zeste ou albédo) et de 200 ml de

solvant.

V1. Releve des températures

Les températures ont été relevées a 1’aide d’appareils Tinytag Plus 2 (Hydreka,

France).
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VII. Etudes statistiques

Les études statistiques ont été menées avec XLSTAT Version 2009.4.06. Les ACP ont
été realisées avec des matrices de type Pearson. Les CAH et dendrogrammes ont été réalisés
avec des matrices de dissimilarités calculées en distance euclidienne et la méthode
d’agrégation choisie systématiquement est le lien moyen. Les composés dont le pourcentage
relatif était au moins égal a 2 % dans I’un des échantillons étudiés ont été inclus dans les
matrices de CAH et ACP.

VI1II. Analyses des phénols totaux et de I’activité antioxydante

- Test de Folin-Ciocalteu

Placer 30 uL d’échantillon a tester ou de solvant (blanc) dans les puits, puis ajouter
150 pl de solution de FCR (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent ; Fluka 2N) diluée 10 fois.
Ajouter au goutte a goutte pendant 8 mn 120 pl de solution de carbonate de sodium a 7,5 %.
La microplaque est mise a incuber dans le lecteur de microplague pendant une heure a 30°C
avant de faire une lecture d’absorbance a 765 nm (Biotek Powerwave XS). Une courbe de
référence de I’absorbance en fonction de la masse d’acide gallique par litre de solution est
réalisée. Les résultats pour I’échantillon étudié sont exprimés en milligramme d’acide gallique

équivalent par litre de solution.

- Test DPPH

280 pl de solution de DPPH a 0,004 % (4 mg/100 ml de méthanol) sont déposés dans
chaque puits d’une microplaque de 96 puits. On ajoute ensuite 20 pl de solution a tester. Le
mélange est laissé a incuber pendant 1 heure a 30°C. L’absorbance est ensuite mesurée a 515
nm. L’activité antioxydante est exprimée en fonction du Trolox (antioxydant de référence) par

construction d’une courbe de réponse en concentration.

-  Test ABTS

Le radical cationique ABTS™ est généré par I’oxydation de I’ABTS par le persulfate

de potassium. Une solution d’ABTS dissout dans de I’eau déionisée a une concentration de 7
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mM est ajoutée a une solution de persulfate de potassium dissout dans de I’eau pure a une
concentration de 2,45 mM. Le mélange réactionnel est maintenu dans I’obscurité a
température ambiante pendant 12 a 16 h. L’ABTS n’est pas totalement oxydé par le persulfate
de potassium, car d’aprés les coefficients steechiométriques une mole de persulfate réagit avec
2 moles d’ABTS. L’absorbance n'est maximale et stable qu'apres 6 heures de réaction et le
radical cationique est stable dans pendant 2 jours a température ambiante et dans l'obscurité.
La solution d’ABTS™ obtenue est diluée dans du méthanol de maniére & ce que I’absorbance
du mélange soit de 0,70 + 0,02 a 734 nm. 20 pl de solution a testée sont pipetés dans chaque
puits, puis on ajoute 280 pl d’ABTS™. L’absorbance est mesurée & 734 nm aprés 5 mn
d’incubation a 30°C. L’activité antioxydante est exprimée en fonction du Trolox par

construction d’une courbe de réponse en concentration.

- Test FRAP

Préparation du réactif FRAP

Une solution tampon (3,1 g d’acétate de sodium trihydraté et 16 ml d’acide acétique
sont dilué dans un litre d’eau purifiée), une solution a 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-
triazine ; Fluka, 99%) dans 40 mM d’acide chlorhydrique, et une solution a 20 mM de fer IlI
(FeCls. 6H,0) sont meélangées selon les ratios respectifs 10 : 1: 1. Cette solution de réactif

FRAP est mise a incuber a 37°C avant usage.

Préparation des solutions de référence
Une gamme de solution de Fe(ll) a différentes concentrations entre 100 et 1000 uM,
ainsi qu’une gamme de solution de Trolox a différentes concentrations entre 25 et 800 uM

sont préparées.

Remplissage de la microplaque

10 pl de solution a tester ou de solvant sont déposés dans chaque puits, puis on y
ajoute un volume de 290 ul de solution FRAP préchauffeé a 37°C. Le mélange réactionnel est
incubé a 37°C dans le lecteur de microplaque pendant 4 mn. La lecture de 1’absorbance se fait
a 593 nm. L’activité antioxydante de 1’échantillon est exprimée en fonction d’une solution
connue de Fe(ll) ou de Trolox (solutions de références), c'est-a-dire en umol de Fe(ll) ou en

pmol de Trolox équivalent par gramme d’échantillon.
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IX. Analyses génétiques

- Protocole d'extraction-purification de I'’ADN

Le choix des marqueurs est effectué¢ a partir d’ADN pur issu de feuilles provenant
d’arbres méres en champ. L’ADN est extrait a partir de feuilles agées de moins de 3 mois
pour limiter la présence de tanins et de tissus lignifiés et d’en faciliter le broyage.

Chaque échantillon de feuille (environ 1 g) est broyé en présence d’azote liquide dans
un mortier. Avant que le broyat ne soit décongelé, la poudre est homogénéisée dans un
tampon préchauffé a 65°C (CTAB 2%, NaCl 1,4M, PVP 1%, EDTA 20 mM, Tris-HCI 0,1M
pH 8). Le mélange est incubé pendant 15 mn a 65°C puis mis a refroidir a température
ambiante. Les protéines sont précipitées en ajoutant un volume égal de chloroforme-alcool
isoamylique (24:1). La solution est ensuite agitée manuellement pendant 5 mn puis
centrifugée pendant 4 mn a 13000 rpm (rotations par minute). Le surnageant est recupére et
I’ADN est précipité en ajoutant 0,7 volume d’isopropanol. Le mélange est centrifugé pendant
2 mn a 5000 rpm.

Le culot est récupéré et I’ADN est resolubilisé dans 0,6 ml de tampon TE (Tris 10
mM, EDTA 1mM, pH 8) et mis a incuber pendant 2 heures a 37°C. On ajoute ensuite un
volume égal de chloroforme-alcool isoamylique (24:1). Le melange est centrifugé pendant 4
mn a 13000 rpm. Le surnageant contenant I’ADN est récupéré. L’ADN est alors précipité
dans 50 pl de NaCl 5M et 2 volumes d’éthanol absolu. Le mélange est centrifugé pendant 2
mn a 5000 rpm. Le culot contenant I'ADN est ensuite repris dans un volume d’éthanol 70° et
centrifugé pendant 2 mn a 5000 rpm. Le culot contenant I'ADN est ensuite séché puis

solubilisé dans 100 pl d’eau stérile.

- Choix des marqueurs microsatellites

Avant de passer au crible les différents échantillons, nous avons tenu pour chaque
espéce a déterminer les marqueurs microsatellites qui rendaient compte du plus grand
polymorphisme, cela afin de bien distinguer les individus nucellaires identiques au plant mére
des individus zygotiques. Les marqueurs que nous avons sélectionnés sont résumés dans le
tableau E2.
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Tableau E2: Caractéristiques des marqueurs cpSSR utilisés pour 1’étude génétique des cédrats

Nb*

Locus PIC Heétéros a’I\Ilglbe \;ﬁgl?;igg Sequence Forward (5' -> 3') Sequence reverse (5' -> 3') ™m
Ci02A09 0.62 4 6 158-168 ACAGAAGGTAGTATTTTAGGG TTGTTTGGATGGGAAG 50
Ci0O7F11 0.81 14 6 154-196 ACTATGATTACTTTGCTTTGAG GAAGAAACAAGAAAAAAAAAT 50
Ciol1Co6 0.74 16 10 150-194 GGACCACAACAAAGACAG TGGAGACACAAAGAAGAA 50
Ci03C08  0.69 13 7 220-262 CAGAGACAGCCAAGAGA GCTTCTTACATTCCTCAAA 55
Cio6B07 0.65 16 6 118-130 CGGAACAACTAAAACAAT TGGGCTTGTAGACAGTTA 50
C107E12 0.44 11 6 126-166 TGTAGTCAAAAGCATCAC TCTATGATTCCTGACTTTA 50
C107D05 0.67 7 5 204-216 TCGTTCTTGCTTTTCCAC GAATCAAACTACCCTCCAAT 55
CiO7EQ5 0.34 11 3 144-148 GGAGAACAAAACACAATG ATCTTTCGGACAATCTT 50
C101F04a 0.42 12 6 180-212 AAGCATTTAGGGAGGGTCACT TGCTGCTGCTGTTGTTGTTCT 55
Ci01HO05 0.66 13 6 100-136 AAAACAACCAAAAGGACAAGATT TTCAAACTAAACAAACCAACTCG 55
Cioz2D11 0.57 14 5 192-216 GAGTTGACCGAGAAGATT TGAGTTTCAGTAAGTGTATGAG 55
Ci02G02 0.60 6 7 130-158 CAATAAGAAAACGCAGG TGGTAGAGAAACAGAGGTG 55
mestl 0.68 11 5 187-211 CAAGCCTCTCTCTTTAGTCCCA AGTTCTTTGGTGCTTCAGGC 55
mest2 0.65 15 4 229-238 ACCTTCAGCATCAACCTGCT TTTGGTTTGTTCTTGGAGCC 55
mest66 0.67 3 6 252-272 AAATCATGAGGGCAAGCCTA GCCTTAGCTTCATCACCAGC 55
mest101  0.65 14 6 234-239 TTTGCCAACTCCCAAATCTC AAGGGGCTGTTTCTCTCTCTG 55
mest542  0.54 5 3 263-267 CGTTTTGCGATTTCTCGTTT ACCACCTCCGACACACTAGG 55
mest543  0.41 9 3 258-264 CCTCCTAAAGTGAGCCCTCC AGCCCACAAAGAAAAAGCAA 55
mest830 0.62 16 6 214-246 TTCATGGCAGCTTGAGTTTC TTGGTTTCTTTTGGGGATCA 55
mest1118 0.68 14 7 157-179 CAACAAGTGGGAAGGGAGAC GACGTTTTCCGGACTTCAAA 55
mest940 0.75 15 10 152-210 GAGTCGCAGGACGAAAATCT GTGGATTGATTCGGTGATCC 55
mest998 0.79 7 7 112-126 AAATAGAGAAAAGAAAGGGG GTGAGAGTAGCGGAACAA 55
ntcp9 0.63 0 5 264-276 CTTCCAAGCTAACGATGC CTGTCCTATCCATTAAGACAATG 55
ccmps 0.79 0 4 86-100 TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT AGGTTCCATCGGAACAATTAT 55
ccmp6 0.59 0 5 124-128 CGATGCATATGTAGAAAGCC CATTACGTGCGACTATCTCC 55
nad2 4/3  0.56 0 3 240-260 GACCTTCACCTCAAATCA TTCAGATAACACGCACC 55
rr5/18 0.08 0 2 225-230 GAGGTCGGAATGGGATCGGG GGGTGAAGTCGTAACAAGGT 55
nad7 1/2  0.08 0 2 120-130 TTTGATATAGGCTCGCT GGAACATAGCATAGGG 55

4 Nombre de cédrats hétérozygotes
b Nombres d’alléles détectés au sein des 24 variétés de cédrats

- Amplification des microsatellites

A partir de 10 ng d’ADN de chaque variété, la réaction PCR s’effectue dans un
volume réactionnel de 15 pl de composition suivante : le tampon 1X (Eurogentec) ; 1,5 mM
de MgCl; ; 0,2 mM de dNTP ; 0,2 uM de chacune des amorces ; O,75 U de Taq polymérase
(Eurogentec). Les solutions réactionnelles sont recouvertes d’huile de paraffine et
I'amplification est réalisée dans un thermocycleur (PTC 200, MJ Research). Le programme est
le suivant : 5 mn 94°C, puis 40 cycles de (30 s a 94°C, 30 s a 50 ou 55°C selon les couples
d’amorces, 30 s & 72°C).
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- Vérification de I’amplification

Afin de vérifier du bon déroulement de la PCR, nous réalisons un gel d’agarose a 2%
dans lequel on dépose 8 ul du mélange réactionnel de la PCR avec 2 ul de tampon de charge
dilué au 1/5°™ (15% ficoll type 400, 0,25% xyléne cyanol, 0,25% bleu de bromophénol). La
migration dure 25 mn & 150 V. Le tampon de migration est du TBE 0,5 X (Tris Borate/EDTA
electrophoresis buffer 5X: 54 g tris base 27,5 g, acide borique 20 ml, EDTA a 0,5M (pH 8.0),
gsp 1l eau distillée). Le gel est ensuite plongé durant 10 mn dans du BET (bromure
d’éthidium 10 pg.ml™). La révélation se fait sous Ultra-Violets (UV).

- Migration sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante

La composition du gel a 8% en condition dénaturante est : uree 7 M, acrylamide 19:1 a
8%, TBE 0,5 X, gsp eau. La solution est filtrée et dégazee.

Aux amplifiats, on ajoute 50 pul (1 volume égal a celui de la solution PCR) de tampon
de charge dénaturant (formamide 98%, xylene cyanol 0,25%, bleu de bromophénol 0,25%,
200 Wl EDTA 0,5 M, pH 8). Les echantillons sont dénaturés pendant 3 mn a 94°C puis placés
dans la glace a 4°C en attendant d’étre déposés.

Aprés une pré-migration de 30 mn a 270 V dans une enceinte a 55°C maintenue a
température grace a un circuit fermé d’eau chaude, on dépose 25 ul d’échantillon par puit (un
échantillon pour un puit). La migration dure 3 h 30 mn dans les mémes conditions que la pré-

migration. Le tampon utilisé est du TBE 0,5 X.

- Révélation au nitrate d’argent
Les gels sont colorés selon le protocole de I'Institut de Recherche Agronomique de

Valence (IVIA), Espagne:

. Fixation du gel dans un bain d'alcool a 10% pendant 20 mn

« Placer ensuite le gel dans un bain d'acide nitrique a 1% pendant 5 mn

. Faire 2 lavages de 5 mn chacun a l'eau ultra pure

. Plonger le gel dans une solution de coloration au nitrate d'argent a 0,2% pendant 20 mn.
La solution est réutilisable 4 fois de suite

. Laver rapidement avec de I'eau ultra pure

. Pour la révélation du gel: ajouter 1/2 litre de révélateur (carbonate de sodium a 3%;
ajouter le formaldéhyde & 600 pl.I™ juste avant l'utilisation du révélateur) et attendre que
le gel s'obscurcisse. Le jeter et ajouter le reste de révélateur (1/2 litre) et laisser apparaitre

les bandes d'ADN marqué correspondant aux régions amplifiées du génome
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« Arréter la révélation en trempant le gel pendant 30 secondes dans un bain d'acide acétique
a10%

« Faire 3 lavages avec de I'eau ultra pure
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Annexes

I. Tests statistiques

I.1. ANOVA des compositions chimiques des huiles essentielles de baies de myrte

Tableau Al : Résultat de PANOVA (p < 0,05)

Somme des  Degré de  Moyenne des = Valeur critique

Source des variations carrés liberté Carrés Probabilité pour F
Entre Groupes 0,149855769 15 0,009990385 0,000143258 1 2,068134922
A l'intérieur des groupes  42400,11321 608 69,7370283

Total 42400,26306 623

La valeur de p est supérieur a 0,05 (probabilité = 1) nous devons donc accepter I’hypothese
nulle Ho et conclure qu’il n’y a pas de différence significative entre les différentes stations.

I.2. ANOVA des compositions chimiques des extraits de baies de myrte

Tableau A2 : Résultat de ’TANOVA (p < 0,05)

Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique

Source des variations ; : ; ) F Probabilité
carrés liberté carres pour F
8,00466E-
Entre Groupes 7425719,772 15 495047,9848 9,480492652 17 1,714704241

A l'intérieur des groupes 10861247,89 208 52217,53794
Total 18286967,66 223

La valeur de p est inférieur & 0,05 (probabilité = 8.10™") nous devons donc rejeter 1’hypothése
nulle Ho et conclure qu’il existe une différence significative entre les différentes stations.
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1.3. Analyse CAH des compositions chimiques des extraits de baies de myrte

Dendrogramme
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Figure Al : Dendrogramme des extraits de baies de myrte

1. Compositions chimiques des macerations et des liqueurs de cédrat de
Corse

I1.1. Compositions chimiques en volatils (MEPS — CPG, CPG/SM)
La légende qui suit concerne les tableaux A3 a A16 :

Les n° des composés correspondent a ceux du tableau 24 (ordre d’¢lution sur colonne
apolaire).

% Indices de rétention obtenus a partir des données de la littérature [Konig et coll. 2001].

® Indices de rétention obtenus sur colonne apolaire (Rtx-1).

Les abondances des composeés sont exprimées en pourcentages relatifs.

Les composes ont été identifiés a partir de la bibliothéque « arémes » du laboratoire.
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Tableau A3 : Composition volatile de la macération A

n° Composés Ir L* Ir Ab N J3 S, S, S3 S, S Sg Sio
1 o-Thujéne 932 922 09 08 11 10 10 10 09 10 09
2 o-Pinéne 936 931 25 22 31 28 28 27 27 30 25
4  Sabinéne 964 %9 03 02 03 03 03 03 03 03 0,2
5 B-Pinéne 978 970 19 15 21 21 20 22 20 22 18
6 Myrcéne 987 979 21 15 21 22 21 23 20 23 18
8 p-Cymene 1015 1010 06 02 07 05 05 10 09 08 05
9 Limonene 1025 1020 65,6 62,0 65,6 64,8 654 60,6 61,6 64,0 63,4
12 (E)-B-Ocimene 1029 1024 20 24 19 23 22 26 25 25 22
13 y-Terpinéne 1051 1047 20,6 25,3 19,7 20,5 19,8 23,0 22,9 20,7 22,6
16 Terpinolene 1082 1078 0,7 12 06 09 09 11 11 09 1.2
26 Néral 1215 1212 o1 O21 O1 O1 O1 O1 01 O1 01
28 Géranial 1244 1239 02 01 02 01 01 01 01 01 01
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr v 01 o01 01 01 01 tr ftr
31 Acétate de géranyle 1362 1356 tr tr tr tr tr tr tr tr ftr
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 04 06 06 05 06 06 05 05 04
33 trans-o-Bergamoténe 1429 1431 05 06 06 06 06 07 05 05 04
38 B-Bisaboléne 1498 1502 03 04 03 03 04 04 04 02 02

Monoterpéenes hydrocarbonés 97,2 97,3 97,2 97,4 97,0 96,8 96,9 97,7 97,1

Monoterpenes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés

03 02 04 03 03 03 03 02 02
12 16 15 14 16

1,7

1,4

12 1,0

Total

98,7 99,1 99,1 99,1 98,9 98,8 98,6 99,1 98,3

Tableau A4 : Composition volatile de la macération B

n° ComDOSéS IrL* Ir Ab Ji J3 S, S, S; S, Se S Sio
1 o-Thujéne 932 922 09 11 14 07 12 12 10 12 11
2 a-Pinéne 936 931 23 31 38 21 34 35 30 36 31
4 Sabinéne 94 99 03 03 03 03 04 03 03 03 03
5 B-Pinéne 978 970 18 22 27 26 27 28 28 28 25
6 Myrcene 987 979 18 19 22 24 23 25 24 24 21
8 p-Cymene 1015 1010 03 02 05 09 07 09 09 13 16
9 Limonene 1025 1020 60,0 60,3 66,8 59,8 60,0 59,3 58,2 60,5 66,7
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 29 26 22 32 30 33 34 30 24
13 vy-Terpinéne 1051 1047 26,2 23,8 16,4 23,7 22,7 20,9 229 21,8 16,6
16 Terpinolene 1082 1078 14 14 12 10 10 11 11 10 0,7
26 Neéral 1215 1212 o1 01 01 01 01 01 01 01 01
28 Géranial 1244 1239 02 01 01 01 01 02 02 01 02
30 Acétate de néryle 1342 1339 01 01 01 01 tr 01 01 tr 01
31 Acétate de géranyle 1362 1356 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 04 05 05 07 06 07 06 03 0,6
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 04 06 05 08 06 07 07 03 06
38 B-Bisabolene 1498 1502 02 04 03 05 04 04 05 02 03

Monoterpenes hydrocarbonés 97,9 96,9 975 96,7 974 958 96,0 97,9 97,1

Monoterpenes oxygénés 04 03 03 03 02 04 04 02 04

Sesquiterpénes hydrocarbonés 10 15 13 20 16 18 18 08 15

Total

99,3 98,7 99,1 990 992 98,0 98,2 98,9 99,0
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Tableau A5 : Composition volatile de la macération C

n° Composés Ir L? Ir Ab Jq J3 S; S, S; S, Se Sg S1o
1 «-Thujéne 932 922 12 14 15 13 13 15 13 11 13
2 a-Pinéne 936 931 33 43 41 40 39 34 40 34 39
4  Sabinéne 964 %9 03 02 02 02 03 03 03 02 03
5 B-Pinéne 978 970 25 28 31 28 30 24 36 27 29
6 Myrcéne 987 979 24 05 25 04 25 23 24 24 24
8 p-Cymene 1015 1010 03 02 03 03 04 06 11 15 0,7
9 Limonene 1025 1020 62,1 61,7 66,5 61,6 59,2 59,6 57,5 60,7 67,3
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 2,7 26 19 27 27 30 30 29 19
13 y-Terpinéne 1051 1047 22,5 229 154 22,6 22,1 22,0 21,5 21,3 159
16 Terpinolene 1082 1078 09 10 06 10 11 12 11 11 10
26 Néral 1215 1222 01 O1 02 O1 01 01 01 01 01
28 Géranial 1244 1239 02 02 02 02 02 02 02 01 01
30 Acétate de néryle 1342 1339 01 01 01 01 01 01 01 tr tr
31 Acétate de géranyle 1362 1356 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 03 03 06 06 07 08 07 05 05
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 03 05 06 06 07 08 07 04 05
38 B-Bisabolene 1498 1502 03 04 03 04 04 06 04 02 02
Monoterpéenes hydrocarbonés 98,2 97,6 96,1 96,9 96,5 96,3 958 97,3 97,6
Monoterpenes oxygénés 04 04 05 04 04 04 04 02 02
Sesquiterpénes hydrocarbonés 09 12 15 16 18 22 18 11 1.2
Total 99,5 99,2 98,1 98,9 98,7 98,9 98,0 98,6 99,0
Tableau A6 : Composition volatile de la macération D
n° ComDOSéS Ir L? Ir Ab Ji J3 S, S, S; S, Se S Sio
1 o-Thujéne 932 922 07 06 09 08 08 08 08 07 08
2 a-Pinéne 936 931 19 25 22 21 21 21 21 20 21
4  Sabinéne 964 %9 03 03 03 03 03 03 03 02 0,2
5 B-Pinéne 978 970 16 19 18 17 17 18 1,7 16 17
6 Myrcéne 987 979 23 21 20 19 20 20 20 19 1,7
8 p-Cymene 1015 1010 11 09 10 08 09 11 11 13 13
9 Limonene 1025 1020 66.9 65,7 658 66,4 68,1 68,0 69,0 68,4 655
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 21 19 20 1,7 18 23 22 22 20
13 vy-Terpinéne 1051 1047 21,7 21,0 21,8 21,2 18,8 18,4 18,0 16,8 21,7
16 Terpinoléne 1082 1078 o6 06 O7 11 11 08 08 08 11
26 Neéral 1215 1212 o1 O1 tr 01 01 01 01 01 0,2
28 Géranial 1244 1239 02 02 tr 01 02 01 01 0,2 0,2
30 Acétate de néryle 1342 1339 - - - 01 01 01 01 +tr 01
31 Acétate de géranyle 1362 1356 - - - - - - - - -
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 02 02 03 03 03 03 03 03 03
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 03 04 03 03 04 03 03 04 03
38 B-Bisabolene 1498 1502 0,2 03 02 02 02 02 02 02 0,2
Monoterpenes hydrocarbonés 98,2 97,5 98,5 98,0 97,6 97,6 98,0 97,9 98,1

Monoterpenes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés

03 03 00 03 04 03 03 03 05
o7 09 08 08 09 08 08 09 08

Total

99,2 98,7 99,3 99,1 98,9 98,7 99,1 99,1 99,4
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Tableau A7 : Composition volatile de la macération E

n° COl’npOSéS Ir L? Ir Ab Jq J3 S; S, S; S, Se Sg S1o
1 «-Thujéne 932 922 05 09 09 07 08 09 09 09 08
2 o-Pinéne 936 931 14 26 26 19 23 25 26 24 23
4  Sabinéne 964 %9 01 03 03 02 03 03 03 02 0,2
5 B-Pinéne 978 970 15 18 19 14 17 20 19 18 17
6 Myrcéne 987 979 14 20 20 15 19 21 20 21 18
8 p-Cyméne 1015 1010 o5 05 04 05 05 08 08 0,7 10
9 Limonene 1025 1020 68,8 68,9 69,4 66,1 69,6 63,7 651 67,6 66,8
12 (E)-B-Ocimene 1029 1024 28 24 23 28 24 29 27 26 20
13 y-Terpinéne 1051 1047 20,8 18,5 18,2 22,3 17,9 21,3 20,2 18,9 20,5
16 Terpinoléne 1082 1078 08 07 06 10 08 09 09 08 11
26 Néral 1215 1212 o1 oO1 O1 O1 O1 O1 O1 021 O1
28 Géranial 1244 1239 01 01 01 01 01 01 01 01 01
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr tr 01 tr tr 01 01 tr fr
31 Acétate de géranyle 1362 1356 tr - - - tr tr  tr tr -
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 02 02 03 02 03 04 04 04 03
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 02 02 03 02 03 05 05 04 03
38 B-Bisaboléne 1498 1502 01 02 02 02 02 03 03 02 0,2
Monoterpéenes hydrocarbonés 98,6 98,6 98,6 98,4 98,2 974 97,4 98,0 98,2
Monoterpenes oxygénés 02 02 03 02 02 03 03 02 0,2
Sesquiterpénes hydrocarbonés 05 06 08 06 08 12 12 10 08
Total 99,3 99,4 99,7 99,2 99,2 98,9 98,9 99,2 99,2
Tableau A8 : Composition volatile de la macération F
n° COfnpOSéS Ir L? Ir Ab Ji J3 S, S, S; S, Se S Sio
1 o-Thujéne 932 922 06 10 09 08 10 11 10 08 0,9
2 a-Pinéne 936 931 17 29 27 24 27 30 29 23 26
4 Sabinéne 964 %9 02 03 03 03 03 03 03 02 0,2
5 B-Pinéne 978 970 15 19 19 20 18 21 20 16 18
6 Myrcéne 987 979 11 20 20 22 20 23 21 18 19
8 p-Cymene 1015 1010 o5 05 05 04 05 07 07 07 0,8
9 Limonene 1025 1020 66,7 68,8 67,3 64,0 66,6 60,9 62,5 63,2 69,2
12 (E)-B-Ocimeéne 1029 1024 30 23 25 28 25 30 28 29 23
13 y-Terpinéne 1051 1047 22,8 17,7 19,7 22,4 199 23,3 22,4 23,7 17,8
16 Terpinoléne 1082 1078 09 07 08 09 08 10 09 11 0,7
26 Néral 1215 1212 & o01 tr O1 01 O1 01 01 0,1
28 Géranial 1244 1239 01 O01 tr O01 01 01 01 01 0,1
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr tr tr tr tr 01 01 tr tr
31 Acétate de géranyle 1362 135 tr  tr  tr  tr o tr tr tr tr tr
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 02 03 03 03 03 04 04 03 03
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 02 04 05 04 04 04 04 03 03
38 B-Bisabolene 1498 1502 01 03 02 02 02 03 03 02 0.2
Monoterpenes hydrocarbonés 99,0 98,1 98,6 98,2 98,1 97,7 97,6 98,3 98,2

Monoterpenes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés

01 02 00 02 02 03 03 02 0,2
05 10 10 09 09

1,1

1,1 08 0,8

Total

99,6 99,3 99,6 99,3 99,2 99,1 99,0 99,3 99,2
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Tableau A9 : Composition volatile de la macération G

n° Composés Ir L? Ir Ab Jq J3 S; S, S; S, Se Sg S1o
1 o-Thujéne 932 922 06 07 05 07 07 06 06 06 06
2  o-Pinéne 936 931 16 19 06 18 18 17 17 16 17
4  Sabinéne 964 969 - 03 - 02 02 02 02 02 02
5 B-Pinéne 978 970 13 14 16 13 13 13 13 12 13
6 Myrcéne 987 979 25 24 06 22 21 20 20 22 21
8 p-Cymene 1015 1010 13 13 12 12 13 12 13 15 13
9 Limonene 1025 1020 67,5 659 69,5 66,1 68,3 66,9 66,6 69,4 68,4
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 21 21 23 20 20 19 20 20 20
13 vy-Terpinéne 1051 1047 17,7 195 21,5 20,3 19,3 19,5 19,6 19,1 19,0
16 Terpinoléne 1082 1078 05 07 07 06 06 07 07 06 07
26 Neéral 1215 12122 - 02 - 02 02 01 01 021 03
28 Géranial 1244 1239 04 03 - 03 03 02 01 02 04
30 Acétate de néryle 1342 1339 - - - - 02 03 03 - -
31 Acétate de géranyle 1362 1356 - - - - - - - - -
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 - - - - - - - - -
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 04 0,2 - - - - - 01 01
38 B-Bisabolene 1498 1502 04 02 02 01 - - - - -

Monoterpénes hydrocarbonés 95,1 96,2 98,5 96,4 97,6 96,0 96,0 98,4 97,3

Monoterpenes oxygénés 04 05 00 05 07 06 05 03 07

Sesquiterpénes hydrocarbonés 08 04 02 01 00 00 00 01 01

Total 96,3 97,1 98,7 97,0 98,3 96,6 96,5 98,8 98,1

Tableau A10 : Composition volatile de la macération H

n° ComDOSéS Ir L? Ir Ab Ji J3 S, S, S; S, Se S Sio
1 a-Thujéne 932 922 05 06 08 08 07 06 0,7 0,7 0,7
2 o-Pinéne 936 931 09 16 22 20 18 16 18 18 19
4 Sabinéne 964 969 - 02 03 02 02 02 02 02 0,2
5 B-Pinéne 978 970 11 15 15 14 14 12 13 13 14
6 Myrcéne 987 979 11 21 21 20 19 17 18 20 20
8 p-Cymene 1015 1010 1,2 11 13 13 13 11 11 13 12
9 Limonene 1025 1020 68,9 68,2 68,2 67,5 67,7 67,1 67,0 68,8 68,6
12 (E)-B-Ocimeéne 1029 1024 2,7 21 19 20 20 21 24 22 21
13 y-Terpinéne 1051 1047 20,9 20,1 19,8 19,8 20,4 21,2 20,8 20,2 19,9
16 Terpinoléne 1082 1078 08 07 06 09 07 07 07 05 0,7
26 Neéral 1215 1212 01 O1 - O0O1 O1 O1 O1 01 O1
28 Géranial 1244 1239 02 03 01 02 01 01 01 01 01
30 Acétate de néryle 1342 1339 - - - 01 - 01 02 - -
31 Acétate de géranyle 1362 1356 - - - - - - - - -
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 01 - 01 01 01 01 01 01 01
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 01 01 01 01 01 01 01 01 01
38 B-Bisabolene 1498 1502 - 01 - - 01 01 01 01 01

Monoterpenes hydrocarbonés 98,1 98,2 98,7 97,9 98,1 97,5 97,8 99,0 98,7

Monoterpenes oxygénés 03 04 01 04 02 03 04 02 02

Sesquiterpénes hydrocarbonés 02 02 02 02 03 03 03 03 0,3

Total 98,6 98,8 99,0 98,5 98,6 98,1 98,5 99,5 99,2
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Tableau A1l : Composition volatile de la macération |

n° Composés Ir L* Ir Ab N J3 S, S, S;3 S, S Sg S1o
1 o-Thujéne 932 922 06 05 10 05 05 08 0,7 0,7 0,7
2 a-Pinéne 936 931 09 09 28 13 12 20 20 20 20
4  Sabinéne 964 %9 02 02 03 02 03 03 03 02 0,2
5 B-Pinéne 978 970 11 14 20 13 16 1,7 16 16 16
6 Myrcéne 987 979 1,7 18 22 17 19 19 18 19 18
8 p-Cymene 1015 1010 09 11 10 10 10 10 10 11 13
9 Limonene 1025 1020 69,2 68,6 66,2 67,5 67,7 651 66,3 67,5 68,5
12 (E)-B-Ocimene 1029 1024 22 24 19 24 21 23 22 22 20
13 y-Terpinéne 1051 1047 21,3 21,3 19,6 22,3 21,8 225 21,9 21,4 19,7
16 Terpinoléne 1082 1078 0,7 07 05 07 07 08 07 05 11
26 Néral 1215 12122 01 O1 02 w 01 01 twr O1 01
28 Géranial 1244 1239 02 02 03 twr 01 01 tr 02 01
30 Acétate de néryle 1342 1339 - 01 - 01 - 01 01 01 -
31 Acétate de géranyle 1362 1356 - - - - - - - - -
32 (E)-B-Caryophylléne 1421 1424 01 01 02 01 01 01 01 01 01
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 01 01 02 01 01 01 01 01 01
38 B-Bisabolene 1498 1502 01 01 01 twr 01 01 tr 01 01
Monoterpénes hydrocarbonés 98,8 98,9 97,5 98,9 98,8 98,4 98,5 99,1 98,9
Monoterpenes oxygénés 03 04 05 01 02 03 01 04 0,2
Sesquiterpénes hydrocarbonés 03 03 05 02 03 03 02 03 0,3
Total 99,4 99,6 98,5 99,2 99,3 99,0 98,8 99,8 994
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Tableau A12 : Composition volatile de la liqgueur C-S,4

n° Composés IrLt® IrA’® J S S, S5 Mp M, Mg My Ms Mg M; Mg Mg My My My,
1 o-Thujéne 932 922 24 15 22 24 13 13 20 14 18 22 19 19 16 20 15 14
2 o-Pinéne 936 931 63 60 60 64 48 61 59 54 64 67 55 59 54 55 58 53
4  Sabinéne 964 %9 06 06 04 05 02 04 05 04 02 02 06 03 03 02 05 04
5 B-Pinéne 978 970 46 49 46 46 28 45 47 47 51 52 37 40 53 42 36 37
6 Myrcene 987 979 31 23 28 29 22 24 30 27 31 34 30 26 27 26 28 32
8 p-Cymene 1015 1010 16 13 12 15 23 30 15 26 31 31 21 19 24 26 25 20
9 Limonene 1025 1020 63,9 64,4 64,2 659 66,2 66,3 64,2 62,0 63,2 61,8 64,2 61,5 66,0 63,8 64,4 62,1
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 1,7 13 16 14 19 11 17 10 16 16 18 20 12 14 14 18
13 vy-Terpinéne 1051 1047 14,8 16,9 15,0 13,1 17,1 12,8 154 16,6 150 150 14,7 17,2 148 156 16,6 18,5
16 Terpinoléne 1082 1078 03 03 04 03 02 01 02 02 01 02 03 02 01 03 01 04
26 Neéral 1215 1212 & tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
28 Géranial 1244 1239 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr tr tr - tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr o tr
31 Acétate de géranyle 1362 1356  tr - tr tr - - tr tr - tr tr tr tr - - tr
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 tr  tr tr - trtr trtr tr ftr - tr tr tr  tr tr
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 - - tr tr - - tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
38 pB-Bisabolene 1498 1502 tr tr - tr - trr tr ot - tr - tr - tr ot

Monoterpenes hydrocarbonés 99,5 99,3 98,4 99,0 99,1 98,0 99,0 99,4 99,6 99,4 97,8 97,5 99,8 98,2 99,2 98,8

Monoterpenes oxygénés
Sesquiterpénes hydrocarbonés

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

tr
tr

Total

99,3 995 98,4 99,0 99,0 98,0 99,1 97,0 99,6 99,4 97,8 97,5 99,8 98,2 99,2 98,8
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Tableau A13 : Composition volatile de la liqgueur C-Sg
n° Composés IrLt® IrA’® J S S, S5 Mp M, Mg My Ms Mg M; Mg Mg My My My,
1 «-Thujéne 932 922 20 21 23 16 15 20 22 15 16 16 16 19 20 16 21 17
2 a-Pinéne 936 931 59 62 62 59 40 60 67 49 53 52 58 50 51 54 60 52
4  Sabinéne 964 %9 06 06 05 04 03 03 03 02 03 03 05 06 08 04 06 04
5 B-Pinéne 978 970 52 50 48 30 31 48 56 46 50 39 52 40 43 42 38 37
6 Myrcene 987 979 31 30 31 25 17 32 38 29 30 37 26 27 22 33 24 20
8 p-Cymene 1015 1010 19 26 20 21 28 28 11 30 26 19 20 21 20 28 26 21
9 Limonene 1025 1020 63,4 63,2 64,2 658 685 64,1 614 67,0 62,3 653 61,8 62,7 66,8 66,3 64,9 62,5
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 1,7 16 16 16 18 1,7 18 15 14 16 15 17 15 13 14 16
13 vy-Terpinéne 1051 1047 15,5 15,0 14,7 14,6 158 14,1 16,4 13,0 16,2 156 155 16,1 14,8 135 151 17,9
16 Terpinoléne 1082 1078 02 01 02 02 03 02 02 01 02 02 03 02 01 01 02 02
26 Neéral 1215 1212 tr  tr  tr tr tr o tr tr tr  tr tr tr tr tr tr trtr
28 Géranial 1244 1239 tr  tr  tr  tr tr tr tr tr  tr tr tr tr tr tr trtr
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
31 Acétate de géranyle 1362 1356 - tr tr tr tr tr - tr tr tr - tr - - tr tr
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 - trtrftr - tr tr o tr - tr tr tr trtr tr -
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 tr  tr - trtr - trtr tr ftr - tr tr tr  tr tr
38 pB-Bisabolene 1498 1502 tr tr - tr - tr - - tr tr tr - trtr -
Monoterpenes hydrocarbonés 99,4 99,5 99,6 97,7 99,5 99,2 99,8 99,3 97,9 99,3 96,8 97,0 99,6 98,9 99,1 97,3
Monoterpenes oxygénés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Sesquiterpénes hydrocarbonés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Total 99,5 99,4 99,6 97,7 99,8 99,2 99,5 98,7 97,9 99,3 96,8 97,0 99,6 98,9 99,1 97,3
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Tableau Al14 : Composition volatile de la liqgueur C-Siy

n° Composés IrLt® IrA’® J S S, S5 Mp M, Mg My Ms Mg M; Mg Mg My My My,
1 o-Thujéne 932 922 20 21 16 20 23 24 18 16 22 22 24 20 20 17 16 14
2 o-Pinéne 936 931 50 55 51 55 68 60 51 53 60 49 52 52 54 53 55 60
4  Sabinéne 964 %9 05 05 05 04 04 04 02 04 04 04 05 04 04 03 04 04
5 B-Pinéne 978 970 4,7 44 37 41 50 52 48 43 36 37 40 35 43 38 36 40
6 Myrcene 987 979 29 27 29 24 30 37 26 23 35 28 29 26 27 24 26 29
8 p-Cymene 1015 1010 19 26 22 40 11 42 38 34 32 16 13 08 19 16 27 24
9 Limonene 1025 1020 66,9 66,2 62,5 66,3 68,2 59,1 651 64,8 59,8 64,7 63,3 67,7 62,0 66,0 63,4 64,1
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 14 12 14 08 11 18 18 12 22 18 17 14 18 14 12 13
13 vy-Terpinéne 1051 1047 12,5 12,9 18,1 13,2 11,2 13,2 14,0 152 16,9 16,8 18,1 150 17,6 16,2 17,9 16,7
16 Terpinoléne 1082 1078 02 03 02 05 04 01 O1 04 03 03 03 03 01 02 02 0,2
26 Neéral 1215 1212 & tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
28 Géranial 1244 1239 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
31 Acétate de géranyle 1362 1356  tr tr tr tr tr tr tr tr - tr tr tr - tr tr tr
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424  tr  tr tr ftr - tr tr - tr tr tr tr tr tr - tr
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 - trtrftr - tr trtr tr tr ftr - - trtr tr
38 pB-Bisabolene 1498 1502 - rr wr tr tr ot - tr - - tr tr  tr tr  tr ot

Monoterpenes hydrocarbonés 98,4 98,0 98,2 99,2 99,3 96,1 99,5 99,2 98,1 99,2 99,7 98,9 98,2 98,9 99,1 99,4

Monoterpenes oxygénés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr

Sesquiterpénes hydrocarbonés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr

Total 98,0 98,4 98,2 99,2 99,5 96,1 99,3 98,9 98,1 99,2 99,7 98,9 98,2 98,9 99,1 99,4
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Tableau A15 : Composition volatile de la liqgueur B-Sg
n° Composés Irt®* IrA’® J S S, S5 Mp M, Mg My Ms Mg M; Mg My My My My,
1 «-Thujéne 932 922 15 19 21 20 20 22 24 20 23 13 21 20 13 14 20 16
2 a-Pinéne 936 931 60 53 55 55 56 62 64 62 61 48 55 52 66 64 53 55
4  Sabinéne 964 %9 06 05 06 05 05 04 05 03 07 02 06 05 04 05 03 02
5 B-Pinéne 978 970 49 44 46 45 46 49 46 50 47 28 42 41 51 44 46 41
6 Myrcene 987 979 23 27 28 28 28 30 29 28 27 18 28 25 19 28 26 28
8 p-Cymene 1015 1010 13 08 19 18 13 27 15 44 15 23 10 08 09 10 20 17
9 Limonene 1025 1020 64,4 65,6 63,5 64,1 651 62,8 659 64,4 61,6 67,3 61,6 64,8 69,1 64,2 63,4 62,3
12 (E)-B-Ociméne 1029 1024 13 18 19 18 19 18 14 15 21 19 20 16 0,7 14 18 17
13 y-Terpinéne 1051 1047 16,9 16,3 16,3 16,0 154 15,1 13,1 12,8 17,1 16,8 18,4 17,6 13,0 16,3 16,3 18,8
16 Terpinoléne 1082 1078 03 01 02 03 03 03 03 01 04 02 03 04 01 02 02 05
26 Neéral 1215 1212 & tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
28 Géranial 1244 1239 tr tr tr tr tr tr tr ot tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Acétate de néryle 1342 1339 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
31 Acétate de géranyle 1362 135 tr  tr  tr  tr  tr  tr  tr  tr  tr  tr fr tr tr tr tr Ar
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 tr tr tr tr tr tr tr tr tr - tr tr tr tr tr Ar
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 tr tr - tr tr tr - tr  tr tr ot tr tr - tr tr
38 B-Bisaboléne 1498 1502 tr - - tr tr  trtr - tr tr  tr ot - trtrftr
Monoterpenes hydrocarbonés 99,5 99,4 99,4 99,3 99,5 99,4 99,0 99,5 99,2 99,4 98,5 99,5 99,1 98,6 98,5 99,2
Monoterpenes oxygénés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Sesquiterpénes hydrocarbonés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Total 99,5 99,4 99,4 99,3 99,5 99,4 99,0 99,5 99,2 99,4 98,5 99,5 99,1 98,6 98,5 99,2
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Tableau A16 : Composition volatile de la liqueur commerciale

n° Composés Irt® IrA’® J S S, S5 My M, Mg My Ms Mg My Mg Mg My My My,
1 o-Thujene 932 922 22 22 21 20 22 21 13 20 22 20 20 21 23 26 17 20
2 o-Pingne 936 931 60 56 53 53 55 57 57 56 58 51 50 55 64 68 69 60
4 Sabinene %64 9%9 04 05 05 06 05 03 04 03 05 04 05 04 04 04 03 05
5 B-Pinene 978 970 46 43 39 37 36 40 45 41 37 32 33 35 40 46 47 37
6 Myrcene 987 979 28 28 29 27 26 30 34 31 27 24 25 25 30 34 25 24
8 p-Cymene 1015 1010 12 o08 11 09 02 12 17 20 08 04 05 07 11 03 1,7 18
9 Limonene 1025 1020 64,2 65,1 64,7 655 69,0 63,3 59,9 62,5 657 64,5 66,0 68,8 62,2 60,4 62,1 64,9
12 (E)-B-Ocimene 1029 1024 16 17 18 17 12 19 22 20 17 15 15 15 19 20 15 11
13 y-Terpinéne 1051 1047 150 156 16,6 16,7 14,1 17,3 18,2 17,3 16,2 19,6 17,4 14,4 17,8 182 18,0 151
16 Terpinolene 1082 1078 04 05 06 05 07 06 07 05 03 04 04 01 03 03 01 02
26 Néral 1215 1212 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
28 Géranial 1244 1239 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Acetate de néryle 1342 1339 tr tr r tr tr tr twr gy tr tr tr tr tr o tr trtr
31 Acétate de géranyle 1362 13% tr  tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
32 (E)-B-Caryophyllene 1421 1424 - ¢ tr tr tr tr tr tr tr - tr tr o tr tr
33 trans-a-Bergamoténe 1429 1431 tr tr - tr - tr - r tr tr tr tr tr tr tr
38 B-Bisabolene 1498 1502 tr - tr tr tr tr tr tr tr tr @ tr - - tr tr tr

Monoterpenes hydrocarbonés 98,4 99,1 99,5 99,6 99,6 99,4 98,0 99,4 99,6 99,5 99,1 99,5 99,4 99,0 99,5 97,7

Monoterpenes oxygénés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr

Sesquiterpénes hydrocarbonés tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr

Total 98,4 99,1 99,5 99,6 99,6 99,4 98,0 99,4 99,6 995 99,1 99,5 99,4 99,0 99,5 97,7
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I1.2. Compositions chimiques en polyphénols

La légende qui suit concerne les tableaux A17 a A30 :

Les n° des composés correspondent a ceux tableau 26 (ordre d’élution : temps de rétention
(TR) croissant).

Les concentrations des composés dans 1’extrait sont exprimées en mg/1.

tr : trace (<0,1 mg/l)

Les composes ont été identifiés a partir de la bibliothéque du laboratoire.

Tableau A17 : Composition phénolique de la macération A

n° Composés TR(mn) J; J3 S, S, S;3 S, Se S Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 33 37 39 39 40 35 33 37 37
3 Ac. Quinique 2,4 153,6 168,2 1455 164,7 169,3 144,9 1525 1554 166,4
4 Ac. Vanillique 3,3 15 12 13 13 13 11 14 14 13
5 Ac. p-Coumarique 6,7 32 31 32 32 33 31 33 32 29
6 Ac. Sinapique 7,2 o4 04 03 06 05 02 05 05 04
7 Ac. Ferulique 7,4 o6 06 04 05 04 07 06 05 06
8 Flavanomaréine 7,7 09 09 09 09 10 09 09 08 09
9 Hyperoside 8,3 27 23 23 26 24 24 23 24 27
10 Narirutine 8,4 tr tr tr - tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 01 01 02 04 02 01 01 02 0,2
12 Néohespéridine 8,5 39 32 33 37 40 43 36 35 38
14 Rutine 8,6 97 123 140 95 151 85 10,2 13,7 151
16 Robinétine triméthylether 8,7 02 02 02 02 03 02 03 03 04
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 57 55 52 56 55 52 57 56 51
Dérivés acides organiques 156,9 171,9 1494 168,6 173,3 148,4 155,8 159,1 170,1
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 01 01 02 04 02 01 01 02 02
Flavanones glycosylées 48 41 42 46 50 52 45 43 47
Flavonols 02 02 02 02 03 02 03 03 04
Flavonols glycosylés 124 145 16,3 12,1 175 10,8 125 16,1 17,8
Total 180,1 196,3 175,5 191,5 201,7 169,9 178,8 1854 198,3
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Tableau A18 : Composition phénolique de la macération B

n° Composés (;F;) J0Jh S S S Si S Ss Su
2 Ac. Shikimique 2,2 42 46 47 46 41 42 49 48 48
3 Ac. Quinique 24 2016 217,3 221,8 202,4 198,6 193,8 216,9 211,1 186,5
4 Ac. Vanillique 3,3 19 15 16 18 17 14 17 16 16
5 Ac. p-Coumarique 6,7 40 39 37 40 42 38 40 40 40
6 Ac. Sinapique 7,2 05 o5 05 06 06 03 06 08 04
7 Ac. Ferulique 7,4 o8 08 08 06 07 09 05 06 04
8 Flavanomaréine 7,7 1 11 11 10 11 10 12 11 11
9 Hyperoside 8,3 35 28 35 30 29 29 30 32 29
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 01 02 03 02 01 01 02 04 03
12 Néohespéridine 8,5 49 40 49 44 45 52 50 45 4,0
14 Rutine 8,6 119 151 172 11,7 185 104 125 16,8 18,6
16 Robinétine triméthylether 8,7 02 02 05 03 03 02 03 03 02
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 71 68 65 70 72 63 68 69 64
Dérivés acides organiques 205,8 221,9 226,5 207,0 202,7 198,0 221,8 2159 191,3
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 01 02 03 02 01 01 102 04 03
Flavanones glycosylées 60 51 60 54 56 63 62 57 51
Flavonols 02 02 05 03 03 02 03 03 02
Flavonols glycosylés 154 179 20,7 147 214 133 155 20,0 214

Total

234,7 252,0 260,5 234,6 237,2 224,2 250,8 249,1 2248
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Tableau A19 : Composition phénolique de la macération C

n° Composes TR(mn) J; J3 Si S, S3 S4 Se Sg Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 55 54 52 59 60 61 49 56 51
3 Ac. Quinique 2,4 262,9 240,9 238,4 259,7 231,3 266,8 236,3 263,2 243,9
4 Ac. Vanillique 3,3 19 21 17 19 20 20 20 19 23
5 Ac. p-Coumarique 6,7 47 48 47 49 49 50 50 44 49
6 Ac. Sinapique 7,2 07 07 03 10 05 07 07 06 05
7 Ac. Ferulique 7,4 10 o7 11 o7 05 06 08 09 10
8 Flavanomaréine 7,7 3 12 13 14 13 15 13 14 13
9 Hyperoside 8,3 34 36 35 40 35 36 34 42 42
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 02 03 02 06 03 03 01 103 02
12 Néohespéridine 8,5 49 52 64 56 50 61 53 59 59
14 Rutine 8,6 18,3 139 12,8 20,7 230 204 220 206 144
16 Robinétine triméthylether 8,7 03 04 03 03 03 04 04 06 03
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr

Acides phénoliques
Dérivés acides organiques
Flavones

Flavones glycosylées
Flavanones glycosylées
Flavonols

Flavonols glycosylés

82 83 77 84 79 83 85 78 86
268,4 246,3 243,6 265,6 237,3 272,9 241,2 268,8 249,0
tr tr tr tr tr tr tr tr tr
62 03 02 06 03 03 01 03 02
62 64 77 70 64 76 66 72 72
o3 04 03 03 03 04 04 06 03
21,7 175 163 246 266 24,0 255 248 186

Total

304,9 279,2 275,8 3065 278,8 313,5 282,3 309,6 2839
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Tableau A20 : Composition phénolique de la macération D

n° Composes TR (mn) J; J3 Si S, S3 S4 Se Sg Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 36 38 34 31 35 35 39 39 33
3 Ac. Quinique 2,4 160,7 159,8 133,8 144,9 158,1 147,6 164,3 142,6 150,5
4 Ac. Vanillique 3,3 12 12 11 13 12 13 13 13 15
5 Ac. p-Coumarique 6,7 32 31 30 32 27 30 32 31 31
6 Ac. Sinapique 7,2 o4 06 02 05 04 04 05 03 04
7 Ac. Ferulique 7,4 o6 05 07 05 06 05 04 03 0,6
8 Flavanomaréine 7,7 09 09 08 08 08 08 10 09 09
9 Hyperoside 8,3 22 25 23 22 26 23 23 23 27
10 Narirutine 8,4 tr tr - tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 o1 04 01 01 02 02 102 02 01
12 Néohespéridine 8,5 32 36 42 34 36 33 39 32 38
14 Rutine 8,6 100 92 82 97 144 13,0 146 13,7 95
16 Robinétine triméthylether 8,7 02 02 02 02 04 02 103 02 02
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 54 54 50 54 49 53 53 51 56
Dérivés acides organiques 164,3 163,6 137,2 148,0 161,6 151,1 168,2 146,5 153,8
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 01 04 01 01 02 02 02 02 01
Flavanones glycosylées 40 45 50 42 45 41 49 41 47
Flavonols 02 02 02 02 04 02 03 02 02
Flavonols glycosylés 12,2 11,8 105 11,9 16,9 153 16,9 16,0 1272
Total 186,2 185,8 158,1 169,9 188,4 176,1 1957 172,0 176,5
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Tableau A21 : Composition phénolique de la macération E

n° Composes TR (mn) J; J3 Si S, S3 S4 Se Sg Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 46 45 46 40 41 40 44 46 43
3 Ac. Quinique 2,4 203,9 198,4 175,3 189,5 188,0 192,6 196,3 210,1 208,6
4 Ac. Vanillique 3,3 15 15 15 18 13 1,7 17 16 15
5 Ac. p-Coumarique 6,7 38 37 37 38 37 40 39 36 38
6 Ac. Sinapique 7,2 o6 07 04 04 02 06 05 05 05
7 Ac. Ferulique 7,4 05 05 04 oO07 08 07 06 07 08
8 Flavanomaréine 7,7 117 11 10 10 10 1,1 1,0 1,1 1,1
9 Hyperoside 8,3 28 30 27 33 28 28 29 34 27
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 02 04 02 01 01 01 102 02 02
12 Néohespéridine 8,5 47 43 38 46 51 43 42 47 39
14 Rutine 8,6 118 158 175 11,2 10,1 18,0 11,4 14,7 135
16 Robinétine triméthylether 8,7 03 03 02 02 02 03 03 05 02
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr

Acides phénoliques
Dérivés acides organiques
Flavones

Flavones glycosylées
Flavanones glycosylées
Flavonols

Flavonols glycosylés

63 65 60 67 61 69 67 63 66
208,5 202,9 179,9 1935 192,1 196,6 200,8 214,7 2129
tr tr tr tr tr tr tr tr tr
62 04 02 01 01 01 02 02 02
58 53 48 56 61 54 52 58 50
63 03 02 02 02 03 03 05 02
146 188 202 144 129 208 143 18,0 16,2

Total

235,7 234,2 211,3 220,6 2175 230,1 227,6 2456 2411
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Tableau A22 : Composition phénolique de la macération F

n° Composes TR(mn) J; J3 Si S, S3 S4 Se Sg Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 50 52 48 49 46 48 49 49 46
3 Ac. Quinique 2,4 2258 226,6 213,3 209,5 220,0 230,6 218,3 219,3 220,5
4 Ac. Vanillique 3,3 7 18 18 21 18 20 20 18 18
5 Ac. p-Coumarique 6,7 44 44 44 45 44 50 46 42 45
6 Ac. Sinapique 7,2 o7 09 04 05 03 07 06 06 06
7 Ac. Ferulique 7,4 05 07 05 09 10 08 07 09 09
8 Flavanomaréine 7,7 13 14 12 12 12 1,3 1,2 1,3 1,3
9 Hyperoside 8,3 33 35 32 39 33 34 35 40 32
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 02 05 03 02 02 01 103 03 02
12 Néohespéridine 8,5 55 60 45 55 61 58 50 56 46
14 Rutine 8,6 158 185 20,8 153 16,0 21,7 164 198 174
16 Robinétine triméthylether 8,7 o4 03 03 03 03 04 04 06 02
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 74 78 72 80 75 85 80 76 78

Dérivés acides organiques
Flavones

Flavones glycosylées
Flavanones glycosylées
Flavonols

Flavonols glycosylés

230,9 231,8 218,1 214,4 2246 2354 223,2 224,2 225,0

tr
0,2
6,8
04

19,0 220 240 192 193 251

tr
0,5
7,4
0,3

tr
0,3
57
0,3

tr
0,2
6,7
0,3

tr
0,2
7,3
0,3

tr
0,1
7,0
0,4

tr
0,3
6,2
04

tr
0,3
7,0
0,6

tr
0,2
59
0,2

19,9 23,8 20,7

Total

264,7 269,9 2555 248,6 259,2 276,6 257,9 263,4 259,8
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Tableau A23 : Composition phénolique de la macération G

n° Composes TR (mn) J; J3 Si S, S3 S4 Se Sg Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 31 32 31 35 34 29 32 36 36
3 Ac. Quinique 2,4 140,0 147,0 124,4 148,6 153,3 134,8 137,3 152,8 132,6
4 Ac. Vanillique 3,3 3 11 10 11 11 12 12 12 172
5 Ac. p-Coumarique 6,7 29 25 28 29 29 29 28 30 29
6 Ac. Sinapique 7,2 03 04 02 06 04 04 04 04 03
7 Ac. Ferulique 7,4 o6 05 06 04 06 05 04 04 03
8 Flavanomaréine 7,7 o8 08 08 08 08 08 07 09 08
9 Hyperoside 8,3 25 24 21 24 21 20 21 22 21
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 o1 02 01 03 01 01 102 02 02
12 Néohespéridine 8,5 35 34 39 33 30 32 31 36 30
14 Rutine 8,6 88 133 76 86 112 90 12,1 136 127
16 Robinétine triméthylether 8,7 02 03 02 02 02 02 102 02 02
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr

Acides phénoliques
Dérivés acides organiques
Flavones

Flavones glycosylées
Flavanones glycosylées
Flavonols

Flavonols glycosylés

52 45 47 50 50 51 49 49 47
143,0 150,3 127,6 152,1 156,6 137,7 140,5 156,4 136,2
tr tr tr tr tr tr tr tr tr
o1 02 01 03 01 01 02 02 02
43 42 47 42 38 39 38 45 38
02 03 02 02 02 02 02 02 02
11,3 158 98 110 133 11,0 142 158 148

Total

164,1 175,2 147,0 172,8 178,9 158,0 163,8 182,0 160,0
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Tableau A24 : Composition phénolique de la macération H

n° Composes TR (mn) J; J3 Si S, S3 S4 Se Sg Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 37 39 39 40 35 35 39 41 43
3 Ac. Quinique 2,4 169,4 179,9 153,1 169,4 167,1 170,6 1654 1759 1684
4 Ac. Vanillique 3,3 16 13 13 13 12 15 15 13 15
5 Ac. p-Coumarique 6,7 36 31 35 33 31 36 34 34 35
6 Ac. Sinapique 7,2 o4 04 02 07 04 05 05 05 04
7 Ac. Ferulique 7,4 o7 06 08 05 06 06 05 04 04
8 Flavanomaréine 7,7 10 10 10 09 09 09 09 10 10
9 Hyperoside 8,3 30 29 26 27 22 25 26 25 26
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 o1 02 01 04 01 01 102 02 02
12 Néohespéridine 8,5 43 41 48 38 32 39 37 41 36
14 Rutine 8,6 10,7 142 94 98 122 11,0 145 155 154
16 Robinétine triméthylether 8,7 02 04 02 02 02 03 03 03 02
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 62 55 58 57 54 62 59 56 57
Dérivés acides organiques 173,0 183,8 156,9 173,4 1705 174,1 169,3 180,0 172,8
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 01 02 01 04 01 01 02 02 02
Flavanones glycosylées 52 50 57 47 41 48 46 52 46
Flavonols 02 04 02 02 02 03 03 03 0,2
Flavonols glycosylés 13,7 17,1 120 125 144 135 17,0 18,0 18,0

Total

198,6 212,0 180,8 197,0 194,8 198,9 197,3 209,2 201,5
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Tableau A25 : Composition phénolique de la macération |

n° Composes TR (mn) J; J3 Si S, S3 S4 Se Sg Sio
2 Ac. Shikimique 2,2 4,1 4,2 4,8 4,7 4,0 4,1 4,4 4,0 4,0
3 Ac. Quinique 2,4 191,3 193,7 194,3 1999 1938 201,6 189,9 186,7 184,3
4 Ac. Vanillique 3,3 1,8 1,4 1,6 15 1,4 1,7 1,7 1,4 1,6
5 Ac. p-Coumarique 6,7 4,0 3,3 4.4 3,9 3,6 4,1 3,8 3,7 3,6
6 Ac. Sinapique 7,2 0,4 0,5 0,3 0,8 0,5 0,6 0,5 0,5 0,4
7 Ac. Ferulique 7,4 0,8 0,7 1,0 0,6 0,7 0,7 0,6 0,4 0,4
8 Flavanomaréine 7,7 1,1 1,0 1,2 1,1 1,0 1,1 1,0 1,1 1,1
9 Hyperoside 8,3 3,4 3,1 3,6 3,2 2,6 2,9 2,9 2,7 2,8
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 0,1 0,2 0,2 0,4 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3
12 Néohespéridine 8,5 4,8 4,4 6,0 4,5 3,7 4,4 4,2 4,5 4,0
14 Rutine 8,6 120 164 11,7 116 142 126 164 16,2 159
16 Robinétine triméthylether 8,7 0,2 0,4 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
27 Nobilétine 11,3 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
29 Tangérétine 11,8 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
30 Retusine 12,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 7,0 5,9 7,2 6,8 6,3 7,1 6,7 6,1 6,0
Dérivés acides organiques 1955 198,0 199,2 204,6 197,8 2057 1943 190,6 188,3
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 0,1 0,2 0,2 0,4 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3
Flavanones glycosylées 59 5,4 7,2 5,6 4,7 55 5,2 5,6 51
Flavonols 0,2 0,4 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2
Flavonols glycosylés 154 196 153 14,7 168 155 19,3 189 18,7
Total 2240 229,6 229,3 232,4 2259 2342 2259 2218 2186
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Tableau A26 : Composition phénolique de la liqueur C-S,

n° Composés TR (mn) N S, S, S3 M, M, M, M, Ms Mg M Mg Mg Myp My Mg
2 Ac. Shikimique 2,2 22 23 24 22 22 21 24 24 24 20 23 21 25 20 22 21
3 Ac. Quinique 2,4 103,9 103,8 92,5 106,0 97,1 96,1 104,7 93,3 107,6 99,3 107,3 98,3 108,7 96,3 96,0 100,4
4 Ac. Vanillique 3,3 o7 o8 08 08 08 07 08 08 08 08 08 09 08 08 08 07
5 Ac. p-Coumarique 6,7 19 19 20 19 19 19 20 20 20 20 18 20 20 20 19 18
6 Ac. Sinapique 7,2 03 04 02 03 03 01 04 02 03 03 02 02 03 03 03 01
7 Ac. Ferulique 7,4 o4 03 02 04 03 04 03 02 02 03 04 04 02 03 03 04
8 Flavanomaréine 7,7 o5 06 05 05 05 05 06 05 06 05 06 O5 06 05 05 05
9 Hyperoside 8,3 13 16 14 14 15 14 16 14 15 14 17 17 15 14 14 14
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 01 02 01 01 01 01 02 01 O01 O01 01 01 01 00 01 O01
12 Néohespéridine 8,5 19 22 20 20 21 26 23 20 25 21 24 24 25 22 21 25
14 Rutine 8,6 72 83 92 74 56 52 83 93 62 89 83 58 63 90 76 81
16 Robinétine triméthylether 8,7 01 01 O01 01 01 01 01 01 02 02 02 01 02 02 01 01
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 32 34 33 33 33 31 32 32 34 32 33 34 32 35 34 35

Dérivés acides organiques
Flavones

Flavones glycosylées
Flavanones glycosylées
Flavonols

Flavonols glycosylés

106,1 106,1 110,0 108,2 99,3 982 94,9 957 107,1 957 1100 101,3 109,6 100,4 111,2 98,3

tr
0,1
2,4
0,1
8,6

tr
0,2
2,8
0,1
9,8

tr
0,1
2,5
0,1
7,7

tr
0,1
2,5
0,1
8,7

tr
0,1
2,6
0,1
7,1

tr
0,1
3,1
0,1
6,6

tr

01 01
28 26
01 01
10,6 10,7

tr

tr
0,2
3,1
0,2
9,9

tr
0,1
2,7
0,2

10,7

tr
0,1
2,9
0,2
7,7

tr
0,1
2,9
0,1

10,3

tr
0,1
3,1
0,2

10,0

tr
0,1
2,7
0,2
7,5

tr
0,1
2,5
0,1
7,8

tr
0,0
3,0
0,1
10,4

Total

120,5 122,5 111,5 1229 112,6 111,2 1236 1124 1244 1179 126,0 1145 125,7 115,0 113,3 1182
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Tableau A27 : Composition phénolique de la liqueur C-Sg

n° Composés TR (mn) N S, S, S3 M, M, M, M, Ms Mg M Mg Mg Myp Mg Mp
2 Ac. Shikimique 2,2 23 24 22 21 23 20 23 25 27 26 24 20 24 18 24 21
3 Ac. Quinique 2,4 109,5 114,3 1052 954 103,7 93,7 94,0 96,4 1051 1004 97,6 97,1 103,3 106,7 107,9 102,5
4 Ac. Vanillique 3,3 o8 08 07 07 O7 08 08 08 09 06 07 07 07 08 07 08
5 Ac. p-Coumarique 6,7 20 20 19 19 20 18 19 20 22 20 19 20 19 21 19 18
6 Ac. Sinapique 7,2 03 03 03 01 O01 oO01 02 02 02 03 02 02 02 03 02 04
7 Ac. Ferulique 7,4 o4 04 03 04 05 04 02 02 02 03 05 05 05 04 05 04
8 Flavanomaréine 7,7 o6 06 05 05 06 05 05 06 06 06 06 06 05 06 06 05
9 Hyperoside 8,3 14 15 14 14 15 14 14 15 16 16 14 15 15 17 16 16
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 oL 01 01 01 O02 01 01 O1 O01 O1 01 02 01 01 01 01
12 Néohespéridine 8,5 20 21 19 26 28 25 19 21 23 20 23 20 26 24 23 25
14 Rutine 8,6 76 79 73 56 56 52 89 96 102 64 69 58 74 76 72 80
16 Robinétine triméthylether 8,7 o1 01 O01 02 01 O01 02 01 O1 01 02 01 O1 O1 01 01
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 34 36 36 31 34 31 32 33 31 33 36 32 33 34 33 36
Dérivés acides organiques 111,8 116,7 107,9 97,4 1059 957 1074 989 96,3 98,9 107,9 103,0 100,0 99,1 105,7 108,5
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 01 o01 O01 01 02 01 01 01 01 o001 O0O1 01 O1 02 01 01
Flavanones glycosylées 26 27 25 31 34 30 24 26 29 26 29 26 31 30 29 30
Flavonols 01 o01 O01 01 01 O1 02 01 01 o001 02 01 01 01 01 01
Flavonols glycosylés 90 94 118 70 71 66 87 111 102 111 118 80 83 73 89 93

Total

127,1 132,6 121,9 110,8 120,1 108,55 1124 116,1 126,5 117,0 114,8 112,7 121,2 124,6 1255 120,8
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Tableau A28 : Composition phénolique de la liqueur C-S;o

n° Composés TR(mn) J; S, S, S3 M, M, M, M, Ms Mg M Mg Mg Myp Mg Mp
2 Ac. Shikimique 2,2 23 22 22 23 23 25 21 20 24 26 21 25 18 20 19 23
3 Ac. Quinique 2,4 105,6 96,8 104,7 98,0 102,6 94,8 952 1039 101,6 100,8 102,4 96,2 99,8 959 1084 107,3
4 Ac. Vanillique 3,3 o6 08 07 07 08 08 08 07 O7 O6 08 07 08 08 08 08
5 Ac. p-Coumarique 6,7 20 18 20 19 20 20 19 18 19 20 21 22 19 21 19 20
6 Ac. Sinapique 7,2 062 02 03 02 02 01 01 02 04 02 02 02 01 03 02 02
7 Ac. Ferulique 7,4 05 02 03 02 03 03 03 02 05 02 02 05 03 04 04 04
8 Flavanomaréine 7,7 o6 06 06 06 05 05 06 06 05 05 06 06 05 06 06 06
9 Hyperoside 8,3 14 15 14 13 13 14 15 17 16 16 14 15 13 15 16 16
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 oL 02 02 01 O01 01 O1 01 O1 02 01 01 O1 01 01 01
12 Néohespéridine 8,5 26 22 18 23 24 26 24 27 21 28 23 19 26 20 25 24
14 Rutine 8,6 59 68 72 63 58 59 80 72 63 70 97 63 71 82 76 75
16 Robinétine triméthylether 8,7 o1 o012 O01 02 01 01 012 O01 o012 O01 02 01 O1 O1 01 01
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 33 30 35 29 33 32 33 29 31 29 35 30 33 36 31 36
Dérivés acides organiques 107,9 99,0 104,0 100,3 104,9 97,3 106,9 1059 97,3 1059 104,0 103,4 1045 98,7 1016 97,9
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 01 02 01 01 01 01 02 01 01 o001 O1 02 01 01 01 01
Flavanones glycosylées 32 28 24 29 29 31 30 33 26 33 29 25 31 26 31 30
Flavonols 61 o01 O01 01 01 01 01 O0O1 01 o001 02 01 01 01 01 01
Flavonols glycosylés 73 83 79 76 71 73 86 89 95 89 79 86 111 78 84 97
Total 121,8 1134 121,5 113,99 118,4 111,1 113,1 121,2 118,3 118,6 122,1 112,8 116,4 114,0 126,1 125,3
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Tableau A29 : Composition phénolique de la liqueur B-Sg

n° Composés TR (mn) N S, S, S3 M; M, M; Ms; Mg Mg M Mg Mg My My My
2 Ac. Shikimique 2,2 15 17 17 1,7 19 19 17 19 20 18 17 18 15 19 20 20
3 Ac. Quinique 2,4 80,9 802 854 835 772 892 812 768 818 871 786 844 797 886 765 853
4 Ac. Vanillique 3,3 o6 06 06 07 07 06 07 06 06 06 05 06 07 06 07 06
5 Ac. p-Coumarique 6,7 17 16 16 16 16 15 16 15 16 16 15 16 17 16 16 15
6 Ac. Sinapique 7,2 02 01 02 03 02 02 02 01 02 02 02 03 02 02 03 02
7 Ac. Ferulique 7,4 03 03 03 02 02 03 02 03 02 03 03 02 03 03 02 03
8 Flavanomaréine 7,7 o4 04 04 04 03 05 04 03 04 05 04 04 03 03 04 05
9 Hyperoside 8,3 11 14 11 13 11 14 12 12 12 14 12 13 12 11 12 14
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 tr 01 01 01 01 01 01 tr tr 01 01 01 tr 01 01 01
12 Néohespéridine 8,5 8 17 16 17 16 19 18 20 20 20 21 18 18 19 17 20
14 Rutine 8,6 69 49 58 63 62 73 48 42 51 49 42 64 73 69 67 70
16 Robinétine triméthylether 8,7 62 01 01 o012 o012 o012 O01 02 o012 O1 O1 O1 O1 01 01 O1
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 28 26 27 28 26 26 27 25 28 25 27 27 26 27 29 28
Dérivés acides organiques 824 819 838 852 791 911 871 78,7 829 787 838 889 803 86,2 81,2 905
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées tr 0,1 tr 01 01 01 01 tr 0,1 tr tr 01 01 01 tr 0,1
Flavanones glycosylées 22 21 20 21 19 24 22 23 24 25 25 22 21 22 21 25
Flavonols 02 01 01 01 01 01 01 02 01 01 01 01 01 01 01 01
Flavonols glycosylés 80 63 63 76 73 87 69 53 60 53 63 63 54 77 85 80
Total 956 93,1 989 980 91,2 1050 94,1 89,1 953 1006 910 99,0 94,8 1036 914 1011
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Tableau A30 : Composition phénolique de la ligueur commerciale

n° Composés TR(mn) J; S, S, S3 M, M, M; My My Mg M Mg Mg My My My
2 Ac. Shikimique 2,2 16 17 17 16 15 14 15 16 21 16 19 20 17 16 18 16
3 Ac. Quinique 2,4 794 813 834 857 860 819 782 820 776 820 784 869 845 883 847 86,1
4 Ac. Vanillique 3,3 05 o7 08 08 06 06 05 oO07 07 O5 05 07 07 07 07 06
5 Ac. p-Coumarique 6,7 18 14 15 17 17 16 16 17 16 17 16 14 17 15 16 17
6 Ac. Sinapique 7,2 02 02 02 03 01 01 02 02 02 02 03 03 02 03 02 02
7 Ac. Ferulique 7,4 02 03 03 04 03 03 02 02 03 03 02 02 03 02 02 02
8 Flavanomaréine 7,7 05 04 04 04 03 05 05 04 04 04 04 04 03 03 04 04
9 Hyperoside 8,3 10 11 13 13 12 14 13 13 12 12 14 13 11 10 13 1.2
10 Narirutine 8,4 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
11 Diosmine 8,5 o1 01 01 01 01 01 01 01 tr 01 01 01 tr 0,1 01 tr
12 Néohespéridine 8,5 19 20 18 20 15 16 19 17 20 18 16 16 21 19 20 18
14 Rutine 8,6 57 50 70 59 55 68 54 60 56 52 55 63 69 56 66 55
16 Robinétine triméthylether 8,7 o7 01 01 O1 O12 O1 O1 O1 O1 O12 O1 O1 O1 O1 O1 O
22 Lutéoline 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
23 Sinensétine 11,0 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
25 Casticine 11,2 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Acides phénoliques 27 26 29 32 27 27 28 25 29 25 29 27 26 26 29 27
Dérivés acides organiques 81,0 830 79,7 873 875 833 851 79,7 836 79,7 79,7 836 803 889 86,2 899
Flavones tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
Flavones glycosylées 01 01 01 01 01 01 01 01 tr 01 01 01 tr 01 01 tr
Flavanones glycosylées 24 24 22 24 18 21 21 24 24 22 20 20 24 22 24 22
Flavonols o1 01 012 O01 01 O01 O01 O1 O1 O1 O1 O1 O1 O1 01 O01
Flavonols glycosylés 67 61 68 72 67 82 83 67 73 67 68 64 69 76 80 6,6
Total 93,0 943 98,7 1004 989 964 915 96,1 91,9 951 92,0 101,3 99,6 1015 99,7 994
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Abstract

This thesis, developed in partnership with Mavela Company and INRA of Corsica, focuses on
the study of two plants traditionally used in Corsica for spirit preparations (Liqueur and Eau-de-vie):
common myrtle (Myrtus communis L.) and citron (Citrus medica L.).

The thesis is divided into two main parts:
o A fundamental part; the aim is to establish a methodology for the analysis of phenolic composition
of alcoholic beverages by liquid chromatography coupled with mass spectrometry of the one hand, and
to identify the flavonoid fragmentation rules, on the other hand.
o An applied part; the objective is the quality definition of Corsican spirits using chemical markers.
For this purpose, the intraspecicific chemical variability of M. communis berries and the
characterisation of several citron varieties are studied in terms of volatile and phenolic compositions.

The volatile composition of M. communis is dominated by a-pinene and 1,8-cineole whereas
the phenolic composition is rich in myricetin, myricetin-3-O-arabinoside, myricetin-3-O-galactoside
and epigallocatechin. These terpenic and phenolic “fingerprint” of M. communis berries are also
reported in corresponding liqueurs and eau-de-vie. Furthermore, essential oil of myrtle berries is
homogeneous in all sample locations.

Morphological, genetic and chemical characteristics of 24 citron cultivars are used to
differentiate “ancestral” varieties from ‘“hybrid” varieties. Based on morphological and genetic
diversity analysis, 13 cultivars included Corsican citron (Citrus medica L. var. corsican) are
considered like ancestral citrons while the other 11 varieties are hybrids between citrons and other
species of Citrus genus. Essential oils from ancestral citrons are distinguished from other varieties by
limonene/neral/geranial or limonene/nerol/geraniol for leaf chemotypes and limonene/y-terpinene or
limonene/neral/geranial for peel chemotypes. The distinction between ancestral and hybrid citrons
could not be demonstrated using phenolic composition.

The chemical analysis of liqueurs produced from Corsican citron is also investigated to study
the influence of fruit maturity on spirit qualities. It appears that the harvest date has no impact on the
volatile compositions. In contrast, the phenolic acid concentrations and their derivatives decreased
sharply during fruit development. In addition, the quality assessment of alcoholic beverages depends
on the experimental conditions of preparation.

Finally, this thesis is the first step to establish by official designations a program for the
protection of geographical and botanical origins of these Corsican productions.

DISCIPLINE:
Organic and Analytic Chemistry

KEY WORDS
Myrtus communis L., Citrus medica L., essential oil, liqueur, GC, GC/MS, SPME,
HPLC/MS-ESI, flavonoid, chemical variability.




Résumé

Ce travail de thése, développé en partenariat avec la Société Mavela et ’'INRA de Corse, est
ax¢ autour de 1’étude de deux plantes traditionnellement utilisées en Corse pour la préparation de
spiritueux (liqueur et eau de vie) : le myrte commun (Myrtus communis L.) et le cédrat (Citrus medica
L).

Le mémoire de thése se décline en deux parties principales :
e Une partie fondamentale visant a établir une méthodologie d’analyse des spiritueux par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, d’une part, et a définir et a réunir en un
méme corpus les régles de fragmentation des flavonoides, d’autre part.
e Une partie appliquée dont 1’objectif est de contribuer a la définition d’une qualité en termes de
compositions volatile et phénolique. Ainsi, nous avons étudié la variabilité intraspécifique des baies de
myrte récoltées en Corse et nous avons caractérisé différentes variétés de cédrats.

La composition volatile des baies de myrte est dominée par le couple a-pinene/1,8-cinéole
alors que la composition phénolique est riche en myricétine, myricétine-3-O-arabinoside, myricétine-
3-O-galactoside et en épigallocatéchine. Cette « empreinte » chimique des baies est retrouvée dans les
liqueurs et les eaux de vie correspondantes. En outre, les huiles essentielles ont une composition
homogene pour ’ensemble des lieux d’échantillonnage.

L’étude des caractéristiques morphologiques, génétiques, et chimiques de 24 variétés de cédrat
a permis de différencier les variétés « ancestrales » et les variétés « hybrides ». Sur la base de I’analyse
de la diversité morphologique et génétique, 13 variétés dont le cédrat de Corse (Citrus medica var.
corsican) sont considérées comme des cédrats ancestraux alors que les 11 autres cultivars sont
assimilés a des hybrides entre les cédratiers et d’autres espéces du genre Citrus. Au niveau de la
composition chimique des huiles essentielles, les cédratiers ancestraux se distinguent des autres
variétés par des chimiotypes a limonéne/néral/géranial ou limonéne/nérol/géraniol pour les feuilles et a
limonene/y-terpinéne ou limonene/néral/géranial pour les zestes. Au niveau des composés
phénoliques, la distinction entre les cédrats ancestraux et hybrides n’a pas pu étre mise en évidence.

L’étude de la composition chimique des liqueurs élaborées a partir du cédrat de Corse a
permis d’étudier ’influence de la maturité des fruits sur la qualité des spiritueux. Il apparait que la
date de récolte n’a pas d’impact sur la composition en volatils. A contrario, les concentrations en
acides phénoligues et en leurs dérivés diminuent fortement au cours du développement du fruit. En
outre, nous avons défini la qualité de la liqueur en fonction des conditions expérimentales de sa
préparation.

Enfin, ce travail de doctorat est la premiére étape de la mise en place d’un programme de
protection de I’origine géographique et botanique de ces productions identitaires.
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